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Abkiirzungsverzeichnis

ug Mikrogramm
pl Mikroliter
pum Mikrometer
pumol mikromol
A Absorptionslevel
AA-Bis Acrylamid-Bisacrylamid
AFP Alpha-1-Fetoprotein
AMVRT Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transcriptase
APS Ammoniumperoxodisulfat
ATP Adenosintriphosphat
BMI Body Mass Index
BRCA Breast Cancer Gen
BSA Bovines Serumalbumin
CA 125 Cancer-Antigen 125
CA19-9 Cancer- Antigen 19-9
CA72-4 Cancer-Antigen 72-4
CC1 Cell Conditioning 1
cDNA komplementdre DNA
cm Zentimeter
Ct Cycle threshold
CT Computertomographie
DAB Diaminobenzidin
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytidintriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat
Dest Destilliert
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
DNA Desoxyribonukleinsdaure
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
dNTPs Desoxyribonucleosidtriphosphate
DTT Dithiothreitol
dTTP Desoxythymidintriphosphat
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E Effizienz
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ER Ostrogenrezeptor
exp exponential
EZM Extrazellulare Matrix
FAM 6-carboxy-Fluorescein
FIGO Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
FRET fluorescence resonance energy transfer
g Gramm
H,O Wasser
HCI Salzsaure
HE4 Human epididymis protein 4
HER2 humaner epidermaler Wachstumsrezeptor 2
His Histidin
HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
HR Hazard-Rate
HRP Horseradish Peroxidase
IGF-1 Insulin-like growth factor 1
IGFPB Insulin-like-growth-factor-binding-protein
IgG Immunglobulin G
kb Kilobasen
KLK Kallikreine
KI Konfidenzintervall
L Lymphgefallinvasion
lac Laktose
LB Lysogenbriihe
LiCl Lithiumchlorid
M molar, Molmasse, Metastase
mA Milliamper
mTOR mechanistic Target of Rapamycin
MgCl, Magnesiumchlorid
min Minuten
mMiRNA microRNA
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mm Millimeter
mM millimolar
mMRNA messenger ribonucleic acid
MRT Magnetresonanztomographie
N Nodulus
Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat
NaCl Natriumchlorid
NaH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat
ng Nanogramm
Ni Nickel
nm Nanometer
nM nanomolar
NSCLC Non small cell lung cancer
NST no special type
NTA Nitrilotriessigsaure
oD Optische Dichte
PAA Polyacrylamid
PAR2 Protease-aktivierter Rezeptor 2
PBS Phosphatpufferlésung
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PVDF Polyvinylidenfluorid
PET Positronenemissionstomographie
PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase
PR Progesteronrezeptor
PSA Prostata-spezfisches Antigen
gRT quantitative Real-time
R Korrelationskoeffizient / Residualtumor
rcf relative centrifugal force
ROX 6-Carboxy-X-Rhodamin
rpm revolutions per Minute
RT Raumtemperatur
SD Standardabweichung
SDS Sodium dodecyl sulfate

Sekunde

sec
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Tumor

Unit

Volt

T
TEMED Tetramethylethylendiamin
TIL tumorinfiltrierende Lymphozyten
TMA Tissue micro array
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris-Cl Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-Chlorid
Triton 100 t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
Tween 20 Polysorbat 20
U

UICC Union Internationale Contre le Cancer
uPA Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator
V

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
WHO World Health Organization
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. Einleitung

1.1 Ovarialkarzinom

.L1.1 Epidemiologie

Weltweit erkranken jahrlich ca. 225.000 Frauen neu an einem Ovarialkarzinom (= malig-
ner epithelialer Tumor der Eierstécke). Die Sterberate des Ovarialkarzinoms liegt welt-
weit bei etwa 140.000 Frauen pro Jahr. Es ist damit die siebthaufigste tddliche Krebser-
krankung bei Frauen (Ferlay et al., 2010).

In Deutschland ist das Ovarialkarzinom nach dem Mammakarzinom (= maligner epithe-
lialer Tumor der Brustdriise) die zweithaufigste todliche gynakologische Krebserkran-
kung. 2014 lag die Zahl der Neuerkrankungen bei 7.250 und die Sterbefille bei 5.354
Frauen. Vor allem durch die sehr haufig erst im spaten Stadium gestellte Diagnose eines
Ovarialkarzinoms sind die Uberlebensaussichten der Patientinnen eher schlecht. 2014
lag die relative 5-Jahres-Uberlebensrate iiber alle Stadien des Ovarialkarzinoms hinweg
bei ca. 41 % (Robert Koch Institut, 2017a).

1.1.2 Risikofaktoren

Als Risikofaktoren fiir diese Erkrankung spielen zunehmendes Alter und Ubergewicht
eine Rolle (Olsen, Green, et al., 2007; Robert Koch Institut, 2017a). Zusatzlich beglinsti-
gen hormonelle Faktoren, wie zum Beispiel Kinderlosigkeit, Unfruchtbarkeit und eine
Ostrogenersatztherapie nach der Menopause, das Risiko einer Entstehung (Anderson et
al., 2003; Cetin et al., 2008). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 70 Jahren, je-
doch steigen die Erkrankungsraten kontinuierlich bis zum 85. Lebensjahr an. Des Weite-
ren konnte ein erhohtes Erkrankungsrisiko bei Frauen gezeigt werden, deren Verwandte
ersten Grades bereits an Brust- oder Eierstockkrebs erkrankt waren. In diesen Fallen lie-
gen haufig Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 vor (Robert Koch Institut,
2017b) .

1.1.3 Histologische Klassifikation und Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms

Das histomorphologische Spektrum der Ovarialkarzinome ist vielfaltig, die WHO unter-
scheidet dabei serdse, muzindse, endometrioide, klarzellige, transitionalzellige,
seromuzindse und undifferenzierte Karzinome (Tavassoli FA & P, 2003).

Maligne Ovarialtumore (neben den Ovarialkarzinomen auch maligne Tumore stromalen
Ursprungs) werden in ihre Stadien sowohl nach der TNM-Klassifikation der UICC als auch
nach FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique) eingeteilt
(Pecorelli, 2003; Richtlinie des Gemeinsamen Bundesausschusses (iber die
Friiherkennung von Krebserkrankungen (Krebsfriiherkennungs-Richtlinie / KFE-RL);
Wittekind et al., 2002) . Seit einigen Jahren besteht eine Deckungsgleichheit der beiden
Klassifikationen (s. Abbildung 1). Wahrend die TNM-Klassifikation nach T = Tumor, N =
Nodulus/ Lymphknotenstatus und M = Metastase unterscheidet, wird das FIGO-System
mit romischen Ziffern |-V beschrieben.
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TNM FIGO Befundsituation
T1 | Tumor begrenzt auf Ovarien
Tla 1A Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf der Oberfldche des Ovars
T1b 1B Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf der Oberflache beider Ovarien
Tlc IC Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit Kapselruptur; Tumor an Ovaroberflache oder maligne

Zellen im Aszites oder bei Peritonealspilung

T2 Il Tumor befallt ein oder beide Ovarien und breitet sich im Becken aus
T2a 1A Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder Tube(n)
T2b 1IB Ausbreitung auf andere Beckengewebe
T2c IIC Ausbreitung im Becken (2a oder 2b) und maligne Zellen im Aszites oder bei Peritonealspiilung
T3 und/oder N1 11l Tumor befallt ein oder beide Ovarien, mit histologisch nachgewiesenen Peritonealmetastasen

auBerhalb des Beckens und/oder regiondren Lymphknotenmetastasen

T3a A Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens
T3b 1B Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, gro3te Ausdehnung <2 cm
T3cund/ nc Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, gro3te Ausdehnung >2 cm, und/oder regiondre Lymph-
oder N1 knotenmetastasen
NX Regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen
M1 v Fernmetastasen (ausschlieBlich Peritonealmetastasen)

Abbildung 1: Stadieneinteilung maligner Ovarialtumore nach TNM- und FIGO-Klassifikation (Kommoss
F., 2009)

Allgemein werden Karzinome nach ihrem Grad der Differenzierung eingeteilt, wobei ein
eindeutig definiertes Graduierungssystem fiir Ovarialkarzinome nicht existiert (Prat,
2009). Es kommen dreistufige Graduierungssysteme (G1-G3 bzw. gut, maRig und
schlecht differenziert) wie zum Beispiel das Graduierungssystem nach Silverberg zur An-
wendung (Silverberg, 2000). Malpica (2004) empfiehlt jedoch vor allem fiir den serdsen
Subtyp eine zweistufige Graduierung nach sogenannten , high-grade” (= gering differen-
zierte Tumorgewebe) und ,low-grade“(= hoch differenzierte Tumorgewebe) Karzino-
men (Malpica et al., 2004).

In dieser Arbeit wurden ausschlieRlich ser6se Ovarialkarzinome betrachtet, da es sich
bei den Karzinomen vom serésen Typ mit ca. 70% um den haufigsten Subtyp der Ovari-
alkarzinome handelt (Prat, 2012). Dariber hinaus wurden nur Tumore in fortgeschritte-
nen Stadien FIGO Il und IV und sogenannte ,high-grade” serése Ovarialkarzinome in die
Untersuchungen aufgenommen, da diese mit einer eindeutig schlechteren Prognose
einhergehen.

1.1.4 Klinik und Diagnostik des Ovarialkarzinoms

Aufgrund fehlender spezifischer Friihsymptome des Ovarialkarzinoms werden etwa 70%
der Patientinnen erst in einem fortgeschrittenen Tumorstadium (FIGO IIl / IV) diagnos-
tiziert (Prat & Oncology, 2014). Symptome wie Bauchumfangszunahme, Vollegefiihl,
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Blahungen, unklare abdominelle Schmerzen, Zunahme der Miktionsfrequenz sowie all-
gemeine Midigkeit und Erschépfung sind unspezifisch und werden daher haufig von Pa-
tientinnen und Arzten zunichst nicht mit einem Tumorleiden in Verbindung gebracht
(Bankhead et al., 2005; Olsen, Cnossen, et al., 2007).

Die Verdachtsdiagnose eines Ovarialkarzinoms kann sowohl in einer Spiegel- und Tast-
untersuchung als auch mit Hilfe des transvaginalen Ultraschalls erfolgen (S3-Leitlinie,
2016). Fur die Beurteilung der Ausdehnung oder zum Ausschluss weiterer Differenzial-
diagnosen werden weitere bildgebende Verfahren (vor allem die Computertomographie
= CT) oder beispielsweise eine Koloskopie durchgefiihrt werden (Nam et al., 2010).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche potenzielle Serumbiomarker beim Ovarialkarzi-
nom identifiziert und untersucht. Serumbiomarker sind in der Regel Proteine, die in Blut,
Urin oder anderen Korperflissigkeiten nachgewiesen werden kénnen. Sie kdnnen spe-
zifisch entweder vom Tumor selbst oder als Reaktion auf das Vorhandensein eines Tu-
mors produziert werden. Serumbiomarker dienen zur Tumorfriiherkennung, Diagnose-
sicherung, Vorhersage der Prognose und zur Uberwachung des Ansprechens einer Tu-
morbehandlung (Hottinger & Hormigo, 2011). Der bekannteste Tumormarker fiir das
Ovarialkarzinom ist das Cancer Antigen 125 (CA 125) (Cramer et al., 2011; Moore et al.,
2010; Moore et al., 2012; Schmalfeldt et al., 2014). Bei 80% der Patientinnen mit fortge-
schrittenen serdsen Ovarialkarzinomen ist der CA 125-Wert erhéht. Im Gegensatz dazu
kann man in friihen Krankheitsstadien nur bei der Halfte der Patientinnen eine Erhéhung
von CA 125 messen. Daher spielt CA 125 in der frilhen Diagnostik des Ovarialkarzinoms
eher eine untergeordnete Rolle. Zudem ist die Spezifitat eingeschrankt, da beispiels-
weise auch eine Erhéhung beim Vorliegen von benignen Erkrankungen beobachtet wer-
den konnte. So kommen erhdohte CA 125-Werte auch bei Endometriose, Infektionen,
Uterus myomatosus, Schwangerschaft oder Leber- und Autoimmunerkrankungen vor.
Der isolierte Einsatz von CA 125 als Screeningmarker ist daher ungeeignet (Sarojini et
al., 2012; Schmalfeldt et al., 2014; van Nagell & Pavlik, 2012). Speziell fir das muzindse
Ovarialkarzinom eignen sich auch Tumormarker wie Cancer-Antigen 19-9 (CA19-9) und
Cancer-Antigen 72-4 (CA72-4) (Gadducci et al., 2009). Neue Tumormarker wie Human
epididymis protein 4 (= HE4), Mesothelin, Folat-Rezeptor alpha und die Familie der Kal-
likrein-dhnlichen Peptidasen (= KLK) werden aktuell genauer untersucht. Doch auch
diese sind wie das CA 125 auf Grund ihrer geringen Sensitivitat und Spezifitat fir eine
Friherkennung oder flr den Einsatz als Screeningmethoden ungeeignet. Durch die Be-
stimmung einzelner Tumormarker konnte bislang keine Senkung der Mortalitat erreicht
werden. Es bestehen allerdings Hinweise, dass eine kombinierte Bestimmung mehrerer
verschiedener Marker die diagnostische und prognostische Aussagekraft erh6hen kénn-
ten (Bast et al., 2005; S3-Leitlinie, 2016; Sarojini et al., 2012; Schmalfeldt et al., 2014).
Daher sind geeignete Serumbiomarker eine vielversprechende Option einer friheren
Diagnosesicherung und Verlaufskontrolle des Ovarialkarzinoms. Sie kdnnten somit zu-
kiinftig die Mortalitat und Morbiditat des Ovarialkarzinoms senken und sollten daher
weiterhin genauer untersucht werden.
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I1.1.5 Therapie und Prognose des Ovarialkarzinoms

Die primadre Standardtherapie des Ovarialkarzinoms ist die Operation mit dem Ziel der
endgultigen Diagnosestellung, der Evaluation der Ausdehnung und der moglichst voll-
standigen Entfernung allen Tumors. Die sogenannte , Staginglaparotomie”, besteht aus
(S3-Leitlinie, 2016):

e Inspektion und Palpation der gesamten Abdominalhdhle

e Peritonealzytologie

e Biopsien aus allen auffdlligen Stellen

e Peritonealbiopsien aus unauffalligen Regionen

e Adnexexstirpation beidseits

e Hysterektomie

e Omentektomie Mindestens infrakolisch

e Ggf. Appendektomie (bei muzinésem/unklarem Tumortyp)
e Ggf. beidseits pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

Um das Operationsziel, die vollstandige Entfernung aller makroskopisch sichtbaren Tu-
mormanifestationen zu erreichen, bedarf es haufig einer weiteren Ausdehnung des
Operationsgebietes (Peritoneum-, Darm-, Leber- oder Milzresektion). Die vollstiandige
Resektion aller Tumoranteile ist fiir die Prognose von entscheidender Bedeutung (du
Bois et al., 2009; Trimbos et al., 2010). Nur in Ausnahmefillen (unilateraler Tumor mit
FIGO I-Stadium, nach adaquatem Staging, inkl. Lymphnodoektomie) kann eine fertitli-
tatserhaltende Operation durchgefiihrt werden (Gershenson, 2005). Im Anschluss an
die Operation erfolgt bei Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom die
Chemotherapie mit Carboplatin und Paclitaxel Gber 6 Zyklen (du Bois et al., 1999). Eine
zusatzliche Therapie Uber ein Jahr mit humanem monoklonalen Antikorper (Bevacizu-
mab), welcher an den GefaRwachstumsfaktor vascular endothelial growth factor (=
VEGF) bindet, kann in fortgeschrittenen Stadien (FIGO IlIB und IV) das progressionsfreie
Leben verlangern (Perren et al., 2011).

Als wichtige Faktoren fiir die Prognose gelten das Tumorstadium, die Menge an Tumor-
rest nach radikaler Operation, das Tumorgrading, histologischer Subtyp, das Alter der
Patientinnen und das Auftreten von priaoperativem Aszites (Mahner et al., 2009). Uber
70% der Patientinnen werden in fortgeschrittenen Tumorstadien FIGO IlI/IV diagnosti-
ziert. In diesen Stadien betragt das 5-Jahres-Gesamtlberleben weniger als 30%. Im Ge-
gensatz dazu liegt das 5-Jahres-Uberleben bei frith diagnostiziertem Ovarialkarzinom bei
etwa 90% (Prat & Oncology, 2014). Eine Tumorkomplettresektion fiihrt ebenfalls zu ei-
ner deutlichen Verbesserung der Prognose, auch in bereits fortgeschrittenen Stadien.
Das Gesamtuiberleben kann mit einer Komplett-Resektion um etwa 30-60 Monate ver-
langert werden (du Bois et al., 2009). Auch bei einem Tumorrest von < 1 cm besteht
noch ein signifikanter Uberlebensvorteil, allerdings ist dieser nicht mit einer Komplett-
resektion zu vergleichen (Horowitz et al., 2015). Bei Patientinnen mit einem Alter von
Uber 69 Jahren bei Erstdiagnose konnte eine signifikant schlechtere Prognose beobach-
tet werden(Mahner et al., 2009; Thigpen et al., 1993; Tingulstad et al., 2003). Auch
konnte gezeigt werden, dass vorhandener Aszites bei Erstdiagnose mit einem schlech-
teren 5-Jahres-Uberleben einhergeht (Seck et al., 2012). In dieser Arbeit werden der
Resttumor, das Alter der Patientinnen und die Aszitesmenge bei Erstdiagnose als etab-
lierte Prognoseparameter bericksichtigt.



19

.2 Mammakarzinom

.2.1 Epidemiologie

Laut aktuellen Inzidenzraten erkrankt etwa jede achte Frau im Laufe ihres Lebens an
einem Mammakarzinom (= maligner Tumor der Brustdriise). Damit ist das Mammakar-
zinom mit Abstand die haufigste Krebserkrankung der Frau weltweit. In Deutschland
liegt die Neuerkrankungsrate bei etwa 70.000 pro Jahr. Das Erkrankungsrisiko steigt mit
zunehmendem Alter der Frau. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei etwa 64
Jahren, wobei drei von zehn Frauen bei Diagnosestellung unter 55 Jahren sind. Durch
die Einflihrung des Mammaographie Screenings und die Fortschritte bei der Therapie kam
es in den letzten Jahrzehnten zu einem Rickgang der Sterberate. Jedoch ist das
Mammakarzinom mit einer Mortalitatsrate von 17,8 %. immer noch die haufigste krebs-
bedingte Todesursache der Frau (Robert Koch Institut, 2017a).

1.2.2 Risikofaktoren

Zu den wesentlichen Risikofaktoren des Mammakarzinoms gehoren das weibliche Ge-
schlecht, ein steigendes Lebensalter und das Vorkommen von Mammakarzinomen in
der Verwandtschaft. Zusatzlich existieren hormonelle Risikofaktoren: Frauen mit einer
frGhen Menarche und einer spaten Menopause, Nulliparitdt oder einem hohen Alter bei
Erstparitat sowie fehlende Laktation fiihren zu einer erhdhten Erkrankungsrate. Auch
ein hoher Body Mass Index (= BMI) bedingt eine signifikante Zunahme des Risikos, an
einem Mammakarzinom zu erkranken. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass
regelmaRige Ausiibung von Sport das Mammakarzinom-Risiko senken kann. Exogen zu-
gefiihrte Hormone wie Gestagene und Ostrogene, welche in oralen Kontrazeptiva und
in der postmenopausalen Hormontherapie eingesetzt werden, kénnen auch zur Brust-
krebsentstehung beitragen (Albert U.S., 2008; H.P. Hellemann, 2011; Robert Koch
Institut, 2017a; Romieu et al., 1990). Dichtes Brustdriisengewebe, gutartige Brustveran-
derungen ohne Atypien sowie atypische duktale Hyperplasie bei Frauen zeigen ein er-
hohtes Risiko, am Mammakarzinom zu erkranken (Deutsche Krebsgesellschaft, 2018;
Dupont et al., 1993; London et al., 1992; Robert Koch Institut, 2017a). Das Auftreten von
Mammakarzinomen oder Ovarialkarzinomen bei Verwandten ersten Grades erhéht das
Erkankungsrisiko deutlich. Bei Frauen mit einer nachgewiesenen Mutation im Bereich
der Risikogene BRCA1 oder BRCA2 liegt das Erkrankungsrisiko fiir ein Mammakarzinom
sogar bei etwa 50-80% (Antoniou et al., 2003; Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Robert
Koch Institut, 2017a).

1.2.3 Histologische Klassifikation, Stadieneinteilung und Immunhistochemie des
invasiven Mammakarzinoms

Histologisch erfolgt die Unterteilung der Mammakarzinome in nicht invasive sowie inva-
sive Karzinome. Die nicht invasiven Karzinome, sogenannte Carcinoma in situ, werden
haufig friher entdeckt und haben auch deshalb eine gute Prognose. Die invasiven
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Mammakarzinome werden nach der aktuellen WHO-Klassifikation aufgrund ihrer Histo-
logie in verschiedene Untergruppen unterteilt. 5-15 % der Mammakarzinome sind vom
lobuldren Typ. Seltener handelt es sich um Subtypen wie tubuldre, medulldare, muzindse
oder papillare Karzinome. Die mit Abstand haufigste Tumorentitdt mit 50-80% ist das
invasive Karzinom vom nicht speziellen Typ (NST = no special type, friher als invasiv
duktales Karzinom bezeichnet) (Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Lakhani, 2012; Mayr
D., 2011).

Das Grading aller invasiven Mammakarzinome erfolgt aktuell nach Elston und Ellis:

nach Beurteilung von histo- und zytologischen Kriterien, Tubulusbildung der Tumorzel-
len, Kernpolymorphie und Mitoserate, und daraus folgender Bildung eines Summen-
Scores erfolgt die Tumorgraduierung in 3 Stufen: G1: gut differenziert, G2: maRig diffe-
renziert und G3: schlecht differenziert (Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Elston & Ellis,
1991; Mayr D., 2011).

Die TNM-Klassifikation der UICC der invasiven Mammakarzinome erfolgt anhand der Pa-
rameter TumorgroRe (T), Lymphknotenbefall (N) und Bildung von Fernmetastasen (M)
(siehe Tabelle 1). Eine Erweiterung erfuhr diese Klassifikation um die Angaben von Resi-
dualtumor (R), LymphgefaR- und Veneninvasion (L und V) und Perineuralscheiden-
invasion (Pn) (Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Harris et al., 2003; O'Sullivan et al.,
2017).
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms (O'Sullivan et al., 2017)

pT — Primartumor

pTX Primartumor kann nicht beurteilt werden
pTO Kein Anhalt fir Primartumor

pT1 Primartumor <2 cm

pT2 Primartumor > 2 cm, aber <5 cm

pT3 Primartumor >5cm

Primartumor jeder GréRe mit direkter Ausdehnung auf Brustwand
pT4
oder Haut

pN — Regiondre Lymphknoten

pNX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
pNO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastasen in 1-3 Lymphknoten

pN2 Metastasen in 4-9 Lymphknoten

pN3 Metastasen in > 10 Lymphknoten

pM - Fernmetastasen

pMX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
pMO Keine Fernmetastasen
pM1 Fernmetastasen

R- Residualtumor

RO Kein Residualtumor
R1 Mikroskopischer Residualtumor
R2 Makroskopischer Residualtumor

L —LymphgefaBinvasion

LO Keine Tumorzellen in Lymphbahn

L1 Tumorzellen in Lymphbahn vorhanden

Zur Primadrdiagnostik gehort bei allen histologisch diagnostizierten invasiven
Mammakarzinomen die immunhistochemische Bestimmung der Expressionen des Ost-
rogen- (= ER) und Progesteronrezeptors (= PR) sowie des human epidermalen Wachs-
tumsrezeptors 2 (= HER2). Der Nachweis von ER/PR-Uberexpression (>/ = 0%) in den
Tumorzellen spricht fir ein endokrin sensibles Ansprechen einer adjuvanten Hormon-
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therapie mit Tamoxifen oder Aromatasehemmern. Die Expression von HER2 ist Voraus-
setzung fur eine Therapie mit einem Antikdrper gegen HER2 (Traztuzumab/Pertuzu-
mab).

Die Expression von HER2 wird in einer Skala von 0-3 angegeben. Bei 0 und 1 liegt keine
Uberexpression der HER2 vor. Von einer Uberexpression von HER2 wird bei 2+ und 3+
ausgegangen, wobei bei einem immunhistochemischen Wert von 2+ nochmals eine Va-
lidierung der Genamplifikation mittels in situ-Hybridisierung erfolgen muss. Fir eine Be-
handlung mit Trastuzumab muss also eine immunhistochemische Uberexpression 3+
oder eine in der in situ-Hybridisierung nachgewiesene Genamplifikation vorliegen. Zu-
satzlich wird die Proliferationsrate der Tumorzellen mittels immunhistochemischem
Nachweis von Ki-67 bestimmt. Ki-67 spielt eine wichtige Rolle bei der Zellteilung und ist
in allen proliferierenden Zellen nachweisbar. Eine hohe Ki-67 Proliferationsrate zeigt in
der Regel ein gutes Ansprechen auf eine Behandlung mit Chemotherapeutika an
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Hammond et al., 2010; Mayr D., 2011; Wolff et al.,
2013).

Anhand der Expressionsmusters ergeben sich 4 verschiedene invasive Karzinomsubty-
pen (s. Tabelle2):

Tabelle 2: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms und immunhistochemisches Expressionsmuster
(Mayr D., 2011; Meindl et al., 2011)

ER PR HER2 Ki-67
LuminalA-Typ + + - < 14%
LuminalB-Typ + - -/+ > 14%
HER2+-Typ - + + >20%
Basal-like Typ (triple- - - - 50-60%

negativer Typ)

1.2.4 Friiherkennung, Diagnostik, Therapie und Prognose des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist in friihen Stadien haufig symptomlos. In fortgeschrittenen Sta-
dien zeigen sich dann Verdanderungen wie ein tastbarer Knoten, Hauteinziehungen, Ver-
anderungen der Brustwarzen oder Schwellungen der Lymphknoten im Achselbereich.
Zur Friherkennung wird Frauen zwischen dem 50. und 69.Lebensjahr alle zwei Jahre die
Teilnahme am Mammographie-Screening-Programm empfohlen. Bei der Mammogra-
phie handelt es sich um eine Rontgenuntersuchung der Brust, welche die Gewebestruk-
tur der Brust genauer untersucht. Als suspekte Befunde gelten hier zum Beispiel der
Nachweis von Mikrokalk, Asymmetrien, Verdichtungen und nachweisbare Knoten
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2018). Bei auffalligen Befunden wird zunachst eine Basis-
diagnostik empfohlen. Diese besteht aus einer Anamnese, der klinischen Untersuchung
der Brust sowie der Lymphabflussgebiete und einer Ultraschalluntersuchung. Zur diag-
nostischen Sicherung soll dann die histologische Abklarung mittels Stanzbiopsie, Vaku-
umbiopsie oder in Ausnahmefallen durch offene Exzisionsbiopsie erfolgen. Damit kdn-
nen dann die pratherapeutisch notwendigen tumorbiologischen Faktoren (Tumortyp,
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Grading, Hormonrezeptorstatus, HER2-Status, Proliferationsindex Ki-67) zur weiteren
Therapieplanung erfasst werden (Dahabreh et al., 2014; Deutsche Krebsgesellschaft,
2018; Thill et al., 2018).

Die Therapie des invasiven Mammakarzinoms setzt sich aus den Therapiesaulen opera-
tive Therapie, Strahlentherapie und systemische Therapie (endokrine-, Chemo- und An-
tikorpertherapie) zusammen. Generell besteht die Empfehlung, bei invasiven
Mammakarzinomen die vollstandige operative Tumorentfernung durch brusterhaltende
Operation oder Mastektomie mit gegebenenfalls primarer oder sekundarer Brustrekon-
struktion durchzufiihren. Ein weiterer Bestandteil der operativen Therapie ist das
axillare Staging (Sentinellymphknoten-Entfernung oder Axilladissektion). Im Anschluss
an die brusterhaltende Therapie bei invasivem Mammakarzinom ist eine Bestrahlung
der betroffenen Seite indiziert, um einem Lokalrezidiv vorzubeugen (Clarke et al., 2005;
Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; London et al., 1992; Lyman et al., 2017; Schnitt et al.,
2015; Thill et al., 2018). Eine Empfehlung zur — wenn méglich neoadjuvant durchzufih-
renden - systemischen Therapie berlicksichtigt verschiedene tumorbiologischen Fakto-
ren, wie beispielsweise hoheres Grading, Lymphknotenbefall, HER2-Positivitat, triple-
Negativitit (also weder der Nachweis von Hormon-, noch von HER2-Uberexpression),
und junges Erkrankungsalter (<35 Jahre). Fiir ausgesuchte Patientinnen gibt es auBer-
dem die Moglichkeit, mit Genexpressionstests (Oncotype DX®, Endopredict®) das indivi-
duelle Risiko weiter einzuschatzen (Albert U.S., 2008; Dubsky, Brase, et al., 2013;
Dubsky, Filipits, et al., 2013; Filipits et al., 2011; Martin et al., 2014). Eine Chemotherapie
fur das primdare Mammakarzinom sollte ein Taxan und ggf. ein Anthrazyklin enthalten
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Early Breast Cancer Trialists' Collaborative, 2005;
Goldhirsch et al., 2011).

Patientinnen mit HER2-Uberexprimierenden Tumoren wird in Kombination mit der Che-
motherapie und anschlieBend fiir insgesamt ein Jahr eine HER2-gerichtete Antikor-
pertherapie (mit Trastuzumab und ggf. Pertuzumab) verabreicht (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2018; Moja et al., 2012; Petrelli & Barni, 2012).

Patientinnen mit Steroidhormonrezeptor-positiven Tumoren erhalten anschlieRend an
eine Chemotherapie oder anstelle eine antihormonelle Therapie mit Tamoxifen, einem
selektiven Ostrogenrezeptormodulator (SERM) oder Aromatasehemmern, ggf. in Kom-
bination mit einem GnRH-Analogon (je nach Menopausenstatus und individuellem Ri-
siko) Die endokrine Therapie senkt die Wahrscheinlichkeit eines Lokalrezidivs signifikant
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Thill et al., 2018).

Wie oben schon angedeutet, orientieren sich die Therapieempfehlungen beim
Mammakarzinom Faktoren entscheidend nach prognostischen Faktoren der Erkran-
kung, wie dem Alter, Menopausenstatus, TumorgrofRe, Lymphknotenstatus, histologi-
scher Typ, Grading, Hormonrezeptorstatus, HER2-Status und Ki-67-Proliferationsindex
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; Schaller G., 2011).

Der Subtyp des triple-negativen Mammakarzinom mit fehlender Expression der Hor-
monrezeptoren und fehlender Uberexpression von HER2 macht etwa 10-15 % aller
Mammakarzinome aus und ist mit einer deutlich schlechteren Prognose verknupft. Der
hohe Proliferationsindex sowie die fehlende Erhaltungstherapie, wie die endokrine The-
rapie verschlechtern die Prognose. Als medikamentdse Therapieoption stehen uns zum
heutigen Zeitpunkt nur die Chemotherapie sowie eine neoadjuvante Antikdrpertherapie



24

mit Pembrolizumab zur Verfiigung (Dent et al., 2007; Gluz et al., 2009; Liedtke et al.,
2016).

.3  Kallikrein-ahnliche Peptidasen (KLK) und ihre Rolle im
Tumorgeschehen

Die humanen Kallikrein-dhnlichen Peptidasen (= KLKs) bilden eine Familie innerhalb der
Serinproteasen, die 15 nah-verwandte Enzyme umfasst (KLK 1-15). Der Genlokus der
Kallikrein-ahnlichen Peptidasen erstreckt sich tiber eine 300 kb-Region und ist auf Chro-
mosom 19g13.3-13.4 zu finden (Yousef, Chang, et al., 2000). KLKs sind extrazelluldre
Proteasen mit unterschiedlicher Spezifitat. Sie spalten verschiedene Substrate und be-
sitzen daher unterschiedliche biologische Funktionen (Sotiropoulou et al., 2009). Sie sind
an Prozessen wie z.B. der Hautabschilferung, der Verfliissigung von Sperma, der renalen
Homodostase und Zahnschmelzbildung beteiligt (Borgono et al., 2004). AuRerdem regu-
lieren KLKs die Embryogenese, Schwangerschaft, Blutgerinnung, Kom-
plementaktivierung und Wundheilung (Schmitt & Magdolen, 2009; Schmitt et al., 2013).
Die Freisetzung der Kallikrein-ahnlichen Peptidasen aus dem Gewebe kann sowohl in
das Blut, den Aszites, die Alveolar- als auch in die Zerebrospinalflissigkeit erfolgen. KLKs
sind an der Zell-Proliferation und -Signalisierung, -Migration und —Invasion sowie
Apoptose und Zelltod beteiligt. Diese spielen nicht nur unter physiologischen Bedingun-
gen sondern auch in der Krebsentwicklung eine wichtige Rolle (Schmitt et al., 2013).

Es kommt vor allem in hormonabhangigen Tumoren zu einer deregulierten Expression
der KLK-Mitglieder. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression bestimmter KLKs, je
nach Tumorart, das Tumorwachstum die Angiogenese, die Invasion und die Metastasie-
rung unterstiitzen. Daher gelten viele KLK-Mitglieder als potenzielle Tumormarker
(Borgofio & Diamandis, 2004; Dorn et al., 2014). Das bekannteste KLK ist das Prostata-
spezifische Antigen (= PSA = KLK3), welches in den Zellen des Prostatakarzinoms ver-
mehrt exprimiert ist, und sich im Serum der Patienten nachweisen ldsst. PSA ist damit
wertvollster Biomarker in der Diagnostik und der Therapie-Uberwachung des Prostata-
Karzinoms (Balk et al., 2003). Die Expression anderer KLK (KLK1-15) ist abhangig von der
Art des Tumors mit einer glinstigen oder ungiinstigen Prognose verknipft (Emami &
Diamandis, 2008b; Schmitt et al., 2013).

1.3.1 Kallikrein-ahnliche Peptidasen im Ovarialkarzinom

Kallikrein-ahnliche Peptidasen KLK4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14 und 15 wurden sowohl im
Tumorgewebe als auch im Serum von Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom nachge-
wiesen. Sie wurden in den Zellen des Ovarialkarzinoms auf mRNA- und Proteinebene im
Vergleich zu benignen Geschehen vermehrt exprimiert (Borgoifio & Diamandis, 2004;
Pampalakis & Sotiropoulou, 2007; Wagner, 2009; Yousef, Stephan, et al., 2003).

KLK4- und KLK5-mRNA-Uberexpressionen konnten mit duBerst aggressiven Formen des
Ovarialkarzinoms in Verbindung gebracht werden (Pampalakis & Sotiropoulou, 2007;
Wagner, 2009). Auch eine vermehrte KLK6-Expression konnte im fortgeschrittenen sero-
sen Ovarialkarzinom gefunden werden. Sie war mit einem friheren Rezidiv, einem ge-
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ringeren Gesamtuberleben und einem schlechteren Chemotherapieansprechen assozi-
iert (Ahmed et al., 2016; Diamandis et al., 2003; Kountourakis et al., 2008; Loessner et
al., 2012; Seiz et al., 2012; White, Mathews, Yousef, Prizada, Popadiuk, & Dore, 2009).
Ovarialtumoren mit einem héheren Grading (G3) weisen eine erhohte KLK7- Expression
im Vergleich zu Tumoren mit niedrigem Grading (G1/2) auf. Bei Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom, bei denen keine KLK7- Expression nachzuweisen war, konnte ein lan-
gerer krankheitsfreier Verlauf gezeigt werden (Kyriakopoulou et al., 2003; Pampalakis &
Sotiropoulou, 2007; Wagner, 2009). Es zeigte sich auch eine hohe Expression von KLK8
im Serum, Aszites und im Tumorgewebe bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom
(Ahmed et al., 2016; Kishi et al., 2003). Allerdings ist umstritten, wie sich eine hohe KLK8-
Expression auf die Prognose auswirkt. Studien zeigten je nach untersuchtem Kollektiv
entweder eine Assoziation einer hohen oder einer niedrigen KLK8-Expression mit einem
verldngerten und rezidivfreien Krankheitsverlauf (Ahmed et al., 2016; Borgono et al.,
2006; Shigemasa, Tian, et al., 2004). Fiur KLK9 wurde eine erhohte Expression bei Pati-
entinnen mit Ovarialkarzinom im frihen Krankheitsstadium festgestellt. Das Expressi-
onsniveau von KLK9 verhalt sich umgekehrt zu den Werten des Tumor-Markers CA 125.
KLK9-positive Patientinnen wiesen ein wesentlich langeres progressionsfreies und Ge-
samt-Uberleben auf (Geng et al., 2017; Yousef, Kyriakopoulou, et al., 2001). Im Falle von
KLK10 zeigte sich, dass hohe Serumspiegel signifikant mit einem fortgeschrittenen Sta-
dium serdser Tumoren einhergehen. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass eine
hohe KLK10-Expression mit einer unvollstandigen Tumorresektion und einem schlech-
teren Ansprechen auf eine Chemotherapie assoziiert war (Geng et al., 2017; Luo, Yousef,
& Diamandis, 2003; Paliouras & Diamandis, 2008; Wagner, 2009). Die Bedeutung einer
erhohten Expression von KLK11 ist derzeit noch umstritten. Etwa 70% der Ovarialkarzi-
nompatientinnen weisen erhohte KLK11- Serumwerte auf. Einige Studien berichteten,
dass eine erhohte KLK11-Expression mit einer glinstigeren Prognose assoziiert ist
(Borgono et al., 2003; Diamandis et al., 2004; Geng et al., 2017; MclIntosh et al., 2007).
Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien, dass auch niedrige KLK11-Werte mit einer
glnstigeren Prognose in Verbindung gebracht werden (Shigemasa, Gu, et al., 2004).
Auch KLK15 konnte in Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden. Darliber hinaus konnte
gezeigt werden, dass erhohte KLK15-Werte mit einer reduzierten Progressionsfreiheit
und verringertem Gesamtiberleben einhergehen (Yousef, Scorilas, Katsaros, et al.,
2003). Jedoch konnte in neueren Studien nachgewiesen werden, dass erhohte KLK15-
MRNA-Spiegel im Rahmen von fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen mit einem langeren
Gesamtiiberleben assoziiert sind (Geng et al., 2017). Eine Zusammenfassung der Bedeu-
tung der einzelnen KLK findet sich in Tabelle 3.
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Tabelle 3: Bedeutung der Expressionsmuster der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen fiir die Prognose des
Ovarialkarzinoms

KLK

Expression

Prognose

Quelle

4

) Expression in aggressiven
Tumoren

Reduziertes

Gesamtuberleben

(Pampalakis &
Sotiropoulou,
2007; Wagner,
2009)

) Expression in aggressiven
Tumoren

Reduziertes

Gesamtuberleben

(Pampalakis &
Sotiropoulou,
2007; Wagner,
2009)

) Expression in fortgeschrit-
tenem serdsen Ovarialkarzi-
nom

Reduziertes

Gesamtuberleben

(Ahmed et al.,
2016;
Diamandis et
al., 2003;
Kountourakis
et al., 2008;
Loessner et al.,
2012; Seiz et
al,, 2012;
White,
Mathews,
Yousef,
Prizada,
Popadiuk, &
Dore, 2009)

) Expression in Tumoren mit
héherem Grading

& Expression

Langerer

rezidivfreier Verlauf

(Kyriakopoulou
et al., 2003;
Pampalakis &
Sotiropoulou,
2007; Wagner,
2009)

) Expression

J Expression

Langerer
rezidivfreier Verlauf;
Langeres

Gesamtuberleben

Langerer
rezidivfreier Verlauf;
Langeres

Gesamtuberleben

(Ahmed et al.,
2016; Borgono
et al., 2006;
Shigemasa,
Tian, et al.,
2004)

(Ahmed et al.,
2016;
Kountourakis
et al., 2009)
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) Expression bei fortge-
schrittenem serdsen Ovari-
alkarzinom

Verlauf

Langeres Gesamtiiberleben

9 T Expression bei Ovarialkar- Léngerer (Geng et al.,
zmompatlentmne.n mlt.fru— rezidivfreier Verlauf; 201.7; Yousef,
hem Krankheitsstadium; Kyriakopoulou,
umgekehrtes  Expressions- Langeres etal., 2001)

10 T Expression bei serésen Reduziertes (Geng et al,
for.tgeschrlt_tenen Tumoren, Gesamtiiberleben; 2017; Luo,
bei suboptimaler Tumorre- _ _ Yousef, &
sektion und bei schlechtem Diagnostische Diamandis,
bzw. keinem Ansprechen auf Relevanz 2003;
eine Chemotherapie Paliouras &

Diamandis,
2008; Wagner,
2009)
11 T Expression Langeres (Borgono et al.,
Gesamtiiberleben 2903; )
Diamandis et
al., 2004; Geng
et al., 2017,
Mcintosh et
al., 2007)
J Expression Verlangertes (Shigemasa,
Gesamtiiberleben Gu, et al,
2004)
15 T Expression Langeres Gesamtiberleben (Yousef,
und kirzerer rezidivfreier Scorilas,

Katsaros, et al.,
2003)

(Geng et al,
2017)

T = erhéhte Expression; 4 = erniedrigte Expression; & = keine Expression

1.3.2 Kallikrein-ahnliche Peptidasen im Mammakarzinom

Alle Kallikrein-dhnlichen Peptidasen werden im gesunden Brustgewebe entweder auf
MRNA- oder Proteinebene exprimiert. Die Freisetzung der Kallikrein-dhnlichen Pep-
tidasen erfolgt hauptsachlich im Driisenepithel der Brust. Sie kdnnen in Brustsekreten
wie der Muttermilch, Zystenflissigkeit und im Nippelaspirat nachgewiesen werden
(Petraki et al., 2006; Schmitt et al., 2013; Shaw & Diamandis, 2007). Im Hinblick auf
Brustkrebserkrankungen wurde bereits die Expression vieler KLK untersucht (Schmitt et
al., 2013; Shaw & Diamandis, 2007; Wagner, 2009). Dabei scheint es, dass die meisten
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KLK eine reduzierte Expression in den Zellen des Mammakarzinoms aufweisen. Aus-
schlieBlich KLK4 und KLK15 werden im Brustkrebs vermehrt exprimiert (Avgeris et al.,
2012; Mange et al., 2008; Schmitt et al., 2013; Yousef et al., 2004). Die Expressionslevel
von KLK3, 5, 7, 9, 10 sowie 12-15 kdnnen prognostische Hinweise auf den Krankheits-
verlauf liefern. Eine Zusammenfassung der Bedeutung der verschiedenen Unterformen
der KLK findet sich in Tabelle 4 (Schmitt et al., 2013).

Obwohl KLK3 vor allem fiir das Prostatakarzinom spezifisch ist, konnte KLK3 auch bei der
Frau im Mammakarzinom nachgewiesen werden. Niedrige Protein-Werte von KLK3 (=
PSA) konnten haufiger im Gewebe oder im Serum bei Patientinnen mit groReren
Mammatumoren, Steroidhormonrezeptor-negativen Tumoren sowie bei dlteren und
postmenopausalen an Brustkrebs erkrankten Patientinnen gefunden werden. Jedoch
konnte bisher kein Zusammenhang zwischen den KLK3-Werten und dem Grading oder
der Anzahl der beteiligten Lymphknoten festgestellt werden. Héhere KLK3-Werte sind
aber insgesamt mit einem prognostisch glinstigeren Krankheitsverlauf verbunden.
Dartiber hinaus sind sowohl hohe KLK3- als auch KLK10- Protein-Expressionen mit einem
schlechteren Ansprechen auf Tamoxifen assoziiert (Borgono et al., 2004; Foekens et al.,
1999; Luo et al., 2002; Schmitt et al., 2013).

Eine hohe KLK5-mRNA-Expression wurde haufiger bei Patientinnen in der Pra- oder
Perimenopause, Ostrogenrezeptor-negativen Tumoren und bei Patientinnen mit
Lymphknotenbefall festgestellt. Eine Uberexpression von KLK5 -mRNA geht mit einem
kiirzeren progressionsfreien und Gesamt-Uberleben einher (Borgofio & Diamandis,
2004; Emami & Diamandis, 2008b; Obiezu & Diamandis, 2005; Yousef, Scorilas,
Kyriakopoulou, et al., 2002).

Im Gegensatz dazu weist eine niedrige KLK7-Genexpression eine signifikante Assoziation
mit friihen Tumorstadien auf. Zusatzlich wurde eine signifikante Assoziation zwischen
niedriger KLK7- Expression und Progesteron-negativen Mammatumoren nachgewiesen.
Eine verminderte KLK7-Expression wird mit einer besseren Prognose in Verbindung ge-
bracht (Obiezu & Diamandis, 2005; Talieri et al., 2004).

Ein langeres krankheitsfreies und Gesamtuberleben wurde bei KLKS-positiven Tumoren
nachgewiesen, wobei eine Uberexpression von KLK9 vor allem bei Brustkrebspatientin-
nen im Frithstadium sowie bei Patientinnen mit kleiner TumorgroRe gefunden wurde
(Geng et al., 2017; Obiezu & Diamandis, 2005; Yousef, Scorilas, Nakamura, et al., 2003).

Es konnte bisher kein Zusammenhang einer Expression von KLK10 und dem krankheits-
freien- oder Gesamtiiberleben bestitigt werden. Jedoch kann eine Uberexpression von
KLK10 als unabhangiger pradiktiver Marker fir das Ansprechen der Tamoxifentherapie
genutzt werden (Luo et al., 2002; Obiezu & Diamandis, 2005). Zusatzlich wurde beschrie-
ben, dass ein Verlust der KLK10-Expression den Tumorprogress beglinstigt und eine
hohe Invasivitat zur Folge hat (Paliouras & Diamandis, 2007; Wagner, 2009).

Es wird vermutet, dass eine erhdhte Expression von KLK12 und KLK15 mit einer besseren
Prognose bezlglich des Krankheitsverlaufes und des Gesamtiiberlebens assoziiert sein
kann (Geng et al., 2017; Yousef, Scorilas, Magklara, et al., 2002).
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Tabelle 4: Bedeutung der Expressionsmuster der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen fiir die Prognose des
Mammakarzinoms

KLK Expression Prognose Quelle

KLK3 J Expression bei groReren Gunstigerer Krank- (Borgono et
Mammatumoren, Steroidhor- heitsverlauf, al., 2004;
monrezeptor-negativen Tumo- gutes Ansprechen auf Foekens et al.,
ren, dlteren und postmenopau- Tamoxifentherapie 1999; Luo et
salen Patientinnen al., 2002;

Schmitt et al.,
2013)

KLK5 ) Expression bei Patientinnen Reduziertes Gesamt- (Borgofo &
in der Pr3- oder Peri- Uberleben; Diamandis,
menopause, Ostrogenrezep- kiirzerer Rezidiv-freier 2004; Emami &
tor-negativen Tumoren und Verlauf Diamandis,
Lymphknotenbefall 2008b; Obiezu

& Diamandis,
2005; Yousef,
Scorilas,
Kyriakopoulou,
et al., 2002)

KLK7 J Expression bei niedrigem Tu-
morstadium sowie Progeste- (Obiezu &
ron-negativem Tumoren Diamandis

2005; Talieri et
Reduziertes al., 2004)
TExpression
Gesamtiiberleben
KLK9 TExpression im Frihstadium Langerer (Geng et al,,
rezidivfreier Verlauf; 2017;_ Oble_zu
& Diamandis,
Langeres 2005; Yousef,
Gesamtiiberleben Scorilas,
Nakamura, et
al., 2003)
KLK10 TExpression unabhangiger pradikti- (Luo et al,

& Expression

ver Marker fiir das An-
sprechen der Tamoxi-
fentherapie

hohe Invasivitat des

Tumors

2002; Obiezu
& Diamandis,
2005)

(Paliouras &
Diamandis,
2007; Wagner,
2009)
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KLK12 T Expression Langerer (Talieri et al.,
rezidivfreier Verlauf; 2012)
Langeres

Gesamtuberleben

KLK15 TExpression Langerer (Geng et al,,
rezidivfreier Verlauf; 2017_; Yousef,

Scorilas,
Langeres Magklara, et

Gesamtiiberleben al., 2002)

T = erhéhte Expression; 4 = erniedrigte Expression; & = keine Expression

1.4 Kallikrein-dhnliche Peptidasen 13 und 14

Da sich diese Arbeit vor allem auf die humanen KLK13 und -14 und deren maogliche Rolle
als klinisch relevante Biomarker bei Ovarialkarzinomen und Mammakarzinomen kon-
zentriert, werden diese im folgenden Abschnitt genauer betrachtet.

1.4.1 KLK13 unter physiologischen Bedingungen

KLK13 wird in einer Vielzahl von Geweben, z.B. in Prostata, Speicheldriisen, Brust, Ge-
barmutterhals, Niere und Hoden exprimiert (Dorn et al., 2013; Yousef, Stephan, et al.,
2003). Es kommt auch in groRen Mengen in der Speiserdhre, in den Tonsillen, Haut,
Lunge und Schilddriise vor. Darliber hinaus ist das Protein KLK13 in einer Reihe von bio-
logischen Flissigkeiten (Samenflissigkeit, Fruchtwasser, Muttermilch sowie Follikelflus-
sigkeit) zu finden. Man geht also davon aus, dass KLK13 vor allem in Driisenepithel ge-
bildet und von dort sezerniert wird (Kapadia et al., 2003; Petraki et al., 2003). Eine ver-
mehrte Bildung von KLK13 wird durch Steroidhormone wie Progestin, Androgene und
Ostrogene induziert (Yousef, Chang, & Diamandis, 2000). KLK13 ist zusammen mit KLK1,
-6, und -10 an der Weiterverarbeitung von Peptidhormonen im endokrinen Pankreas
verantwortlich. Immunhistochemische Studien zeigten, dass diese KLKs sowohl in den
Langerhans’schen Inselzellen als auch in den spezialisierten a-, B-, 8- und pankreatische-
Polypeptid-Zellen exprimiert werden. Diese synthetisieren Insulin, Glukagon, Soma-
tostatin und pankreatisches Polypeptid (Borgono et al., 2004; ole-MoiYoi et al., 1979;
Petraki et al., 2003). Weiterhin besitzt KLK13 eine intrinsische katalytische Aktivitat, die
zur Autoaktivierung fiihren kann. KLK13 ist in der Lage, spezifisch Plasminogen zu spal-
ten und folglich Angiostatin-dahnliche Fragmente herzustellen. Demnach wird vermutet,
dass KLK13 eine eher antiangiogene Wirkung aufweist. Somit kénnte es KLK13 mdoglich
sein, die GefaBbildung bei Tumorerkrankungen einzuddammen (Borgono et al., 2004;
Sotiropoulou et al., 2003).
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1.4.2 Rolle von KLK13 im Tumorgeschehen

Ergdnzend zu den bereits beschriebenen Eigenschaften zeigte sich, dass KLK13 die Fa-
higkeit besitzt, Bestandteile der extrazelluldaren Matrix (= EZM) wie Kollagene, Fib-
ronektin und Laminin zu spalten. Die EZM reguliert die Zellmigration, Differenzierung,
Proliferation, Metastasierung und Invasion von Tumoren. Sobald die extrazellulare Mat-
rix abgebaut ist, neigen Tumorzellen zur Metastasierung. Folglich kénnte KLK13 durch
die Spaltung der EZM-Bestandteile Tumormetastasierung, perizelluldre Proteolyse und
Tumorinvasion beglinstigen (Blacque & Worrall, 2002; Fertala et al., 2001; Kapadia et
al., 2004). Da sich diese Arbeit vor allem mit der Bedeutung der KLK13 und -14 im Ova-
rialkarzinom beschaftigt, soll im Folgenden die KLK13 Expression in verschiedenen Tum-
orgeweben und im Besonderen im Ovarialkarzinom betrachtet werden.

1.4.2.1 KLK13 im Ovarialkarzinom

KLK13 wurde bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom sowohl im Tumorgewebe als auch in
Aszites und Serum sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene nachgewiesen (Dorn et
al., 2014; Kapadia et al., 2003; Scorilas et al., 2004; White, Mathews, Yousef, Prizada,
Fontaine, et al., 2009). Gegenliber benignen Ovarialtumoren, welche keine KLK13-Ex-
pression aufwiesen, zeigten sich bei ca. 50% der Patientinnen mit malignen Ovarialtu-
moren erhohte KLK13-Expressionslevel (Kapadia et al., 2003). Immunhistochemische
Analysen konnten eine Expression von KLK13 vor allem im Zytoplasma der Epithelzellen
nachweisen. Eine verstarkte Farbung wurde dabei sowohl in malignen Ovarialtumoren
des serdsen als auch muzindsen Subtyp gefunden. Es wurde auch gezeigt, dass eine hohe
KLK13-mRNA-Expression im Tumorgewebe mit einem 2,2-fach erhéhten Risiko fir die
Entwicklung eines Rezidivs verknipft ist (White, Mathews, Yousef, Prizada, Popadiuk, &
Dore, 2009). Im Gegensatz dazu deuteten andere Studien darauf hin, dass eine hohe
KLK13-Proteinkonzentration im Tumorgewebe mit einem Tumorfrihstadium (FIGOI/II),
keinem Resttumor und optimaler Tumorreduktionsoperation einhergeht. Dieses Ergeb-
nis unterstitzt die These, dass eine hohe KLK13- Konzentration mit einer glinstigeren
Prognose assoziiert ist (Scorilas et al., 2004). Derart variierende Resultate kénnen vor
allem durch die verschiedenen Methoden begriindet werden, mit denen die KLK13-Kon-
zentration auf mRNA- und Proteinebene untersucht wurden (Dorn et al., 2014). Zusatz-
lich zu diesen Befunden wurde vermutet, dass die kombinierte Bestimmung von CA 125,
KLK6 und KLK13 die Sensitivitat der Friiherkennung vom Ovarialkarzinom im Vergleich
zur alleinigen Bestimmung von CA 125 deutlich erhohen kann (White, Mathews, Yousef,
Prizada, Fontaine, et al., 2009). Zum jetzigen Zeitpunkt ist jedoch die prognostische Be-
deutung der KLK13-Expression im Ovarialkarzinom noch nicht eindeutig geklart.

1.4.2.2 KLK13 in anderen Karzinomen

Neben der Expression im Ovarialkarzinom wurden erhéhte KLK13-Expressionslevel auch
in anderen Tumorentitdten gefunden. Je nach Tumorentitdt ist die prognostische Be-
deutung der KLK13-Expression unterschiedlich. In mehreren Studien konnte eine hohe
KLK13-Konzentration mit einer geringeren Krankheitsschwere, friihem klinischem Sta-
dium und besserem Uberleben assoziiert werden (Dettmar et al., 2018). KLK13 erwies
sich dabei als statistisch unabhangiger, prognostisch giinstiger Marker fiir Brustkrebs,
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Magenkrebs, Darmkrebs und Lungenkrebs (Chang et al., 2002; Gueugnon et al., 2015;
Konstantoudakis et al., 2010; Planque, Blechet, et al., 2008; Talieri et al., 2009).

Eine hohe KLK13-Expression war im Brustkrebs mit Ostrogen-positiven, Lymphknoten-
positiven und geringgradigen Tumoren assoziiert. Somit ist eine KLK13-Expression mit
einem signifikant langeren progressionsfreien- und Gesamtiiberleben bei Brustkrebs
verbunden (Chang et al., 2002). Bei Patienten mit Magenkrebs wurde im Vergleich zum
Normalgewebe hadufig eine niedrigere KLK13-Expression festgestellt. Hier schien eine
Uberexpression von KLK13 mit einem signifikant erhéhten krankheitsfreien Uberleben
mit geringerem Risiko fiir Rezidive sowie einem langeren Gesamtiiberleben assoziiert zu
sein (Konstantoudakis et al., 2010). Die KLK13-Expression und deren Bedeutung fir die
Prognose wurde ebenfalls bei nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (= NSCLC) untersucht.
Eine hohere KLK13-Expressionsrate wurde im Tumorgewebe im Vergleich zum
Normalgewebe und mehr bei weiblichen als bei mannlichen Patienten gefunden. Im
Hinblick auf das Gesamtiiberleben spielt eine hohe KLK13-Expression eine glinstige
prognostische Rolle (Gueugnon et al., 2015). Bei Hoden- und Nierentumoren wurde
dagegen eine geringere Expression von KLK13 als im Normalgewebe festgestellt. Ob die
niedrige KLK13-Expression dabei eine prognostische Bedeutung hat, ist noch unklar
(Chang et al., 2001; Dettmar et al., 2018; Luo, Yousef, & Diamandis, 2003).

Die Rolle von KLK13 fir die Prognose und Diagnostik im Rahmen verschiedener
Krebserkrankungen scheint zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklart zu
sein. Einerseits ist vorstellbar, dass KLK13 auf Grund seiner physiologischen
Eigenschaften der Spaltung von EZM-Proteinen das Fortschreiten von Tumor-
Erkrankungen beglinstigt. Dennoch ist eine Expression von KLK13 nicht immer mit einer
unglinstigen Prognose verknlpft. Daher soll die Bedeutung von KLK13 im Rahmen dieser
Arbeit genauer untersucht werden.

1.4.3 KLK14 unter physiologischen Bedingungen

KLK14 wird ebenso in diversen Geweben exprimiert. KLK14 ist sowohl im zentralen Ner-
vensystem, der Haut, als auch in endokrinen Geweben wie der Gebarmutter, den Eier-
stocken, der Brustdriise, der Prostata und der Schilddrise zu finden (Borgono et al.,
2007; Dettmar et al., 2018; Hooper et al., 2001). KLK14 wurde in biologischen Flussigkei-
ten wie Fruchtwasser, Speichel, Follikelflssigkeit, Muttermilch und Samenflussigkeit
nachgewiesen (Borgono et al., 2007). Eine Schlisselrolle spielt KLK14 zusammen mit an-
deren KLK-Mitgliedern in der Verfllssigung des Samens durch die Proteolyse von Se-
menogelin | und Il (Emami et al., 2008; Michael et al., 2006). Zudem konnte nachgewie-
sen werden, dass KLK14 mit KLK5 und -7 die Abschuppung der Haut unterstiitzt. Dabei
ist KLK14 am Abbau von interzelluldren Adhasionsmolekiilen, die die benachbarten Kor-
neozyten verbinden, beteiligt (Borgono et al., 2007; Brattsand et al., 2005; Emami &
Diamandis, 2008a).
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1.4.4 Rolle von KLK14 im Tumorgeschehen

Der Peptidase KLK14 schreibt man wie KLK13 die Fahigkeit zu, Bestandteile der EZM ab-
zubauen. Bevorzugte Abbauprodukte der extrazellularen Matrix von KLK14 sind Kol-
lagen | und IV, Fibronektin, Laminin, Plasminogen, Vitronektin sowie hochmolekulares
Kininogen. KLK14 spielt ebenfalls durch den Abbau der EZM eine entscheidende Rolle in
der Tumor-Progression, dem -Wachstum, der Invasion und der Angiogenese. Je nach
Tumorentitat kann KLK14 entweder stimulierend oder hemmend wirken. Insulin-like-
growth-factor-binding-protein (= IGFBP), welches die Wirkung des Insulin-like growth
factor -1 (= IGF-1) reguliert, wird auch von KLK14 abgebaut. Damit kann KLK14 nicht nur
die tumorunterdriickende Wirkung von IGFPB regulieren, sondern ist auch an der Frei-
setzung von IGF-1 beteiligt (Borgoiio & Diamandis, 2004; Borgono et al., 2007; Egeblad
& Werb, 2002; Firth & Baxter, 2002; Rajapakse & Takahashi, 2007). Dies kann zur Uber-
stimulierung von sowohl gutartigen als auch bdsartigen Zellen fiihren. In zellbiologi-
schen Experimenten wurde gezeigt, dass die Hemmung der KLK14-Expression in Ovari-
alkarzinomzellen das Zellwachstum und die -invasion signifikant reduziert und die
Apoptoserate deutlich erhoht (Ahmed et al., 2016; Zhang et al., 2012). Die KLK14-Ex-
pression weist wiederum auch in verschiedenen Tumorarten eine prognostische Bedeu-
tung auf.

1.4.4.1 KLK14 im Ovarialkarzinom

Steroidhormone wie Androgene und Gestagene spielen bei der Entwicklung und Pro-
gression des Ovarialkarzinoms eine entscheidende Rolle (Risch, 1998). Durch Androgen-
und Gestagenrezeptoren wird eine Hochregulierung von KLK14 in Ovarialkarzinomzellen
beobachtet (Yousef, Fracchioli, et al., 2003). Eine hohe KLK14-Expression wurde bei Pa-
tientinnen mit Ovarialkarzinom in einem frilhen FIGO-Stadium, nach einer optimalen
Debulking-Operation sowie bei positivem Ansprechen auf eine verabreichte Chemothe-
rapie gezeigt. Patientinnen mit KLK14-positiven Ovarialtumoren wiesen ein langeres
progressionsfreies und Gesamt-Uberleben als Patientinnen mit KLK14-negativen Tumo-
ren auf. KLK14 gilt daher als prognostisch glinstiger Tumormarker fiir das Ovarialkarzi-
nom. Zusatzlich wurde eine schwache negative Korrelation zwischen der KLK14-Expres-
sion und den Werten fir CA 125 im Serum von Ovarialkarzinompatientinnen gezeigt
(Dettmar et al., 2018; Yousef, Fracchioli, et al., 2003). KLK14 wurde zusammen mit KLK6,
KLK7, KLK11 und B7-H4 und weiteren klinischen Faktoren in einem sogenannten Biomar-
ker-Panel aufgenommen. Dieser zeigte eine sehr hohe Spezifitdt und Sensitivitat fir die
Vorhersage des 5-Jahres progressionsfreien Uberlebens bei Ovarialkarzinompatientin-
nen (Ahmed et al., 2016; Zheng et al., 2007). KLK14 scheint im Rahmen des Ovarialkar-
zinoms mit einer Verbesserung der Prognose assoziiert zu sein. Der Grund dafir ist zum
jetzigen Zeitpunkt allerdings noch unklar.

1.4.4.2 KLK14 im Mammakarzinom

Auch beim Mammakarzinom wird die KLK14-Expression durch Androgenrezeptoren und
deren Reaktion auf Steroidhormone, wie Androgen und Progesteron, gesteuert. Die Ex-
pression von KLK14 wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Es existieren Arbeiten,
die eine geringere KLK14-mRNA-Expression in Brusttumoren im Vergleich zu normalem
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Brustgewebe zeigen. Im Gegensatz dazu wurde aber auch héhere KLK14-Expression in
Tumoren der Brust beobachtet (Fritzsche et al., 2006; Papachristopoulou et al., 2011;
Yousef, Borgono, et al., 2002; Yousef, Magklara, et al., 2001). Einige Studien zeigten,
dass eine hohe KLK14-Expression mit verschiedenen klinischen Parametern (Tumorsta-
dium, TumorgréBe, Lymphknotenstatus) und schlechter Prognose korrelieren. Eine
hohe KLK14-Proteinexpression geht mit einem héheren Tumorgrading, grofRerer Tum-
orgroRe sowie einem positiven Lymphknotenstatus einher (Fritzsche et al., 2006;
Yousef, Borgono, et al., 2002). Im Gegensatz dazu ist beim Ostrogen-positiven
Mammakarzinom eine signifikant geringere Expression von KLK14 zu beobachten
(Papachristopoulou et al., 2011). Hohe KLK14-Werte im Serum oder Tumorgewebe bei
Patientinnen mit Mammakarzinom deuten auf eine unglinstige Prognose hin und wur-
den mit einem verminderten krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben assozi-
iert (Yousef, Borgono, et al., 2002). Jedoch gibt es auch Studien, die beschreiben, dass
keine Signifikanz bezlglich hoher KLK14-Expression und einem verkiirzten krankheits-
freien Uberleben und Gesamtiiberleben besteht. Die prognostische Bedeutung der ver-
mehrten KLK14-Expression ist nach derzeitigem Stand der Forschung umstritten. Dies
konnte vor allem durch die verschiedenen Methoden der Expressionsmessung sowohl
auf mRNA- und Proteinebene als auch durch die Verwendung von unterschiedlichen Pa-
tientenkollektiven bedingt sein (Fritzsche et al., 2006; Yousef, Borgono, et al., 2002).

1.4.4.3 KLK14 in anderen Karzinomen

Eine Reihe von weiteren Studien zeigt, dass KLK14 bei vielen Krebsarten eine prognosti-
sche Rolle spielt. KLK14 wird sowohl vermehrt als auch vermindert in verschiedenen
Krebsarten vorgefunden und scheint je nach Art des Tumors und der Expression entwe-
der einen glinstigen oder auch einen unglinstigen Einfluss auf die Prognose zu haben.
Auf mRNA-Ebene wurde eine niedrigere Expression von KLK14 bei Hoden- und Prosta-
takrebs beobachtet (Luo, Yousef, & Diamandis, 2003; Yousef, Magklara, et al., 2001). In
diesen Tumoren war eine erhdhte KLK14-Expression mit einem fortgeschrittenen Sta-
dium sowie einer ungiinstigeren Prognose assoziiert (Borgono et al., 2007; Hooper et
al., 2001; Lose et al., 2012; Yousef, Stephan, et al., 2003). Ein hohes KLK14-Expressions-
level stellt bei kolorektalen Karzinomen einen statistisch unabhangigen Marker fiir eine
unglinstige Prognose dar. Darliber hinaus wurde die Expression von KLK14 im Darm-
krebs und seine Beteiligung an der Protease-aktivierter Rezeptor 2 (= PAR-2) -Rezeptor-
signalisierung untersucht. Es wurde gezeigt, dass sowohl KLK14 als auch sein Target PAR-
2 moglicherweise als therapeutische Ziele in Frage kommen (Devetzi et al., 2013; Gratio
et al., 2011; Talieri et al., 2009). Eine Uberexpression von KLK14 wird zudem in Speichel-
drisenkrebs, klarzelligem Nierenzellkarzinom, nicht kleinzelligem Lungenkarzinom und
bei chronisch lymphatischer Leukdmie beobachtet. KLK14 scheint sowohl bei chronisch
lymphatischer Leukdamie als auch bei klarzelligem Nierenkarzinom einen prognostisch
unglinstigen Faktor darzustellen (Hashem et al., 2010; Kontos et al., 2016; Planque,
Blechet, et al., 2008; Planque, Li, et al., 2008; Tailor et al., 2018).

Die Bedeutung von KLK14 fir die Tumorprogression und dessen Einfluss auf die Prog-
nose verschiedener Tumorerkrankungen ist demnach bislang noch nicht aufgeklart.
Dennoch weisen die erlauterten Forschungsergebnisse daraufhin, dass KLK14 in Zukunft
eine Rolle als Biomarker im Rahmen verschiedener Krebserkrankungen spielen kann.



35

I.5 Zielsetzung

Im Vorfeld beschaftigten sich einige Studien mit der Expression von KLK13 und KLK14 im
Ovarialkarzinom und im Mammakarzinom und deren Prognose. Dabei wurden in Bezug
auf Subtyp, Stadium, Histologie und Rezeptorstatus heterogen zusammengesetzte Pati-
entenkollektive analysiert. In dieser Studie sollte die Expression beider KLK-Mitglieder,
KLK13 und KLK14, in homogenen Patientenkollektiven untersucht werden. Die Ermitt-
lung der mRNA-Expression mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion (= gPCR) und
Immunhistochemie (= IHC) sollte die tumorbiologische Funktion und klinische Relevanz
der KLK13 und KLK14 im Ovarialkarzinom beleuchten. Zusatzlich sollte mittels immun-
histochemischer Analysen die klinische Relevanz von KLK14 im triple-negativen
Mammakarzinom untersucht werden.

Um die im obigen Abschnitt erlduterten Fragen aufzuschliisseln, wurden folgende
Schritte geplant:

e Zusammenstellung eines homogenen Patientenkollektivs mit ausschlief3lich fort-
geschrittenen (FIGO III/IV), high-grade serésen Ovarialkarzinomen ohne neoad-
juvante Chemotherapie

e Zusammenstellung eines homogenen Patientenkollektivs mit ausschlief3lich
triple-negativen Mammakarzinomen

e Die Analyse von KLK13- und KLK14-mRNA-Expression im Ovarialkarzinom durch
quantitative Polymerasekettenreaktion

e Die Charakterisierung von Antikérpern gegen KLK13 und KLK14 und Etablierung
von Immunhistochemie-Protokollen in Ovarial- und Mammakarzinomen

e Die Durchfiihrung von statistischen Analysen klinisch etablierter Prognosefakto-
ren und der KLK13/14 mRNA-Expression und KLK14-Proteinexpression



36

Patientenkollektiv

Die Auswahl der Studienteilnehmerinnen wurde von der lokalen Ethikkommission ge-
nehmigt. Zum Studienbeginn haben alle Patientinnen die Einwilligung, an der Studie teil-
zunehmen, schriftlich bestatigt.

11.1.1 Patientenkollektiv der qPCR- Analysen beim fortgeschrittenen serdsen
Ovarialkarzinom

Fir die gPCR-Analysen wurde das Tumorgewebe von 91 Patientinnen untersucht (s. Ta-
belle 5). Dabei wurden ausschlieflich high-grade serése Ovarialkarzinome im fortge-
schrittenen Stadium (FIGO Il und IV) ausgewahlt. Alle Patientinnen wurden an der Frau-
enklinik des Klinikums rechts der Isar, Technische Universitdt Miinchen im Zeitraum von
1990 bis 2012 behandelt. Nach der operativen Therapie erhielten alle Patientinnen eine
adjuvante Chemotherapie nach klinisch standardisierten Schemata. Patientinnen mit
neoadjuvanter Chemotherapie sind ausgeschlossen worden.
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Tabelle 5: Patientenkollektiv der KLK13 qPCR-Analysen

Patientenkollektiv der gPCR- Analysen bei fortgeschrittenem serésen

Ovarialkarzinom

Gesamtanzahl der eingeschlossenen 91

Patienten

Medianes Alter 62 (33-88)

Mediane Beobachtungszeit in Monaten 42 (2-60)

n n

FIGO- Stadium Alter

1 69 | <60 Jahre 43

v 22 | >60 Jahre 48

LK-Status Aszitesmenge

negativ 19 | kein Aszites 16

positiv 55 | <500 ml 26

fehlend 17 | >500 ml 42
fehlend 7

Rezidiv Resttumor

ja 55 | kein Resttumor 39

nein 17 | <1cm 23

fehlend 19 | >1cm 28
fehlend 1

Verstorben

ja 54

nein 31

fehlend 6

1.1.2 Patientenkollektiv der immunhistochemischen beim

fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom

Fir die immunhistochemischen Analysen wurden 106 Patientinnen untersucht, die nach
gleichen Kriterien (high-grade serése Ovarialkarzinome, FIGO Ill und IV, keine neoad-
juvante Chemotherapie) ausgewahlt wurden (s. Tabelle 6). Die Behandlung der Patien-
tinnen erfolgte auch hier an der Frauenklinik des Klinikums rechts der Isar der Techni-
schen Universitdt Miinchen im Zeitraum von 1990 bis 2012.
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Tabelle 6: Patientenkollektiv der KLK14 immunhistochemischen Analysen beim fortgeschrittenen sero-

sen Ovarialkarzinom

Patientenkollektiv der IHC bei fortgeschrittenem serésen Ovarialkarzinom

Gesamtanzahl der eingeschlossenen 106

Patienten

Medianes Alter 60 (26-88)

Mediane Beobachtungszeit in Monaten 41 (2-60)

n n

FIGO- Stadium Alter

1 72 | <60 Jahre 56

v 34 | >60 Jahre 50

LK-Status Aszitesmenge

negativ 31 | kein Aszites 26

positiv 68 | <500 ml 31

fehlend 7 | >500ml 48
fehlend 1

Rezidiv Resttumor

ja 54 | kein Resttumor 45

nein 17 |<1cm 26

fehlend 35| >1cm 33
fehlend 2

Verstorben

ja 64

nein 32

fehlend 10
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11.1.3 Patientenkollektiv der immunhistochemischen Analysen beim triple-negativen
Mammakarzinom

Das Kollektiv fiir die immunhistochemischen Analysen bestand aus 154 Patientinnen.
Untersucht wurden ausschlieRlich Patientinnen mit einem triple-negativen Mammakar-
zinom, das heiRt sowohl die Steroidhormonrezeptoren als auch der HER2-Status sind
vom Pathologen als negativ bewertet worden. Die Einteilung erfolgte nach TNM-Klassi-
fikation (T = Tumor, N = Nodulus (Lymphknotenstatus) und M = (Fern-)Metastase) und
nach 3 Graduierungsstufen (G1-G3 bzw. gut, maRig und schlecht differenziert). Histolo-
gisch wurde zwischen duktalen (= NST), lobularen medullaren und anderen Mammakar-
zinomen unterschieden (s. Tabelle 7).
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Tabelle 7: Patientenkollektiv der KLK14 immunhistochemischen Analysen beim triple-negativen

Mammakarzinom

Patientenkollektiv der IHC beim triple-
negativen Mammakarzinom

Gesamtanzahl der eingeschlossenen 154

Patienten

Medianes Alter 57 (27-96)

Mediane Beobachtungszeit in Monaten 74 (2-324)
n n

T-Stadium Alter

pT1 46 | <60 Jahre 91

pT2 75 | >60 Jahre 63

pT3 12

pT4 17

unbekannt 4

N-Status Menopause

pNO 81 | Pra- 41

pN1 47 | Post- 112

pN2 17 | unbekannt 1

pN3 6

unbekannt 3

M-Fernmetastasen Rezidiv

ja 99 |Ja 27

nein 55 | Nein 127

Grading Verstorben

G1 2 Ja 79

G2 15 | Nein 75

G3 132

G4 2

unbekannt 3

Histologie

Invasiv duktal (NST) 124

Invasiv lobular 5

Invasiv medullar 13

Andere 12
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[l. Material und Methoden

1.1 Material

I1.1.1 Technische Gerdte und Hilfsmittel

Tabelle 8: Technische Gerate und Hilfsmittel

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz, Land

Centrifuge filter unit/Costar SpinX

Echt-Zeit-PCR Cycler Stratagene MX3005P
Elektrophoresekammer

ChemiDoc™ XRS+ System
Gelelektrophoresekammer
GelgieBvorrichtung mit Zubehor
Glasplatten

Heizblock

LabCycler

Magnetrihrer Ikamao reo

Mikrowelle

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

pH-Meter Lab 850
Pipetten
Plattformschittler Polymax 2040

Prazisionswaage BA 110S
QlAcube
Tischzentrifuge Mini Centrifuge C-1200

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
UV- Licht Biometra TI-1

Varioklav® Dampfsterilisator

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Agilent Technologies, Boblingen, D
Biometra, Gottingen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Biostep GmbH, Jahnsdorf, D

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
SensoQuest, Gottingen, D

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D
Sharp, Osaka, J

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
D

Schott Instruments, Weilheim, D
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, D

Sartorius, Gottingen, D

Qiagen, Hilden, D

National Labnet Co., Woodbridge,
NJ, USA

Bio-Rad Laboratories, Minchen, D
Biometra, Gottingen, Deutschland

HP-Medizintechnik, OberschleiRheim, D
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Vortexer Reax top Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, D

Zentrifuge 5425 R Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D

111.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller, Firmensitz, Land

Cryotubes TPP, Trasadingen, CH

Filterpapier Macherey-Nagel GmbH und Co KG, Di-
ren, D

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D

Mx3000P® 96-well Plates Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Boblingen, D

Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pl) Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht, D

Pipettenspitzen Premium Tips (200 ul) Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf,
D

PCR-Reaktionsgefale (0,2 ml) Peqglab GmbH, Erlangen, D

PDVF-Membran Roth GmbH, Karlsruhe, D

111.1.3 Chemikalien und allgemeine Reagenzien

Tabelle 10: Chemikalien und allgemeine Reagenzien

Bezeichnung Hersteller, Firmensitz, Land
Agar (Bacto™) Becton Dick, Franklin Lakes, USA
Agarose Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen, D

APS Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Ampuwa® Wasser Fresenius Kabi Deutschland GmbH,




ATP

Bacto-Trypton
BAM HI- HF

Borsaure

BSA

Bromphenolblau

cut smart buffer

DNA Polymerase PfuUltra Il Fusion HS

Dinatriumhydrogenphosphat

Dithiothreitol

dNTPs
EDTA

Essigsaure
Ethanol 100 %
Ethidiumbromid

Glycerin

Glycerinphosphat

Glycin
Hefe-Extrakt

Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP-Substrate

IPTG

Bad Homburg, D

New England Biolabs,
Frankfurt am Main, D

Becton Dickinson, Heidelberg, D
New England Biolabs,
Frankfurt am Main, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

New England Biolabs,
Frankfurt am Main, D

Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Boblingen, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Becton Dickinson, Heidelberg, D

Millipore Cooperation, Billerica, USA

Roth GmbH, Karlsruhe, D
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Kaliumhexacyanidoferrat

Kanamycin

Laemmli Puffer 4x ,Roti load 1”
Lithiumchlorid
Magnesiumchlorid

R-Mercaptoethanol

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumchlorid (= NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (= SDS)
Natrium-Pyrophosphat

Natriumthiosulfat

N, N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin

(= TEMED)

PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase
PageRulerPrestained Protein Ladder

PageRulerPrestained Plus Protein Ladder

Phenol Chloroform Isoamyl

Polyacrylamid (= PAA)

Proteinase-K

RLT Puffer

T4 DNA-Ligase + 10X T4 DNA Ligasepuffer

Tris-Hydrochlorid
Triton X-100

Tween 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Roth GmbH, Karlsruhe, D
Merck KGaA, Darmstadt, D
Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Roth GmbH, Karlsruhe, D
Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

Agilent Technologies, Boblingen, D
Thermo Fisher Scientific, Minchen, D
Thermo Fisher Scientific, Minchen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

AppliChem, Darmstadt, D
New England Biolabs,
Frankfurt am Main, D

Qiagen GmbH, Hilden, D
New England Biolabs,
Frankfurt am Main, D

Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen, D

AppliChem, Darmstadt, D
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Sall-HF New England Biolabs,

Frankfurt am Main, D

SDS Roth GmbH, Karlsruhe, D
Silbernitrat Merck KGaA, Darmstadt, D
Urea Roth GmbH, Karlsruhe, D

111.1.4 Puffer und Losungen

Tabelle 11: Eingesetzte Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

TBE (5-fach) 90 mM Tris
90 mM Borsaure

2,5 mM EDTA, pH 8,3

Ladepuffer fiir DNA 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF
30% Glycerin
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Tabelle 12: Eingesetzte Puffer fiir Western Blot Analysen

Puffer Zusammensetzung
Blocking-Puffer: BSA 3 % (w/v) BSA gelost in PBS
Blocking-Puffer: Milch 8 % (w/v) Milchpulver gelost in PBS
Blotpuffer (5-fach) 250 M Borsaure, pH 8,5
Blotpuffer, 20 % Ethanol 20 % (v/v) Ethanol 100 %
gelost in Blotpuffer
Blotpuffer, 5 % Ethanol 5 % (v/v) Ethanol 100 %
gelost in Blotpuffer
Cracking Puffer 8 M Harnstoff pH 8
1 % -Mercaptoethanol
1% SDS
Laufpuffer (10fach) 1,9 M Glycin
0,25 M Tris
1 % (w/v) SDS
PBS 0,17 M Na2HPO4

0,058 M NaH2PO4

137 mM NaCl pH 7,4
PBS-T 0,05% Tween 20

0,2% Triton 100

in PBS gelost
Sammelgelpuffer 0,5 M TRIS/HCI, pH 6,8
Stripping Puffer 0,2 M Glycin-HCl pH 2,2

0,1 % (w/v) SDS
1% (v/v) Tween-20, pH 2,2
Trenngelpuffer 1,5 M TRIS/HCI, pH 8,8

111.1.5 Bakterienstamme und Medien

Tabelle 13: Bakterienstimme

Bakterienstimme Hersteller, Firmensitz, Land

XL1Blue superkompetente Zellen Stratagene, Kalifornien, USA

M15 [pREP4] Zellen Qiagen, Hilden, Deutschland
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Tabelle 14: Bakterienmedien

Medien Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/l Bacto™ - Trypton

5 g/l Hefe- Extrakt

10 g/I NaCl

15 g/l Agar (fur Agarplatten), pH 7,0
TE 10 mM Tris-Cl

1 mM EDTA
2xTY 16 g/l Bacto™ - Trypton

10 g/I Hefe- Extrakt

5 g/I NaCl

geldst in H,0 pH 7,0

111.1.6 Kommerziell erhaltliche Kits

Tabelle 15: Kommerziell erhiltliche Kits

Kits Hersteller, Firmensitz, Land

2X Brilliant Il Ultra Fast QPCR Master Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Mix/ Low ROX Boblingen, D

Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Invitrogen, Karlsruhe, D
Kit

Plasmid-PraparationskitNucleoSpin® Macherey-Nagel GmbH und Co KG,

Plasmid Diiren, D

Protino Ni-NTA-Agarose Macherey-Nagel GmbH und Co KG,
Duren,D

QlAshredder Qiagen GmbH, Hilden, D

RNAse-Free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, D

AllPrep® DNA/RNA/miRNA Universal Kit ~ Qiagen GmbH, Hilden, D

Universal Probe Library Set, Human Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, D
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111.1.7 cDNA

Tabelle 16: cDNA

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz, Land

Humane KLK1 cDNA

Abgent, San Diego, USA

111.1.8 Plasmide

Tabelle 17: Plasmide

Bezeichnung

Funktion

Hersteller,  Firmensitz,
Land

pQE 100

Expressionsplasmid

Qiagen GmbH, Hilden, D

111.1.9 Primer

Tabelle 18: Primer

Gen

Sequenz

Funktion

HPRT1

Forward Primer
Reverse Primer
KLK13

Forward Primer
Reverse Primer
KLK1

Forward Primer 1
Reverse Primer 1
Forward Primer 2

Reverse Primer 2

TGACCTTGATTTATTTTGCATACC
CGAGCAAGACGTTCAGTCCT

CCCACAACAACCGCCTAA
GAGTTTTGGGGTAATTCACCTG

GATCCGCGCCCCCGATTCAGTCC
TTGTTGGATCCGCGCCCCCGATTC
TCGACCGGAGTTCTCCGCTATGGTG
TTGTTGTCGACCGGAGTTCTCCGC

gRT PCR Primer
gRT PCR Primer

gRT PCR Primer
gRT PCR Primer

PCR Primer
PCR Primer
PCR Primer
PCR Primer
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111.1.10 Antikorper

Tabelle 19: Primare Antikorper fiir Western Blot Analysen

Bezeichnung Wirt Hersteller, Firmensitz,
Land

KLK13 Ziege R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

KLK13 Kaninchen Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA

KLK14 Ziege R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

KLK14 Kaninchen Agrisera, Vannas, SWE

Penta- Histidin Maus Qiagen, Hilden, D

Tabelle 20: Sekundare Antikorper fiir Western Blot Analysen

Bezeichnung Wirt Hersteller, Firmensitz,
Land

Anti-goat Maus Jackson Immunoresearch
Labarotories Inc., Dianova,
Hamburg, D

Anti-mouse Kaninchen Jackson Immunoresearch

Labarotories Inc., Dianova,
Hamburg, D

Tabelle 21: Priméare Antikorper fiir immunhistochemische Analysen

Bezeichnung Wirt Hersteller, Firmensitz,
Land

KLK13 Ziege R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA

KLK14 Ziege R&D Systems,

Minneapolis, MN, USA
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Tabelle 22: Sekundare Antikorper fiir immunhistochemische Analysen

Bezeichnung Wirt Hersteller, Firmensitz,
Land

Anti-rabbit Ziege Jackson Immunoresearch
Labarotories Inc., Dianova,
Hamburg, D

Anti-goat Rind Jackson Immunoresearch
Labarotories Inc., Dianova,
Hamburg, D

1.2 Methoden

11.2.1 Quantitative Real-time (Echtzeit)-Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Schritte der Polymerase Kettenreaktion

Bei der Vervielfaltigung der spezifischen DNA-Region werden drei Einzelschritte mehr-
fach in Zyklen wiederholt. Es beginnt mit der thermischen Denaturierung der zu ampli-
fizierenden, doppelstrangigen DNA bei etwa 95°C. Dies hat zur Folge, dass zwei komple-
mentdre Einzelstrange entstehen, die zur Vorlage der darauffolgenden Amplifikation
dienen. Das Annealing besteht in der Anlagerung von synthetischen Oligonukleotiden,
sogenannten Primern, an den Einzelstrangen bei 65°C. Die Primer werden dabei so aus-
gewadhlt, dass diese sequenzspezifisch an den zu untersuchenden Genabschnitt binden.
Die finale Elongation dient der Verlangerung durch die DNA-Polymerase, was zu einer
Verdoppelung der DNA-Fragmente des gesuchten Genabschnitts flihrt. Je nach Anzahl
der Wiederholungen der beschriebenen Schritte steigt die Anzahl der DNA-Fragmente
exponentiell (Smith & Osborn, 2009).

Quantitative Echtzeit-PCR mit TagMan-Technologie

Zur Detektion und Quantifizierung der Transkripte wurde die Echtzeit-PCR in Verbindung
mit der TagMan-Technologie verwendet. Eine Besonderheit der quantitativen Echtzeit-
PCR ist die Detektion der Gene wahrend der Amplifikation in Echtzeit. Daher eignet es
sich gut zur Untersuchung des Expressionsverhaltens und um eine prazise quantitative
Aussage der entstandenen Transkripte zu machen. Das Prinzip der TagMan-Technologie
basiert auf spezifisch fluoreszenzmarkierten Sonden und den dazugehérigen PCR-Pri-
mern, welche den Nachweis der Transkripte hochspezifisch machen. Die Sonden, beste-
hend aus Oligonukleotiden, sind dabei sequenzspezifisch zu den gesuchten Genab-
schnitten und hybridisieren zwischen den beiden Primern. An ihrem 5’-Ende sind sie mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (FAM = Fluorescein-Derivat), dem sogenannten Reporter
markiert. Im Gegensatz dazu befindet sich am 3’-Ende ein Quencher, der bei raumlicher
Ndhe zum Reporter durch den Mechanismus des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Trans-
fers (= FRET) die Freisetzung der Fluoreszenz des Reporters unterdriickt. Im Verlauf der
PCR binden die Primer und die Sonde sequenzspezifisch und die TagMan-Polymerase
beginnt die Primer zu verlangern. Da die TagMan-Polymerase sowohl eine 5’-3’-DNA-
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Polymeraseaktivitat als auch eine 5’-3’-Exonukleaseaktivitat besitzt, kommt es zum Ab-
bau der Sonde (Livak et al., 1995). Demzufolge wird der Reporter vom Quencher raum-
lich getrennt, und die Fluoreszenz des Reporters kann im PCR-Gerat detektiert werden.
Das Fluoreszenzsignal steigt proportional zur entstandenen Menge der PCR-Produkte,
welche wiederum proportional zur eingesetzten Template-Menge ist. Die Spezifitat der
Methode wird dadurch gesichert, dass die 5’-3’- Exonukleaseaktivitdt der TagMan-Poly-
merase doppelstrangspezifisch ist, sodass nur sequenzspezifisch gebundene Sonden
und keine ungebundenen Sonden abgebaut werden (s. Abbildung 2).

. T
Denaturierung L1

Annealing %._rﬁ(ﬂ_l_r

Quenched signalt % Reported signal
Elongation ‘ R )

[ N

Abbildung 2:Schematischer Ablauf der qPCR mittels TagMan-Technologie
R = Reporter, Q = Quencher, Durch die Tag-Polymerase kommt es sowohl zur Strangverlangerung als auch

zum Abbau der Sonde durch die 5’-3’- Exonuklease-Aktivitdt. Es kommt zur Abspaltung des Reporterfarb-
stoffes, welcher detektiert werden kann.

Primer Design fiir KLK13

Zuerst wurden die Primer und Sonden mit Hilfe der Universal Probe Library Software
von Roche generiert. Um eine hinreichende Amplifikation gewahrleisten zu kénnen,
sollten die Primer so gewahlt werden, dass sie an zwei verschiedenen Exons binden,
und in der DNA-Sequenz ein moglichst groRes Intron (Uber 700 Basenpaare) liegt. So
kann sichergestellt werden, dass nicht die DNA, sondern die mRNA amplifiziert wird.
Zusatzlich sollten die Primer ein geringes Selbst- und Kreuzannealing sowie eine opti-
male Schmelztemperatur aufweisen. Eine Lange zwischen 18 und 24 Nukleotiden eig-
net sich hierfiir ideal. Zusatzlich zum untersuchten KLK13-Gen wurde als Referenzgen
das sogenannte Housekeeping Gen, Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (=
HPRT1), verwendet, welches konstant in den Zellen exprimiert wird (s. Tabelle 23). Da-
bei detektierte das KLK13-qPCR-System nur die Splicevariante 1 und keine weiteren
Splicevarianten. Diese KLK13- Splicevariante codiert die Gesamtldange des Proteins
(Dettmar et al., 2018).
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Tabelle 23: Generierte Primer und Proben fiir das Housekeeping Gen HPRT1 und KLK13 (Roche Universal
Probe Library, Penzberg, Deutschland)

Gen Sequenz Position
HPRT1

Forward Primer TGACCTTGATTTATTTTGCATACC 218-241
Reverse Primer CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 300-319
Probe 73 5’-FAM-GCTGAGGA

KLK13

Forward Primer CCCACAACAACCGCCTAA 480-497
Reverse Primer GAGTTTTGGGGTAATTCACCTG 548-569
Probe 20 5’-FAM-CTGGCTGG

Durchfihrung der gPCR

Es wurde der ,Brillant Il Ultra-fast gPCR Master Mix with low ROX“ (Agilent Technolo-
gies, Darmstadt, Deutschland) verwendet, welcher sich speziell fiir die TagMan-Tech-
nologie eignet.

Die quantitative Echtzeit-PCR wurde mit folgendem Mastermixansatz durchgefiihrt:

Tabelle 24: Mastermixansatz fiir die quantitative Echtzeit-PCR

Komponente Volumen (ul) Gesamtkonzentration
2X Brilliant Il Ultra-fast 10,0 ul 1x

QPCR Master Mix low ROX

Primer R 0,4 ul 400 nM

Primer L 0,4 ul 400 nM

UPL Probe 0,4 ul 200 nM
Nukleasefreies H,O 5,8 ul 1x

Die Patientenproben wurden in Triplikaten untersucht. Es wurden pro Well 3 pl cDNA
mit einer Konzentration von 5 ng/ul eingesetzt. Als Referenzwert wurde die cDNA der
Ovarialkarzinomzelllinie OVMZ6 als Triplikat mitgefihrt. Duplikate von zwei verschiede-
nen untranskribierten RNA-Proben und RNAse-freies Wasser dienten als Negativkon-
trollen. Zusatzlich wurden zur internen Kontrolle, um die Robustheit des Systems zu pri-
fen, einige zuvor gemessene Proben als wiederholte Triplikate mitgefihrt.

Nachdem die Proben in die 96-Well Platte pipettiert wurden, wurde diese flir 3 min bei
1000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde die gPCR mit folgendem Programm der
MxPro Software Version 4.10 gestartet (s. Tabelle 25):
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Tabelle 25: Protokoll der quantitativen Echtzeit-PCR

Segment Zyklen Temperatur Zeit Schritt
1 1 95 3 min Aktivierung der
Polymerase
2 40 95 15 sec Denaturierung
60 1 min Elongation

Zur Normalisierung wurde ein Referenzfarbstoff, 6-Carboxy-X-Rhodamin (= ROX) heran-
gezogen, dessen Fluoreszenzsignal die gPCR-Reaktion nicht beeinflusst und der sich von
dem eingesetzten Reporterfarbstoff unterscheidet. Somit konnten interne Schwankun-
gen von Well zu Well, ungleichmiRige Volumina, optische Variabilitdt und Ahnliches nor-
malisiert werden.

Auswertung der gPCR fiir die KLK13-mRNA-Expression

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels Excel.

Zunachst wurden fir KLK13 und HPRT-Verdiinnungsreihen mit der cDNA von
OVMZ6/KLK13 in 5 Stufen (DNAO-DNA4; 30-1,875 ng) durchgeflihrt. Es wurden die ge-
messenen Ct-Werte auf der y-Achse gegen die logarithmischen bekannten Konzentrati-
onen der Verdinnungen auf der x-Achse aufgetragen. Daraus ergab sich eine lineare
Funktion mit dem Korrelationskoeffizienten R2. Dieser sollte idealerweise den Wert 0,99
bis 1,00 annehmen. Die Effizienz (= E) der PCR fir die verschiedenen Primer wurde wie
folgt berechnet:

1
E — 10 slope
100 % Effizienz war bei einem E-Wert von 2 gegeben.

AnschlieBend konnte durch die AACt-Methode die Berechnung der relativen mRNA-Ex-
pression des Zielgens wie folgt berechnet werden:

ACt = Ct (Zielgen) — Ct (HPRT)
AACt = ACt(Patientenprobe) — ACt (Referenzwert)
relative n — fache Expression = 274ACt

Dabei ergeben sich die Ct-Werte aus dem Mittelwert der Triplikate. Zur internen Kon-
trolle der Triplikat-Genauigkeit wurde eine Fehlerfortsetzung liber die Standardabwei-
chung (= SD) der Triplikate durchgefiihrt:

SD(Zielgen)? + SD(HPRT)?
2

Fehler (ACt) =\[
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Fehler(Patientenprobe)? + Fehler (Referenzwert)?

Fehler (AACt) = >

Fehler (absolut) = Ln(2) * Fehler(AACt) % 272A¢t

Fehler (absolut)
2-AACt

Fehler(prozentual) =

Um valide replizierbare Patientenproben zu verwenden, wurden Proben nach folgenden
Kriterien aus der Analyse ausgeschlossen:

1. wenn ein Ct-Wert fiir HPRT >35 ergab
2. wenn der prozentuale Fehler (auch nach Wiederholungen) > 30% betrug,

3. wenn die errechnete prozentuale Standardabweichung der ermittelten exp-AACt-
Werte zweier valider Durchldufe > 47,1% war.

11.2.2 Produktion und Aufreinigung von pro-KLK1

Da das Labor der klinischen Forschergruppe der Frauenklink der Technischen Universitat
Uber alle Proformen der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen verfugt (2-15), ausschlieRlich
pro-KLK1, sollte dieses produziert und aufgereinigt werden. Aufgrund der dahnlichen Ei-
genschaften der KLK-Mitglieder konnten bei spateren Antikérpertestungen z.B. Kreuz-
reaktionen entstehen. Deshalb ist es wichtig, alle Proformen in den Analysen zu verwen-
den. Fir die Produktion von pro-KLK1 erfolgt zunachst die Amplifizierung und spezielle
Reinigungsschritte, anschlieRend wird die pro-Form in ein Expressionsplasmid mittels
Restriktionsenzymen ligiert und in E.coli-Bakterienstamme transformiert, um dann ex-
primiert zu werden. Um das gereinigte Protein KLK1 zu erhalten, wird die Affinitatschro-
matographie mit Ni2*"NTA- Agarose-Chromatographiesiule verwendet.

11.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifizierung der erhaltenen humanen KLK1-cDNA von Abgent erfolgte eine Poly-
merase-Kettenreaktion in zwei Schritten. Bei der Vervielfaltigung der cONA wurden zwei
verschiedene Primerpaare (KLK1 FP1 & RP1, KLK1 FP2 & RP2) benutzt. lhre Sequenzen
sind komplementar zu den Anfangs- bzw. Endsequenzen der pro-KLK1-Protease. Durch
die Hybridisierung der Primer an beiden Seiten wird der zu replizierende Abschnitt beid-
seitig begrenzt. Fur die Amplifizierung wurden zusatzlich eine thermostabile DNA-Poly-
merase ,,Pfulltra Il Fusion HS DNA Polymerase” und 4 Desoxi-Nukleotidtriphosphate
dATP, dGTP, dTTP und dCTP bendtigt.

Zuerst wurden die Primer nach Synthesereport ,metabion international AG” aufgel6st
und anschlieBend in destilliertem Wasser 1:10 verdiinnt (Endkonzentration 10 uM)
Ebenso wurde die KLK1-cDNA im Verhaltnis 1:40 in destilliertem Wasser verdiinnt. Fur
den ersten Zyklus der PCR erfolgte der Reaktionsansatz wie folgt:
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Tabelle 26: Mischverhaltnis der 1. und 2. PCR Reaktion

Dest. H20 34,0 pul
10xPuffer 5,0 ul
KLK1 FP1/ KLK1 FP2 1,25 pl
KLK1 RP1/ KLK1 RP2 1,25 pl
dNTP’s (jedes 2,5mM) 5,0 ul
cDNA KLK1 3,0 pl
PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase 0,5 ul

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde mit folgendem Programm mittels Labcycler
durchgefihrt:

Tabelle 27: Protokoll der Polymerasekettenreakton im Labcycler

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 2 min 1

95°C 20 sec 10
38°C 20 Sec 10
72°C 15 Sec 10
95°C 20 Sec 15
61°C 20 Sec 15
72°C 15 Sec 15
72°C 3 min 1

4°C oo

Mit dem entstandenen PCR-Produkt wurde eine zweite Reaktion durchgefiihrt, um die
Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen anzuhdangen. Hierzu wurden 4 pul des
PCR-Produkts und die 4-fache Menge der oben aufgefiihrten Reagenzien verwendet.
Hier wird das zweite Primerpaar (FP2 und RP2) eingesetzt. Anschliefend wurde das glei-
che Programm des Labcyclers gestartet (s. Tabelle 27).

11.2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Im Anschluss an die Polymerase-Kettenreaktion folgte zum Nachweis der entstandenen
DNA die elektrophoretische Auftrennung auf einem 1% Agarosegel. Zur Gelherstellung
wurden 0,45 g Agarose abgewogen und in 45 ml TBE-Puffer in der Mikrowelle aufge-
kocht, bis eine klare Fllissigkeit entstand. Bevor das Gel in eine GelgieRform Uberfihrt
wurde und die Taschenkdamme eingesetzt wurden, musste es auf etwa 50°C abkihlen
und mit 10 pl Ethidiumbromid versetzt werden. Es wurden jeweils 10 pul der PCR-Pro-
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dukte aus Punkt 11.2.2.1 mit 2,5 pl 5x DNA-Ladepuffer versetzt. Nach vollstandigem Ab-
kiihlen des Gels konnten die Proben und ein Marker, dessen Banden einer exakten Ba-
senpaarlange zugeordnet werden kdénnen, aufgetragen werden. Die Elektrophorese er-
folgte flir 25 min bei 100 V und etwa 300 mA in 1xTBE-Puffer. Zur Bandendetektion
wurde das ChemiDoc™ XRS+ System verwendet.

11.2.2.3 Aufreinigung des PCR-Produktes

Um Verunreinigungen des amplifizierten PCR-Produktes durch unerwiinschte DNA, Pro-
teine, Enzyme und Salze zu beseitigen, wurde ein Proteinase K-Verdau sowie eine PCI-
Extraktion (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1) und eine Ethanolféllung durch-
gefihrt.

Verdau mit Proteinase-K

Proteinase-K spaltet Peptidbindungen und baut damit Polypeptide zu kleineren Oligo-
peptiden ab, die durch PCl-Extraktionen leichter entfernt werden kénnen (Bajorath et
al., 1988). Es wurden 185 pl DNA mit 4 pl Proteinase K versetzt und bei 37°C fiir 30 min
inkubiert. Zur Inaktivierung der Proteinase-K erfolgte eine 10-mindtige Inkubation bei
68 °C. Nach kurzer Zentrifugation wurde bei 4°C fiir 5 min inkubiert. Anschliefend er-
folgte die PCI-Extraktion.

PCI- Extraktionen (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1)

Durch Denaturierung der Proteine durch Phenol und den Zusatz von Chloroform, wel-
ches verhindert, dass Phenol in der wassrigen Phase zurlickbleibt, kdnnen die Proteine
aus DNA-haltigen Losungen entfernt werden (Wagner, 2009). Die DNA-L6sung wurde
mit dem Gemisch aus Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 1:1 verdiinnt, anschlieBend
flr 20 sec gevortext und fiir 5 min bei Raumtemperatur bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Die obere Phase, welche die DNA enthielt, wurde abpipettiert und in ein
neues Gefal tberfihrt.

Ethanolfallung

Im Anschluss an die PCI wurde eine Ethanolfadllung durchgefiihrt, um eine konzentrierte
DNA zu erhalten. Hierzu wurden 225 pl der DNA mit 4,5 pl 1 M MgCl> und 600 pl 100%-
Ethanol gemischt und 15 min bei 4°C inkubiert. Nachdem das Gemisch bei 4°C fiir 15 min
bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert wurde, wurde der Uberstand abpipettiert
und verworfen. Das DNA-Pellet wurde anschlieBend mit 70-80% Ethanol gewaschen und
wiederholt bei 4°C fir 3 min zentrifugiert. Nachdem das Ethanol entfernt wurde, wurde
das DNA-Pellet in der ,,Speed- Vac” -Zentrifuge getrocknet.

11.2.2.4 DNA-Spaltung durch Restriktionsenzyme

Der pQE 100-Vektor stellt ein Expressionsplasmid dar, welches die Produktion von pro-
KLK1 ermdglicht. Um entstandene KLK1-DNA in den pQE 100-Vektor richtig einsetzen zu
kénnen, muss diese mit Restriktionsenzymen behandelt werden. Bei Restriktionsenzy-
men handelt es sich um Endonukleasen, die die doppelstrangige DNA an genau definier-
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ten Schnittstellen schneiden. Da der pQE 100-Vektor dieselben Schnittsequenzen ent-
halt, kann das DNA-Fragment in seine vorbestimmte Richtung in diesen eingefligt wer-
den.

Hierzu wurde das gereinigte getrocknete DNA-Pellet mit den Enzymen Bam HI-HF und
Sal I-HF gespalten. Als Restriktionsansatz wurden 84 ul, mit destilliertem Wasser ver-
diinnte DNA mit jeweils 3 ul Restriktionsendonukleasen Bam HI-HF und Sal I-HF sowie
10 ul CutSmart Puffer verwendet. Dieser wurde fiir 60 min im Heizblock bei 37°C inku-
biert. Danach wurde die DNA mit 10 pul 4 M LiCl und 280 ul 100% Ethanol gefallt. Nach
Inkubation des Gemisches liber 48 h bei -20°C wurde es bei 4°C fiir 15 min zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. AnschlieBender Waschschritt mit 75% Ethanol sowie eine
3-miniitige Zentrifugation. Der entstandene Uberstand konnte verworfen werden und
die DNA wurde getrocknet und in 20 pl destilliertem Wasser geldst. Fiir den Nachweis,
dass die DNA Uber die richtige GroRe und das richtige Schnittmuster verfiigt, wurde eine
Agarosegelelektrophorese (s. Il 2.2.2) durchgefiihrt. Diese diente zusatzlich zur Kon-
zentrationsabschatzung von Vektor zu Fragment fir die darauffolgende Ligation, wes-
halb der pQE 100-Vektor sowie ein Marker mitgelaufen waren. Hierfiir wurden 2 pl pQE
100-DNA und 4 pl pro-KLK1-cDNA verwendet.

11.2.2.5 Ligation der DNA-Fragmente

Zur Einklonierung des KLK1-DNA-Fragments in den pQE 100-Vektor wurde die T4-DNA-
Ligase verwendet. Diese katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
den benachbarten 5'Phosphat- und 3’Hydroxyenden in doppelstrangiger DNA (Doherty
& Suh, 2000). Als Reaktionsansatz der Ligation wurde ein Gesamtvolumen von 20 ul aus
folgenden Reagenzien gemischt:

Tabelle 28: Mischverhiltnis der Ligation von KLK1 und pQE 100

pQE 100 DNA 1l
KLK1 DNA 2ul
10x T4-DNA-Ligase Puffer 2 ul
T4-DNA-Ligase 1l
10 mM ATP 2ul
H20 12 pl

Das Gemisch wurde in einem 25°C warmen Wasserbad fiir 45 min inkubiert. Um die Re-
aktion zu stoppen, wurde der Ansatz bei 65°C fiir 10 min erhitzt.

111.2.2.6 Transformation

Fir die Transformation der KLK1 enthaltenden Plasmide wurden chemisch kompetente
E.coli Bakterien des Stamms XL1Blue sowie M15 [pREP4] eingesetzt.

Zunachst wurden Agarplatten aus LB-Medium mit Ampicillin (Endkonzentration 100
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ug/ml) hergestellt. Nachdem die Bakterien auf Eis aufgetaut waren, wurden zur Herstel-
lung des Transformationsansatzes 8 ul der Plasmid-DNA mit 42 ul TE-Puffer gemischt
und zu 100 pl XL1Blue-Zellen bzw. 1 pl der Plasmid-DNA mit 29 pl TE-Puffer zu 80 pl M15
[PREP4] -Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte zundchst 25 min auf Eis, dann 1 min 45
sec bei 37 °Cund anschlieBend wieder 4 min auf Eis. Nach Zugabe von 1 ml 2xTY-Medium
wurden die E.coli Bakterien fiir 60 min bei 37 °C inkubiert, um nach erfolgreicher Plas-
midaufnahme die Expression der Resistenzgene zu erméglichen. Darauffolgend wurden
die Bakterien bei Raumtemperatur 1 min mit 2000 x g zentrifugiert und der Uberstand
bis auf 200 ul abgenommen. Die Bakterien wurden sanft resuspendiert, auf die Ampicil-
lin versetzten Agarplatten ausgestrichen und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zellen, die
das Plasmid aufgenommen und dadurch auch das Ampicillin-Resistenzgen erworben ha-
ben, konnten somit Kolonien bilden. Am darauffolgenden Tag wurden 12 Zellklone mit
einem sterilen Zahnstocher gepickt und jeweils in ein steriles Bakterienréhrchen mit 5
ml Ampicillin-LB-Medium (100 pg/ml) tiberfihrt. Zur Plasmidamplifikation wurden diese
wieder Uber Nacht bei 37 °C im Horizontalschittler bei etwa 200 rpm inkubiert.

111.2.2.7 Plasmid-DNA-Praparation

Mittels NucleoSpin® Plasmid-Kit nach Herstellerangaben (Macherey-Nagel GmbH und
Co KG, Diiren, D) wurde die Plasmidpraparation aus den 12 verschiedenen Zellklonen
durchgeflihrt. Die DNA-Konzentration der einzelnen Proben wurde mittels NanoDrop
ND-1000 ermittelt.

111.2.2.8 Restriktionsanalyse der rekombinanten Plasmide und Sequenzierung

Zur Analyse der generierten Plasmide wurde eine Restriktionsanalyse mit den vorher
verwendeten Enzymen Bam HI-HF und Sal I-HF durchgefiihrt. Anhand der Elektropho-
rese auf einem Agarosegel kann erfasst werden, ob das gewiinschte Insert von KLK1 in-
seriert hat. Als Input dienten jeweils 500 ng/ul der DNA in einem Gesamtvolumen von
10 pl. Diese wurde jeweils mit 5 ul des Restriktionsmastermix vermischt (s. Tabelle 29).
Im Anschluss folgte eine 60-mindtige Inkubation bei 37°C.

Tabelle 29: Mastermix fiir Restriktionsanalyse

CutSmart Puffer 4,0 ul
BSA 4,0 ul
Sal I-HF 1,5 ul
Bam HI-HF 1,5 ul
H20 4,0 ul

Jeweils 15 pl Plasmid-DNA von zwei Klonen mit der hochsten Konzentration wurden se-
quenziert, um die Aufnahme von KLK1 in der richtigen Orientierung sicherzustellen.
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11.2.2.9 Expression der rekombinanten Proteine

Nach erfolgter Transformation des pQE 100-Vektors in die oben genannten Bakterien-
stamme soll durch Induktion gezielt die Transkription des Gens ausgelést werden. Das
gewiinschte KLK1-Protein entsteht durch anschlieBende Translation. Um diese Replika-
tion zu steuern, enthdlt der verwendete Vektor pQE 100 zusatzlich zu dem Ampicillinre-
sistenzgen ein Promoter/Operator-Element mit starkem T5-Promoter. Daneben liegt
eine zweifache lac-Operator-Sequenz, die das lac-Repressor-Protein bindet und somit
den T5-Promoter unterdriickt und die Transkription des Gens verhindert. Isopropyl-R-D-
thiogalaktosid (= IPTG) bindet an den lac-Repressor und inaktiviert diesen. Somit kann
die Expression des gewlinschten Proteins erfolgen. Der pQE 100-Vektor enthalt zusatz-
lich einen sogenannten ,double-tag”. An jedem Ende des exprimierten Proteins wird
eine Erkennungssequenz platziert: am N-Terminus der 6x His-Tag, welcher die anschlie-
Rende Reinigung mittels Ni?*NTA-Agarosesaule ermdglicht, am C-Terminus der Tag-100,
welcher durch spezielle Antikdrper detektiert werden kann (s. Abbildung 3).

ATG HF G Tag-100 g Stop Codons

pQE-100

DoubleTag
3.5kb

Abbildung 3: Schematische Darstellung der wichtigsten Charakteristika des verwendeten pQE100 Vek-
tors zur Klonierung von KLK1.(Qiagen, 2003)

Es wurden sowohl Ubernachtkulturen der E.coli M15-[pREP4] als auch der E.coli XL1 Blue
hergestellt und fiir die Expressionsanalysen verwendet. Fir jeden Klon wurden 2-5 ml
Ubernachtkultur, bestehend aus LB-Medium mit Ampicillin und Kanamycin (Verdiin-
nung 1:1000) und Bakterienkultur (Verdliinnung 1:100) hergestellt. Diese wurde an-
schlieBend bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Am nachsten Tag wurden jeweils 3 ml
2xTY mit Ampicillin und Kanamycin mit 150 pl der Ubernachtkultur beimpft und bei 37°
C fur 2 h und 200 rpm inkubiert. Es erfolgten zwei verschiedene Induktionstests.

Einerseits wurden die Kulturen halbiert und eine davon mit einer IPTG-L6sung beimpft,
4 h auf dem Schittler inkubiert und 500 ul der Kulturen fur 5 min bei 16000 rcf zentrifu-
giert. Die entstandenen Pellets wurden eingefroren und anschlieffend aufgetaut und in
40 pl Cracking Puffer gelost. Nachdem zu jeder Probe 14 pl 4xRed hinzugegeben und die
Proben bei 95°C fur 5 min erhitzt wurden, erfolgten die Auftrennung mittels SDS-Poly-
acrylamid-Elektrophorese und die Farbung mit Coomassieblau.
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Andererseits wurde bei den 2xTY-Kulturen im Abstand von 30 min die Optische Dichte
(= OD)s0o gemessen. Bei einer ODeoo 0,7 bis 0,9 wurde die Kultur mit 1 M IPTG (1:500)
versetzt, sodass die Induktion der Expression stattfinden konnte. Es folgten weitere
ODeoo-Messungen zundchst alle 30 min danach alle Stunden. So konnte eine Wachs-
tumskurve mittels Excel erstellt werden. Nach jeder Messung wurden 500 pl abgenom-
men und in ein Eppendorfgefal Gberfihrt und zentrifugiert. Das Pellet wurde bei—80 °C
eingefroren und fiir Western Blot Analysen sowie zur Aufreinigung mittels Ni*"NTA-Aga-
rosesdule verwendet.

111.2.2.10 Affinititschromatographie mit Ni>*-NTA-Agarose-Siule

Flr den Erhalt eines reinen KLK1-Proteins war eine Aufreinigung notig. Hierzu wurde die
Affinitatschromatographie mit Ni**-NTA-Agarose-Siule verwendet. Wie bereits in
[11.2.2.9 erwdhnt, werden bei der Expression von KLK1 den Proteinen die sechs Histidin-
Einheiten angehiangt, die eine groRe Affinitat zu Nickel?*-NTA-Agarose aufweisen. NTA
ist ein Chelatbildner, welcher vier Bindungsstellen des Nickels besetzt. Die zwei freien
Stellen kénnen mit den 6 x His-Tag des Proteins interagieren (s. Abbildung 4). Durch
schrittweise Senkung des pH-Werts bis auf etwa 4,5 kommt es zur Ablosung des Pro-
teins, da die Histidin-Reste protoniert werden und nicht mehr an Nickel binden kénnen
(Qiagen, 2003; Wagner, 2009).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Interaktion des His-Tags (blau) und der NiZ*NTA-Matrix (rot)
(Qiagen, 2003)

Vorbereitung der Ni** NTA- Agarose-Chromatographiesiule

Die Chromatographiesdule wird mit 5 ml Ni-NTA-Agarose Protino von Machery-Nagel
beflllt und mit 5 ml H,O bedeckt. Nach ungefahr 30 min war die Agarose abgesunken
und der fliissige Uberstand konnte durch Offnen der unteren Kappe der Siule abflieRen.
Zur Aquilibration wurde die Saule mit 20 ml Puffer A befiillt.
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Vorbereitung des Zelllysats

Das entstandene Zellpellet der Expression in 200 ml 2xTY in den E.coli M15 [pREP4]
wurde auf Eis aufgetaut und abgewogen. Pro Gramm Pellet wurden 5 ml Puffer A (s.
Tabelle 30) zugegeben und Mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Ro-
tator inkubiert. Danach wurde das Reaktionsgemisch 20 Min bei RT und 10000 x g zent-
rifugiert. Es entstand ein klarer Uberstand, der dann auf die Saule aufgetragen werden
konnte und langsam die Ni**"NTA-Agarose durchlief.

AnschlieBend wurden Wasch- und Elutionsschritte wie folgt durchgefiihrt (s. Tabelle 30):

Tabelle 30: Wasch- und Elutionsschritte der Ni2*-NTA- Agarose- Affinitdtschromatographie
Schritte Puffer Zusammensetzung pH Menge (ml)

Waschen Puffer A 100 mM NaH;POq4 8,0 25
10 mM Tris-Cl
6 M Guanidinhydro-

chlorid
Waschen Puffer B 100 mM NaH;POq4 8,0 50

10 mM Tris-Cl

8 M Urea
Waschen Puffer C1 wie Puffer B 7,0 100
Waschen Puffer C; wie Puffer B 6,3-6,4 50
Eluieren Puffer D1 wie Puffer B 5,9-5,8 25
Eluieren Puffer D, wie Puffer B 5,2 10
Eluieren Puffer D3 wie Puffer B 4,6 10-15

Fir das Senken des pH-Wertes wurde HCl verwendet. Die Fraktionen ab einem pH-Wert
von 6,3-6,4 wurden aufgefangen. Aus diesen Fraktionen wurden je 10 ul auf ein SDS-
Polyacrylamid-Gel aufgetragen, welches mit Coomassieblau gefarbt wurde.

111.2.3 Western Blot Analysen

Zur Testung der Sensitivitat und Spezifitat der polyklonalen Antikorper gegentiber KLK13
und KLK14 wurden Western Blot Analysen verwendet. Hierzu standen jeweils zwei ver-
schiedene polyklonale Antikorper gegen KLK13 und KLK14 zur Verfiigung (s. Tabelle 31).
Zur Sicherstellung, dass alle aufgetragenen KLK-Mitglieder in ungefahr gleicher Masse
anwesend sind, wurde ein monoklonaler Antikérper gegen Penta-Histidin verwendet,
der den angehdngten Histidin-Tag der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen erkennt.
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Tabelle 31: Primar-Antikorper Verdiinnungen der Western Blot Analysen

Antikorper Hersteller Wirt Verdiinnung
KLK13 AF2625 (R&D Sys- Ziege 1:4000
tems, Minneapolis,
MN, USA)
KLK13 PA1-16656 Hase 1:1000

(Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA)

KLK14 AF2626 (R&D Sys- Ziege 1:3000
tems, Minneapolis,
MN, USA)

KLK14 AS060101 (Agri- Hase 1:4000
sera, Vannas, SWE)

Penta- Histidin Qiagen, Hilden, D Maus 1:2000

Probenvorbereitung

Um fir jedes KLK1-15 die anndhernd gleiche Proteinmenge pro Bande zu verwenden,
erfolgte die Herstellung von Silbergelen. Zunachst sind die Proteinproben im Verhaltnis
1:10 in 8 M Harnstoff verdiinnt worden. Je nach Konzentration des Proteins wurden
diese weiter verdliinnt. Zum endgiiltigen Gebrauch wurde ein Gesamtvolumen von 24 pl
des Proteingemischs verwendet. Als Marker (Pageruler Plus prestained) dienten 10 pl in
10 ul 8 M Harnstoff. Alle verwendeten Proben und Marker wurden mit 8 pl Laemmli
Puffer versetzt und 5 min bei 95° erhitzt.

Durchfiihrung des Western Blot

Zuerst wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht mittels vertikaler SDS-Polyac-
rylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Um ein moglichst groRes Volumen von den Pro-
ben benutzen zu kénnen, wurden 1,5 mm dicke Gele mit 10 Geltaschen verwendet.
Diese wurden nach folgender Rezeptur hergestellt (s. Tabelle 32):

Tabelle 32: Mischverhiltnisse von Trenn- und Sammelgel

Trenngel 12% Sammelgel 5%

H20 4,3 ml H,O 17,2 mi
Tris 1,5 M, pH 8,8 2,5ml TrisClI0,5M,pH 6,8 7,2 ml
AA-Bis 40%, 29:1 3,0ml AA-Bis 40 %, 29:1 3,6 ml
SDS 10% 0,1 ml SDS 10 % 0,28 ml
APS 10% 15,0 pl APS 10 % 30,0 pl

TEMED 1,5 ul TEMED 3,0 pl
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Um die Polymerisierungsreaktion der Gele zu starten, wurden APS und TEMED im Ver-
haltnis 10:1 hinzugegeben. Die Gelgiellapparatur wurde zligig mit Trenngel bis 1 cm un-
ter die untere Kante des Kamms gefillt und mit Wasser tiberschichtet. Nachdem das Gel
vollstandig auspolymerisiert war, wurde das Wasser abgegossen und mit aktiviertem
Sammelgel ersetzt. Unverziglich wurde ein Probenkamm mit 10 Kammern eingesetzt.
Nach vollstandiger Polymerisierung des Sammelgels konnte der Probenkamm entnom-
men werden und die Elektrophoresekammer mit 1x Laufpuffer befillt werden. Die Kam-
mern wurden mit den Proben beladen und diese wurden bei einer Spannung von 100-
150 V und 30 mA aufgetrennt.

Die aufgetrennten Proteine wurden mittels einer Semi-Dry Blot-Apparatur auf eine 0,45
um PVDF-Membran bei 160 mA und maximal 8 Watt fur ca. 2 Stunden Gbertragen.

Fir den Proteintransfer wurden 3 Filterpapiere in Anodenpuffer, die PVDF-Membran in
Blotting-Puffer mit 20% Ethanol, das hergestellte Gel in Blotting-Puffer mit 5% Ethanol
und 3 weitere Filterpapiere in Kathodenpuffer geschwenkt und zum Blotten verwendet.

Nach Abschluss des Proteintransfers wurde die Membran 2-malig in PBS-Puffer fir 10
min gewaschen. Um die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Memb-
ran 60 min in BSA-Blocking-Puffer geschwenkt. Darauf folgten zwei weitere Wasch-
schritte mit PBS-T-Puffer und ein weiterer Waschschritt mit PBS fiir jeweils 10 min Im
Anschluss wurde der Primarantikoérper in 3% BSA-PBS verdiinnt (Verdiinnung s. Tabelle
31) und die Membran darin Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Membran
wieder 3x10 min mit PBS-T und 1x5 min mit PBS gewaschen. Je nach Wirt des primdren
Antikorpers erfolgte anschlieBend mit entweder dem sekundaren HRP-konjugierten
Maus-anti-Ziege-lgG-Antikorper oder dem sekundaren HRP-konjugierten Kaninchen-
anti-Maus-1gG-Antikorper (Verdiinnung 1:20.000 in 8% Milchpulver-PBS) die Inkubation
far 60 min bei Raumtemperatur. Nach weiteren 4x10 min Waschen mit PBS-T wurde der
HRP-konjugierte Antikorper mittels Immobilon Western Chemiluminescent HRP Sub-
strate nach Herstellerangaben nachgewiesen. Unter Verwendung von ChemiDoc™ MP
System konnte die Lichtreaktion sichtbar gemacht werden.

111.2.4 RNA-Isolierung mit Qiagen-Kits

Die Reinigung von sowohl DNA als auch RNA und miRNA wurde mittels automatischem
QlAcube durchgefiihrt. Die Technologie des QlAcube ist in der Lage alle erforderlichen
Schritte der Isolierung (Lysieren, Binden, Waschen, Eluieren) automatisch auszufiihren.
Dabei wurden spezielle Kits von Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. So wurde RNA
aus der ovarialen Zelllinie (RNeasy Mini Kit) und andererseits DNA und RNA aus ovaria-
lem Tumorgewebe (ALL Prep DNA/RNA/miRNAUniversal Kit) isoliert.

11.2.4.1 RNA-Isolierung von Zelllinien

Die RNA wurde aus der humanen ovarialen Zelllinie OV-MZ-6/KLK13 mittels RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Die OV-MZ-6-Zelllinien waren bereits mit
Expressionsplasmiden transfiziert, welche KLK13-mRNA enthielten. Nachdem die Zellen
eine Zellzahl von 2x10° erreicht hatten, wurden diese mit 0,05% EDTA/PBS abgel6st und
zentrifugiert.
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Das entstandene Zellpellet wurde in 350 ul RLT Puffer und 3,5 ul B-Mercaptoethanol
lysiert. Durch die Zugabe des RLT-Puffers, der eine hohe Konzentration an Guanidiniso-
thiocyanat enthalt, wurden die Zellwande, Plasmamembranen und andere Organellen
der Zellen zerstort und somit die vollstandige RNA freigesetzt. Um eine bestmadgliche
Homogenisierung des Lysats zu erhalten, wurden Qiashredder-Saulen verwendet. Die
Extraktion der RNA erfolgte mit Hilfe des QiaCubes nach Angaben des Herstellers mittels
RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D), wobei die RNA in 30-50 ul RNAse freiem
Wasser eluiert wurde.

11.2.4.2 RNA- und DNA-Isolierung aus ovarialem Tumorgewebe

Die Isolierung der RNA und DNA bestand aus drei Schritten:

Aufarbeitung der ovarialen Tumorproben

Das Tumorgewebe wird in Cryotubes in flissigem Stickstoff vom Labor der Klinischen
Forschergruppe der Frauenklinik der TU Miinchen gesammelt, sodass das Tumorgewebe
auch noch nach langer Aufbewahrungszeit einen hohen Gehalt an intakter RNA und DNA
aufweist. Zur Isolierung von DNA und RNA wurden die ausgewahlten tiefgefrorenen Tu-
morproben in Stiicke von maximal 10-20 ug geschnitten und in 600 pl RLT-Puffer (RLT-
Puffer + B-Mercaptoethanol 1:100) gelost.

DNA-Isolierung

Um eine optimale Homogenisierung des Lysats zu erreichen, wurde es in eine ,,Qiashred-
der“-Saule Uberfihrt und bei maximaler Geschwindigkeit 2 Min zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde das Lysat in ein neues 2 ml- ,Safe-lock Eppendorf tube” gegeben und der
QlAcube nach Anleitung (QlAcube, Protocol Sheet 2012, Part A-DNA Purification) mit
Puffer AW1, AW2, EB und Proteinase K beladen. Durch die Kombination aus salzhaltigen
Puffern und der sogenannten ,,AllPrep DNA Mini Column” wird die DNA an die Saule
gebunden. Der zusatzliche Proteinase-Verdau sorgt dafir, dass die Proteine von der DNA
getrennt werden kénnen. SchlieBlich enthalt das Eluat die reine DNA.

RNA Isolierung

Der aus der DNA-Isolierung erhaltene Uberstand, welcher die zu isolierende RNA ent-
halt, wurde in ein neues Eppendorf-Gefals umgefullt. Um aus Proben, die mehr Fettge-
webe besitzen, die RNA optimal zu isolieren, wurde der Uberstand mit 150 pl Chloro-
form gevortext und bei 4°C mit hochster Geschwindigkeit 3 min zentrifugiert. Durch das
Zentrifugieren entstehen zwei Phasen, wobei die obere wassrige Phase vorsichtig abge-
nommen und in ein neues 2 ml ,Safe-lock Eppendorf tube” gegeben wurde. Danach
wurde der Qiacube wie im Protokoll (QlAcube, Protocol Sheet 2012, Part B-RNA Purifi-
cation) mit den Proben, Puffern (FRN, RPE), RNase freiem Wasser, Ethanol, Proteinase K
und DNase-Mix beladen. Die groRBe Ausbeute an reiner RNA ist durch den Proteinase K-
Verdau, das optimale Binden der RNA an die ,,RNeasy Mini spin column® durch Ethanol
und den DNase Verdau, der die RNA von der restlichen DNA befreit, gegeben. Die an-
schlieBenden Waschschritte mit den verschiedenen Puffern (FRN, RPE) und Ethanol rei-
nigen die RNA nochmals, wobei man am Ende eine reine RNA in 50 pl RNase freiem
Wasser erhielt.
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Messung der DNA-und RNA-Konzentration mittels Nanodrop

Zur Bestimmung der Reinheit und der Konzentration der isolierten DNA und RNA wurde
das Absorptionslevel (= A) 260/230 nm mittels eines Nanodrop gemessen. Als Referenz
diente RNAse-freies Wasser. Das A260/230 nm gibt dabei Hinweise auf organische Ver-
unreinigungen der Probe, wobei bei einem Quotienten von 1,8 die RNA als ausreichend
rein bewertet wurde. Zusatzlich erfolgte die Konzentrationsbestimmung in ng/ ul mittels
Nanodrop.

Die DNA wurde bei -20°C und die RNA bei -80°C aufbewahrt.

11.2.5 Reverse Transkription und cDNA Synthese

Die Reverse Transkription und cDNA-Synthese der isolierten RNA wurde mittels eines
»Cloned AMV First-Strand Synthesis Kit“ (Invitrogen, Karlsruhe, D) durchgefiihrt. Fir die
cDNA-Synthese wurde eine RNA-Gesamtmenge von 500 ng (RNA aus Tumorgewebe)
bzw. 1000 ng (RNA aus Zelllinie) eingesetzt. Zunachst wurde die Reaktion wie folgt an-
gesetzt (s. Tabelle 33):

Tabelle 33: Mischverhiltnis der cDNA Synthese

Random Hexamer Primer 1l

10 mM dNTP-Mix 2 pl

RNA x pl je nach Konzentration
DEPC-treated Water auf 12 pl aufgefullt

AnschlieBend erfolgte die Denaturierung des RNA-Primer Gemisches mit dem Labcycler
bei 65°C fir 5 min. Nachdem die Proben auf Eis gestellt wurden, wurde die reverse Tran-
skription der RNA durchgefiihrt. Hierzu wurden folgenden Reagenzien hinzugegeben (s.
Tabelle 34):

Tabelle 34: Mischverhiltnis der reversen Transkription

5x cDNA synthesis Buffer 4,0 ul
0,1 M DTT 1,0 ul
DEPC- treated water 1,1l
RNase OUT (40 U/pl) 1,0 ul
Cloned AMVRT (15 U/pl) 0,9 ul

Im Anschluss wurde erneut mittels Labcycler die reverse Transkription nach folgendem
Protokoll durchgefiihrt (s. Tabelle 35):



66

Tabelle 35: Protokoll der Reversen Transkription im Labcycler

Temperatur Zeit Schritt

25°C 10 min Primerhybridisierung
50°C 50 min Reverse Transkription

85 °C 5 min Inaktivierung der Reversen

Transkriptase

4°C oo Lagerung

AbschlieBend wurde die cDNA mit 80 pl RNase freiem Wasser verdiinnt, um eine Kon-
zentration von 10 ng/ul (cDNA aus Zelllinie) und 5 ng/ul (cDNA aus Tumorgewebe) zu
erhalten. Fur den weiteren Gebrauch wird die cDNA bei -20 °C gelagert.

111.2.6 Immunhistochemie

Zur immunhistochemischen Untersuchung wurden sogenannte , Tissue micro arrays (=
TMA) verwendet, auf welchen sich zwischen 10-24 Tumorproben befanden. In Koope-
ration mit dem ,Helmholtz-Zentrum Miinchen, Abteilung fiir analytische Pathologie®,
wurden diese mittels der Ventana DISCOVERY® XT- Maschine angefarbt. Nach Ent-
paraffinierung wurden die Schnitte mit Hitze und CC1-Puffer behandelt und anschlie-
Bend fir 12 h mit dem priméaren KLK14-Antikorper (Verdiinnung 1:20) inkubiert. Als An-
tikdrper wurde der KLK14-Antikérper von R&D System verwendet, da dieser am wenigs-
ten Kreuzreaktionen aufwies. Danach erfolgte die Inkubation mit einem Sekundaranti-
korper und die Detektion mit DAB-Substrat. AbschlieRend folgte eine Gegenfarbung mit
Hamatoxylin (s. Protokoll im Anhang).

Die gefarbten Schnitte wurden mittels Hamamatsu Nanozoomer XT eingescannt und mit
der Software NDP Scan bearbeitet und vergrof3ert.

Die Intensitat derimmunhistochemischen Farbungen von Ovarialkarzinomen wurde von
zwei unabhangigen Pathologen (Prof. A. Walch und Dr. P. Dettmar) durchgefiihrt und
wie folgt bewertet (s. Tabelle 36):

Tabelle 36: Bewertung der immunhistochemischen Analysen bei fortgeschrittenem serésen Ovarialkar-
zinom

Punktzahl Farbeintensitat
0 keine

1 schwach

2 moderat

3 stark

Die immunhistochemischen Farbungen von Mammakarzinomen wurden von denselben
zwei unabhangigen Pathologen mit einem Zwei-Punkte-Scoring bewertet. Dabei wurde
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die Intensitat der Farbungen als auch die Anzahl gefarbter Tumorzellen (positiv) ermit-
telt (s. Tabelle 37).

Tabelle 37: Bewertung der immunhistochemischen Analysen bei triple-negativem Mammakarzinom

Punktzahl Farbeintensitat Positive Zellen

0 keine keine

1 schwach weniger als 10 %

2 moderat zwischen 10 und 50 %
3 stark zwischen 51 und 80 %
4 mehr als 80 %

Diese beiden Punktzahlen wurden miteinander multipliziert und ergaben einen soge-
nannten immunreaktiven Score (IRS) (s. Tabelle 38):

Tabelle 38: Immunreaktiver Score (IRS)

Punktzahl Interpretation der Firbung
0-2 negativ

3-4 schwach positiv

6-8 moderat positiv

9-12 stark positiv

111.2.7 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung wurde mittels SPSS Software Version 22.0 durchgefiihrt. Bei
allen Analysen wurde eine statistische Signifikanz bei einem p-Wert von < 0,05 ange-
nommen. Deskriptive Daten wurden mittels absoluter Haufigkeit sowie mit Mittelwert,
Median, Perzentilen und Standardabweichung dargestellt. Die klinischen Parameter,
wie das Alter der Patienten, der Resttumor und das Aszites-Volumen wurden jeweils in
2 Gruppen (Alter < 60 vs. > 60, Resttumor 0 mm vs. < 0 mm, Aszitesvolumen < 500 ml
vs. > 500 ml) eingeteilt.

Um einen Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und der KLK13-mRNA-Ex-
pression zu ermitteln, wurde der Chi?-Unabhangigkeitstest angewandt und in Kreuztab-
ellen dargestellt.

Das 5-Jahres-Gesamtiiberleben und das 5-Jahres progressionsfreie Uberleben wurden
mittels Kaplan-Meier-Uberlebenskurven dargestellt, wobei die Signifikanz mittels Log-
Rank-Test erfolgte. Dabei setzten sich das Gesamtiiberleben aus der Differenz vom Tag
der Operation und dem Tag des Versterbens und das progressionsfreie Uberleben vom
Tag der Operation bis zum Tag der Rezidivdiagnose zusammen. Patientinnen mit einem
progressionsfreien Uberleben unter 3 Monaten wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Um Korrelationen zwischen den verschieden mRNA-Expressionen der KLK-Mitglieder
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nachzuweisen, wurden Mann-Whitney-Testanalysen durchgefiihrt und der Korrelati-
onskoeffizient nach Spearman (R) bestimmt. Graphisch wurde die Korrelation der
KLK13-mRNA mit anderen KLK-Mitgliedern in Streudiagrammen und Boxplots darge-
stellt. Um den Einfluss der klinischen Parameter und die KLK13-mRNA-Expression auf
das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben zu priifen, wurden sowohl
univariate als auch multivariate Cox-Regressionsanalysen durchgefiihrt. Hierzu wurde
die Hazard-Rate (= HR) und das 95%-Konfidenzintervall (= 95%-Kl) angegeben.
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Ergebnisse

IV.1 Klinische Relevanz der KLK13-mRNA-Expression beim
fortgeschrittenen ser6sen Ovarialkarzinom

Mit Hilfe der quantitativen Polymerasekettenreaktion wurde Tumorgewebe von insge-
samt 91 Patientenproben mit fortgeschrittenem, serésen Ovarialkarzinom (FIGOIII/IV)
auf die Expression von KLK13 untersucht. RNA aus Patientenproben, die eine ungeni-
gende Qualitat aufweisen, Patientenproben, die aus nicht rein serésen Ovarialkarzino-
men stammten oder Proben von Patientinnen, die zuvor eine neoadjuvante Therapie
erhalten hatten, wurden von der Auswertung ausgeschlossen (s. I.1.1, Tabelle 5). Dem-
nach enthalten die folgenden Analysen Proben von 88 Patientinnen.

IV.1.1 Etablierung des qPCR-Systems

Hierzu wurde in vier Durchldufen die Sensitivitat des Systems mittels Standardverdin-
nungsreihen (DNAO-DNA4; 30-1,875 ng) von cDNA aus einer KLK13-exprimierenden Zell-
linie (OVMZ-6-KLK13) bestimmt. Es wurde der Korrelationskoeffizient R?, die Effizienz
und 2exp-AACt fiir die Verdiinnungsreihen ermittelt (s. Abbildung 5). Bei einem R2-Wert
von 0,9-1,0 und einer Effizienz zwischen 1,9-2,0 wurde der Test als robust und stabil
bewertet. Um die Spezifitat des gPCR-Systems sicherzustellen, wurden verschiedene
Negativ-Kontrollen (Referenzzelllinie ohne endogene KLK-Expression, Reverse-Tran-
skription-Negativkontrolle, genomische DNA, nicht transkribierte RNA und PCR-Master-
mix ohne cDNA) bei allen Durchlaufen mitgefiihrt. AnschlieRend wurde in 4 unabhangi-
gen gPCR-Durchldufen mit 4 gleichen Ovarialkarzinomproben (OVD1-4) die Robustheit
des qPCR-Systems uberprift. Die Normalisierung des KLK13-mRNA-Niveaus erfolgte
mittels relativer Quantifizierung zum Referenzgen HPRT und einer Kalibrator-cDNA (Zell-
linie OVMZ-6-KLK13) mit der 2exp-AACt—Methode (s. Abbildung 6).

Zusatzlich wurde der prozentuale Fehler sowohl innerhalb verschiedener Durchldufe als
auch innerhalb eines Versuches berechnet. Da dieser bei der Verdliinnungsreihe als auch
bei der Versuchsreihe mit Patientenproben unter 30 % lag, konnte eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat fir ein robustes qPCR-System angenommen werden.
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Abbildung 5: Beispiel einer Verdiinnungsreihe fiir KLK13 und HPRT mit der cDONA OVMZ6/KLK13 (DNAO-
DNA4, 30-1,875ng)

A) Die gemessenen Ct-Werte wurden auf der y-Achse gegen die bekannten Konzentrationen der Verdiin-
nungen logarithmisch auf der x-Achse aufgetragen.

Der Korrelationskoeffizienten R? lag bei allen durchgefiihrten Liufen fir KLK13 Gber 0,99 und fir HPRT
Uber 0,98. Fiir HPRT betrug die Effizienz einen Wert von 1,97 bis 2,00. Fir KLK13 war diese bei Werten um
die 1,74 bis 1,94. Die beiden Geraden laufen parallel, was fiir eine effiziente und konstante Amplifikation
der beiden Gene spricht.

B) Es wurden 4 qPCR-Durchldufe mit 4 verschiedenen KLK13-DNA (1-4) durchgefihrt. Fir alle 4 Liufe
wurde der Wert 222 f{ir die verschiedenen KLK13-DNA ermittelt und in einem Balkendiagramm darge-
stellt. Innerhalb eines Durchlaufs wurde jeweils 3-mal die gleiche DNA verwendet und der 22 -Mittel-
wert verwendet. Der prozentuale Fehler innerhalb eines qPCR-Durchlaufs und zwischen den verschiede-
nen Laufen war unter 30%.
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Abbildung 6: Auswertung der 4 Ovarialkarzinomproben (OVD1-4) mittels Berechnung von 2-AACt fiir
KLK13

Es erfolgte die Auswertung der KLK13-mRNA-Expression in vier verschiedenen Ovarialkarzinomproben in
vier verschiedenen qPCR-Durchldufen. Die Auswertung erfolgte wie mittels Berechnung von 2-AACt, wo-
bei sich AACt aus der Subtraktion von ACt (Ovarialkarzinomproben) und ACt (Zelllinie OVMZ6/KLK13)
ergibt. Das Balkendiagramm zeigt, dass in den verschiedenen durchgefiihrten Laufen eine geringe Abwei-
chung besteht und der ermittelte prozentuale Fehler unter 30 % betrug, und somit ist die Robustheit des
gPCR Systems angenommen.

IV.1.2 KLK13 mRNA Expressionslevel im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom

Die KLK13-mRNA-Expressionslevel wurden mittels der 222t — Methode errechnet. Bei
der Auswertung wurden PCR-Laufe fiir solche Ovarialkarzinomproben wiederholt, die
im ersten Lauf keine oder zu hohe (>30) Ct-Werte aufwiesen. Des Weiteren wurden ein-
zelne ausgewahlte Proben wiederholt, um Standardabweichungen innerhalb zweier va-
lider Durchldufe zu prifen. AnschlieBend wurden Proben nach folgenden Kriterien aus-
geschlossen:

1. wenn ein Ct-Wert fir HPRT > 35 war

2. wenn der prozentuale Fehler (auch nach Wiederholungen) sowohl bei HPRT als
auch KLK13 > 30% betrug

3. wenn die errechnete prozentuale Standardabweichung der ermittelten 2-42Ct
Werte sowohl bei HPRT als auch bei KLK13 zweier valider Durchlaufe > 47,1 %
war.

Es konnten am Ende der qPCR-Analysen 88 Proben fur KLK13 mit fortgeschrittenem
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serdsen Ovarialkarzinom fiir die weitere statische Auswertung verwendet werden. Pa-
rallel wurden von einer Kollegin der Arbeitsgruppe, Nancy Ahmed, dieselben Proben auf
die KLK14-mRNA-Expressionslevel untersucht und mit der Effizienzkorrektur-Methode
berechnet (Dettmar et al., 2018). Die Analysen fir die KLK14-mRNA-Expression werden
im Folgenden als zusatzlicher ,,Biomarker” zum Teil mit aufgefiihrt. Die unten aufge-
fuhrte Tabelle 39 zeigt die mRNA-Expressionslevel fur KLK13 (222-Methode) und die
KLK14- mRNA-Expression (effizienzkorrigierte Methode) mit Bestimmung von wichtigen
Einteilungskriterien (Median, Mittelwert usw.).

Tabelle 39: Deskriptive Statistik der KLK13 und KLK14-mRNA-Expressionslevel

KLK13 KLK14
Anzahl der Proben 88 88
Mittelwert 3,06 0,03
Standardabweichung 3,97 0,08
Minimum 0,03 0
Maximum 24,59 0,55
25.Perzentile 0,78 0,00 (0,004)
Median 1,61 0,01
75.Perzentile 3,99 0,03

Es ist zu erkennen, dass die Expressionsmuster fir KLK13 und KLK14 weit gestreut sind,
da Mittelwert und Median stark voneinander abweichen. Im Gegensatz zu den KLK13-
Expressionswerten waren die von KLK14 mit einem Maximum von 0,55 deutlich niedri-
ger. Fir die weiteren statistischen Analysen wurden die mRNA-Expressionslevel von
KLK13 (und KLK14) in zwei Gruppen eingeteilt (s. Abbildung 7). Hierzu wurde das 75.
Perzentil als sogenannter ,,Cut-Off” verwendet. Ein niedriges Expressionslevel wird fur
das 1., 2. und 3. Quartil, ein hohes Expressionslevel fiir das 4. Quartil angenommen.
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Abbildung 7: Relative KLK13-mRNA-Expression im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom

Es erfolgt, die Einteilung der mRNA-Expressionslevel von KLK13 in zwei Gruppen. Das 75. Perzentil diente
als sogenannter ,,Cut-Off“. Die Anzahl der hohen Expressionslevel betrdgt fir KLK13 n = 24 und zu den
niedrigen Expressionslevel werden n = 64 gezihlt.

IV.1.3 Assoziation zwischen etablierten klinischen Parametern fiir Ovarialkarzinome
und der KLK13-mRNA-Expression

Mit dem Chi2-Unabhingigkeitstest wurde geprift, ob ein Zusammenhang zwischen
etablierten klinischen Faktoren fiir Eierstockkrebs, wie das Alter, das prdaoperative
Aszitesvolumen und der postoperativen Resttumormasse und dem mRNA-Expressions-
niveau von KLK13 besteht. Fir den Chi2.-Unabhiangigkeitstest wurden die zu untersu-
chenden klinischen Parameter jeweils gruppiert und mit den mRNA-Expressionsniveaus
(niedrig/hoch) von KLK13 korreliert. Wie in Tabelle 40 dargestellt, bestehen keine signi-
fikanten Zusammenhange zwischen den mRNA-Werten von KLK13 in Bezug auf die etab-
lierten prognostischen Parameter des Ovarialkarzinoms.
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Tabelle 40: Assoziation zwischen etablierten klinischen Parametern fiir Ovarialkarzinome und KLK13-
mRNA-Expression

Klinische Parameter Anzahl der Patienten KLK132

niedrig/hoch

Gesamtanzahl der Patien- 88 64/24
ten

Alter p=0,223
<60 Jahre 42 28/14

> 60 Jahre 46 36/10
Resttumor p=0,920
>0 mm 37 27/10
>0mm 50 36/14
Aszites p =0,894
<500 ml 40 29/11

> 500 ml 42 31/11

2Cut-off:75. Perzentil

IV.1.4 Assoziation von KLK13/KLK14-mRNA-Expression sowie den klinisch etablierten
Parametern mit dem Gesamtiiberleben und progressionsfreiem Uberleben

Mit Hilfe von sowohl univariaten als auch multivariaten Cox-Regressionsanalysen
konnte die Assoziation zwischen den hohen und niedrigen KLK13-mRNA-Expressionsni-
veaus und dem Gesamtiiberleben bzw. progressionsfreien Uberleben untersucht wer-
den. Zudem wurde die Starke der Assoziation der etablierten klinischen Prognosefakto-
ren und dem 5-Jahres-Uberleben und 5-Jahre-progressionsfreien Uberleben analysiert.
Hierzu wurden alle zu untersuchenden Parameter in 2 Gruppen eingeteilt (0 mm Rest-
tumor vs. > 0 mm, Alter < 60 Jahren vs. > 60 Jahren und Aszitesvolumen < 500 ml vs. >
500 ml, KLK13/14 hoch vs. niedrig). Den Erwartungen entsprechend wiesen Patienten
mit Resttumor und hohem praoperativem Aszitesvolumen ein signifikant klirzeres Ge-
samtiberleben (HR = 3,71; 95%-KI = 2,02-6,83; p < 0,001 und HR = 1,81; 95%-KI = 1,03-
3,19; p = 0,041) und progressionsfreies Uberleben (HR = 3,15; 95%-KI = 1,79-5,56; p <
0,001 und HR =1,91; 95%-KI = 1,08-3,39; p = 0,026) auf. Patientinnen mit hohen KLK13-
mMRNA-Expressionslevel zeigten ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben (HR = 1,81;
95%-KI =1,03-3,19; p = 0,041) und erhdhtes Risiko fiir Rezidive (HR =1,97; 95%-Kl =1,12-
3,47; p=0,020). Im Gegensatz zu KLK13 waren hohe KLK14-mRNA-Expressionswerte sig-
nifikant mit langerem progressionsfreiem Uberleben assoziiert (HR = 0,44; 95%-KI =
0,22-0,86; p = 0,017), wahrend nur ein Trend zur Signifikanz fiir das 5-Jahres-Uberleben
beobachtet werden konnte (HR = 0,54; 95%-KI = 0,28-1,05; p = 0,070) (s. Tabelle 41). Das
Alter der Patientin zeigte keine Korrelation mit dem Rezidivrisiko und Uberleben. Mittels
Kaplan-Meier-Schatzungen konnte der Zusammenhang zwischen dem klinischen Ergeb-
nis und den Prognoseparametern, sowie der KLK13-Expression zusatzlich bestatigt wer-
den (s. Abbildung 8 und 9).
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Tabelle 41: Univariate Cox-Regressionsanalyse des Gesamt- bzw. progressionsfreien Uberlebens bei Pa-
tientinnen mit fortgeschrittenem serésen Ovarialkarzinom (FIGO 111/1V) in Bezug auf klinisch etablierte
Prognosefaktoren und KLK13/14 Expression

Klinische Para-
meter

Gesamtiiberleben

(60 Monate)

Progressionsfreies Uberleben

(60 Monate)

N? HR (95% KI)° p N HR(95% KI)® p
Alter 0,370 0,422
<60 Jahre 39 1 32 1
> 60 Jahre 45 1,28(0,75-2,20) 38 1,25(0,73-2,15)
Resttumor < 0,001 < 0,001
0 mm 37 1 34 1
>0 mm 46 3,71(2,02-6,83) 36 3,15(1,79-5,56)
Aszites 0,037 0,026
<500 ml 40 1 351
1,82
> 500 ml 38 30 1,91 (1,08-3,39)
(1,04-3,21)
KLK13 mRNA 0,041 0,020
niedrig 59 1 46 1
hoch 23 1,81(1,03-3,19) 22 1,97 (1,12-3,47)
KLK14 mRNA 0,070 0,017
niedrig 60 1 49 1
hoch 22 0,54 (0,28- 19 0,44 (0,22-0,86)

1,05)

2Anzahl der Patienten

P Hazard-Rate und 95% Konfidenzintervall der univariaten Cox-Regressionsanalyse
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Abbildung 8: Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben bei fortgeschrittenem serésen Ovari-
alkarzinom (FIGOIII/IV) nach Kaplan-Meier in Abhéngigkeit von etablierten klinischen Prognoseparame-
tern (Aszitesvolumen und Resttumormasse)

A) Eine Resttumormasse zeigt sowohl ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben (p < 0,001, linke Abbil-
dung) als auch ein progressionsfreies Uberleben (p < 0,001, rechte Abbildung).

B) Zusatzlich spricht auch ein héheres praoperatives Aszitesvolumen (> 500 ml) fiir ein schlechteres 5-
Jahres- Uberleben (p = 0,034, linke Abbildung) und h&heres Rezidivrisiko (p = 0,016, rechte Abbildung).
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Abbildung 9: Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben bei fortgeschrittenen serdsen Ovari-
alkarzinom (FIGOIII/IV) nach Kaplan-Meier in Abhéngigkeit von der KLK13-mRNA-Expression

Patientinnen mit einer niedrigen KLK13-mRNA-Expression zeigen ein signifikant besseres Gesamtiberle-
ben (p = 0,037, linke Abbildung) sowie ein geringeres Risiko an einem Rezidiv zu erkranken (p = 0,016,
rechte Abbildung). Als ,,Cut-off” fir die mRNA-Spiegel von KLK13 wurde das 75. Perzentil verwendet.

SchlieRlich wurde eine multivariate Regressionsanalyse nach Cox durchgefiihrt, um die
unabhangige Beziehung der KLK13- und KLK14-mRNA-Expression in Bezug zu anderen
etablierten klinischen Parametern auf das Gesamt- und progressionsfreie Uberleben zu
prifen. Hierzu wurde ein Basismodell aus den etablierten klinischen Prognoseparame-
tern (Alter, Aszitesvolumen, Resttumormasse) erstellt und anschlieBend separat die di-
chotomisierten KLK13- oder KLK14-mRNA-Expressionlevel hinzugefiigt. Man konnte im
Basismodell beobachten, dass nur die verbleibende Tumormasse ein pradiktiver Marker
fiir ein schlechteres 5-Jahres-Uberleben (HR = 3,46; 95%-KI = 1,66-7,20; p = 0,001) und
progressionsfreies Uberleben (HR = 3,12; 95%-KI = 1,49-6,51; p = 0,002) darstellte. Hin-
gegen verlor der Faktor praoperatives hoheres Aszitesvolumen seine pradiktive Bedeu-
tung (Gesamtiiberleben: HR = 1,09, 95%-KI = 0,56-2,13; p = 0,809, progressionsfreies
Uberleben: HR = 1,20, 95%-K| = 0,60-2,41, p = 0,604). Beim separaten Hinzufiigen von
KLK13 konnte ein Trend zur Signifikanz fir das Gesamtiberleben (HR = 1,82; 95%-KI =
0,99-3,35; p = 0,054) gesehen werden. Bei KLK14 zeigte sich gegeniiber dem Gesamt-
Uberleben ein Trend zur Signifikanz (HR = 0,52; 95%-KI = 0,25-1,06; p = 0,073). Jedoch
stellen sowohl die KLK13- als auch KLK14-mRNA-Expressionslevel eine unabhdngige
prognostische Bedeutung in Bezug auf das Risiko eines Rezidivs dar (KLK13: HR = 1,87;
95%-KI = 1,02-3,44; p = 0,043, KLK14: HR = 0,40; 95%-KI = 0,19-0,84; p = 0,016). Flgte
man dagegen KLK13 und KLK14 gleichzeitig zum Basismodell hinzu, konnte in der multi-
variablen Analyse gezeigt werden, dass hohe KLK13-Werte fir ein kiirzeres Gesamtuber-
leben (HR = 2,05; 95%-KI = 1,08-3,88; p = 0,020) sowie progressionsfreies Uberleben (HR
= 2,14; 95%-KI = 1,13-4,08; p = 0,037) sprechen. Im Gegensatz dazu sind hohe KLK14-
Werte mit einem langeren Gesamt- und progressionsfreien Uberleben (Gesamtiiberle-
ben: HR = 0,46; 95%-KI = 0,22-0,95; p = 0,037; Progressionsfreies Uberleben: HR = 0,36;
95%-KI = 0,17-0,76; p = 0,007) assoziiert (s. Tabelle 42).
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Tabelle 42: Multivariate Cox-Regressionsanalyse des Gesamt- bzw. progressionsfreien Uberlebens bei
Patienten mit fortgeschrittenem serésen Ovarialkarzinom (FIGO 11I/1V) in Bezug auf klinisch etablierte

Prognosefaktoren und KLK13/14 Expression

Gesamtiiberleben

Progressionsfreies Uberleben

Klinische
Parameter (60 Monate) (60 Monate)
N® HR (95% KI)P p N® HR (95% KI)P p
Alter 0,888 0,366
<60 Jahre 39 1 32 1
> 60 Jahre 45 1,05 (0,56- 1,95) 38 0,74 (0,39-1,42)
Resttumor 0,001 0,002
0mm 37 1 34 1
>0 mm 46 3,46 (1,66- 7,20) 36 3,12 (1,49-6,51)
Aszites 0,809 0,604
<500 ml 40 1 35 1
> 500 ml 38 1,09 (0,56-2,13) 30 1,20(0,60-2,41)
KLK13 mRNA 0,054 0,043
niedrig 59 1 46 1
hoch 23 1,82 (0,99- 3,35) 22 1,87 (1,02-3,44)
KLK14 mRNA 0,073 0,016
niedrig 60 1 49 1
hoch 22 0,52(0,25-1,06) 19 0,40 (0,19-0,84)
KLK13 mRNA 0,028 0,020
niedrig 59 1 46 1
hoch 23 2,05(1,08-3,88) 22 2,14 (1,13- 4,08)
KLK14 mRNA 0,037 0,007
niedrig 60 1 49 1
hoch 22 0,46 (0,22-0,95) 19 0,36 (0,17-0,76)

Als Basismodell dienten die fiir das Ovarialkarzinom etablierten klinischen Prognoseparameter zu dem

sowohl separat als auch gleichzeitig die KLK13 und KLK14 mRNA Expression hinzugefligt wurde.

2Anzahl der Patienten

P Hazard-Rate und 95% Konfidenzintervall der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
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IV.1.5 Korrelation der mRNA-Expression verschiedener Mitglieder der Kallikrein-
ahnlichen Peptidasen zueinander beim fortgeschrittenen serésen
Ovarialkarzinom

In der Arbeitsgruppe der klinischen Forschergruppe der Frauenklinik des Klinikums
rechts der Isar wurden weitere KLK-Mitglieder auf ihre mRNA-Expression mittels gPCR
beim fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom (FIGO IIl/IV) untersucht und fiir statis-
tische Auswertungen zur Verfligung gestellt. Um einen Zusammenhang der mRNA-Ex-
pression der verschiedenen Mitglieder der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen im Ovarial-
karzinom zu prifen, wurde eine nichtparametrische Korrelationsanalyse nach Spearman
durchgefiihrt (s. Tabelle 43). Nachdem eine Korrelation durch den Spearman-Test fest-
gestellt wurde, bestdtigte sich dieses Ergebnis nochmals mit der Mann-Whitney-
Testanalyse und mit der Boxplot- Darstellung (s. Abbildung 10).

Es konnte mittels Rangkorrelationsanalyse nach Spearman gezeigt werden, dass eine
signifikant moderate Korrelation zwischen der KLK13- und KLK10- (R = 0,544, p < 0,001)
sowie KLK11- (R = 0,541, p < 0,001) mRNA-Expression besteht. Der Zusammenhang der
MRNA-Expression von KLK13 und KLK10 bzw. KLK11 konnte durch den Mann-Whitney-
Test zusatzlich verifiziert werden (p < 0,001). Des Weiteren wurden moderat hohe Kor-
relationen der mRNA-Expressionen zwischen weiteren KLK-Mitgliedern festgestellt, vor
allem zwischen KLK9/15, KLK6/10 und KLK10/11 (s. Tabelle 43).
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Tabelle 43: Korrelation zwischen der untersuchten mRNA-Expression der verschiedenen KLK-Mitglie-
der (KLKS, -8, -9, -10, -11, -13, -14, -15) im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom

KLK6

KLK8

KLK9

KLK10

KLK11

KLK14

KLK15

KLK13

KLK15

KLK14

KLK11

KLK10

KLK9

KLK8

R =0,393
p < 0,001

R=-0,128
p < 0,001

R=0,228
p=0,033

R=0,317
p =0,003

R=0,557
p < 0,001

R =0,078
p = 0,484

R =0,476
p < 0,001

R=0,263
p=0,013

R =0,184
p=0,117

R=0,162
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Abbildung 8: Korrelationen der KLK13-mRNA-Expression mit KLK10- und KLK11-mRNA-Expressionslevel
im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom

A) Die KLK13-mRNA-Expression korreliert signifikant mit dem KLK10-mRNA-Spiegel im Ovarialkarzinom.
In der linken Abbildung wurden die KLK13- und KLK10-mRNA-Expressionslevel als lineare Faktoren in ei-
nem Streudiagramm dargestellt (Spearman-Korrelationsanalyse: R = 0,544, p < 0,001). Rechts wurden die
KLK13-mRNA-Spiegel durch das 75. Perzentil gruppiert und auf eine Korrelation mit den KLK10-mRNA-
Werten gepriift (Mann-Whitney-Test: p < 0,001).

B) Zudem besteht eine signifikante Korrelation der KLK13-und KLK11-mRNA-Spiegel im fortgeschrittenen
serdsen Ovarialkarzinom. Links erfolgte die Abbildung der KLK13- und KLK11-mRNA-Werte als lineare Fak-
toren mit Darstellung in einem Streudiagramm (Spearman-Korrelationsanalyse: R = 0,541, p < 0,001). In
der Abbildung rechts sind die KLK13-mRNA in niedrige (1. + 2. + 3. Quartil) und hohe (4. Quartil) Werte
aufgeteilt und wurden mit den KLK11 mRNA-Spiegeln korreliert (Mann-Whitney-Test: p < 0,001).

Zusammenfassend lasst sich zeigen, dass eine hohe KLK13-mRNA-Expression mit einer
schlechten Prognose fiir das Gesamtiiberleben und progressionsfreie Uberleben im fort-
geschrittenem serésen Ovarialkarzinom einhergeht. Im Gegensatz war eine hohe KLK14-
MRNA-Expression mit einer besseren Prognose fiir das fortgeschrittene serése Ovarial-
karzinom assoziiert (Dettmar et al., 2018). Ziel des nachsten Schritts war, zu untersu-
chen, ob es moglich ist, neben der mRNA-Analyse auch die Proteinexpression dieser bei-
den KLKs im Tumorgewebe zu untersuchen.
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IV.2 Charakterisierung von Antikorpern fiir die Analyse der KLK13- und
KLK14-mRNA-Expression beim fortgeschrittenen serésen
Ovarialkarzinom und triple-negativen Mammakarzinom

Fir die Etablierung der immunhistochemischen Untersuchung der KLK13 und KLK14-
Proteinexpression beim fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom und triple-negativen
Mammakarzinom sollten jeweils zwei kommerziell erhiltliche Antikdrper getestet wer-
den, ob diese fir immunhistologische Analysen geeignet sind. Nachdem die KLK-Familie
aus 15 homologen Proteasen mit hoher Sequenzhomologie (ca. 40-60% identische Ami-
nosduren) besteht, musste zunadchst untersucht werden, ob die Antikorper spezifisch
nur auf KLK13 bzw. KLK14 reagieren.

IV.2.1 Klonierung der Proform der Kallikrein-dhnlichen Peptidase 1

Da in unserem Labor alle Proformen der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen (2-15) mit Aus-
nahme der Proform der Kallikrein-ahnlichen Peptidase 1 zur Verfligung standen, sollte
hierzu zunachst die Kallikrein-dhnliche Peptidase 1 hergestellt und aufgereinigt werden.
Dies war vor allem wichtig, um bei spateren Antikdrpertestungen mégliche Kreuzreakti-
onen aufzudecken.

Fir die Klonierung der kodierenden Sequenz von pro-KLK1 wurden folgende Schritte
durchgefiihrt (s. Abbildung 11):

1) Amplifizierung der pro-KLK1-Sequenz (s. IV. 2.1.1)
2) Behandlung mit Restriktionsenzymen Sal | und Bam HI (s. IV.2.1.2)

3) Ligation des pro-KLK1-Fragments in den pQE100-Vektor und Transformation in E.coli
(s.1v.2.1.3)

Um die korrekte Klonierung von KLK1 zu verifizieren, erfolgte als letzter Schritt die Se-
guenzierungsanalyse (s. 1V.2.1.4 und IV.2.1.5)
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Klonierung der Proform der Kallikrein-ahnlichen Peptidase
1

Als Ausgangsprodukt wurde die cDNA des Pro-KLK 1 von Abgent, San Diego (obere Abbildung) verwendet.
Diese wurde mit zwei Primerpaaren forward und reverse (blaue Balken) versetzt und durch Polymerase-
kettenreaktion vervielfaltigt. Danach wurde sowohl das PCR-Fragment als auch der Vektor pQE100 mit
den Restriktionsenzymen Sal | und Bam HI geschnitten (mittlere Abbildung). AnschlieRend erfolgte die
Ligation des PCR-Fragments in den Vektor. Die untere Abbildung zeigt den Vektor, welcher matures KLK1
mit dem nativen Propetid, einen 6xHis-Tag am N-Terminus sowie Tag 100 am C-Terminus umfasst. Der
6xHis-Tag dient spater als Bindungsstelle fiir Nickelionen und kann die Identifizierung des Proteins moglich
machen bzw. kann zur Reinigung des Proteins verwendet werden. Durch spezielle Antikérper kann auch
der Tag 100 detektiert werden.

IV.2.1.1 Vervielfdltigung der pro-KLK1 cDNA mittels PCR

Zur Amplifikation der pro-KLK1-Sequenz wurde eine PCR mit pro-KLK1-cDNA, Primern,
DNA-Polymerase und Nukleotidtriphosphat-Bausteinen durchgefiihrt. Da die Sequen-
zen, die an das Template mit Hilfe der Primer angehangt werden sollen, zu lang fiir eine
PCR-Reaktion werden, wurden zwei aufeinander aufbauende PCR-Reaktionen durchge-
fUhrt. Durch die Primer wurden kurze Sequenzen an das Amplikon angefiigt, die als Re-
striktionschnittstellen fir Sal | und Bam HI dienen. Die PCR-Produkte wurden mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert (s. Abbildung 12). Hier wurde bei beiden Durchlau-
fen ein PCR-Produkt auf Hohe von etwa 750-770 Basenpaaren (bp), welches der cDNA
far pro-KLK1 entspricht, detektiert.
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Abbildung 10: PCR-Produkte von pro-KLK 1

Das Agarosegel zeigt die vervielfaltigten pro-KLK1-cDNA-Fragmente auf einer Héhe von etwa 750-770 Ba-
senpaaren (bp). Der aufgetragene Marker gibt verschiedene Banden als Referenzwerte in bp an. Reihe 1
(1.PCR) zeigt das pro-KLK1-Fragment nach einmaligem PCR-Lauf. Reihe 2 (2.PCR) stellt pro-KLK1 nach dem
zweiten PCR-Lauf dar.

Fiir die weiteren Klonierungsschritte wurde das cDNA-Fragment des zweiten Laufs ver-
wendet.

IV.2.1.2 Behandlung der DNA-Fragmente mit Restriktionsenzymen Bam HI und Sal |

Es erfolgte ein Restriktionsverdau des pro-KLK1-cDNA-Fragments (aus Punkt IV.2.1.1,
2.PCR) mit den Restriktionsendonukleasen Sal | und Bam HI, um die Gensequenzen der
cDNA auf die Vektor-DNA abzustimmen. Anschliefend wurde nochmals eine elektro-
phoretische Auftrennung mittels Agarosegel durchgefiihrt (s. Abbildung 13). Dies diente
der Konzentrationsabschatzung des Verhaltnisses von Vektor zu Fragment fiir die an-
schliefende Ligation. Fiir die Ligation wurde ein molares Fragment-Vektor-Verhaltnis
von 5:1 gewahlt.
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Abbildung 11: Pro-KLK1 nach Restriktion mit Sal | und Bam HlI

Das Gel zeigt rechts den Marker zur Bestimmung der GréRe der DNA-Fragmente. Mittig lauft der pQE100-
Vektor, welcher zur Konzentrationsabschatzung des Verhaltnisses Vektor zu Fragment fur die darauffol-
gende Ligation diente. Links befindet sich die mit Sal | und Bam HI behandelte cDNA von KLK1, mit einer
GroRe von ca. 745 bp.

IV.2.1.3 Ligation des pro-KLK1-DNA-Fragments in den Vektor pQE100 und
Transformation in E.coli

Durch die Behandlung mit Restriktionsendonukleasen sind die freien Enden von Vektor
und pro-KLK1-Fragment aufeinander abgestimmt. Es konnte somit aus dem Vektor und
dem pro-KLK1-Fragment ein Expressionsplasmid hergestellt werden. Um das Plasmid zu
amplifizieren, wurde dieses in zwei verschiedene E.coli-Stamme (XL1 blue und M15
[pREP4] ) transformiert. Fiir die weiteren Untersuchungen wurden jedoch nur die E.coli-
Stamme von M15 [pREP4] verwendet.

IV.2.1.4 Restriktionsanalysen der klonierten Plasmide

Nach Prdparation der Plasmid-DNA wurde mittels Restriktionsanalyse mit den vorher
verwendeten Enzymen Bam HI und Sal | der Erfolg der Ligation Gberprift. Es konnte
mittels elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel gezeigt werden, dass die ver-
schiedenen Klone jeweils den pQE 100-Vektor und das gewiinschte pro-KLK1-Fragment
enthielten (s. Abbildung 14).
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Abbildung 12: Restriktionsprodukte von Pro-KLK1 nach Restriktionsanalyse mit den Enzymen Sal | und
Bam HI

Auf beiden Gelen befindet sich links der Marker zur Abschatzung der GrofRen der Fragmente. Es erfolgte
die Restriktion von 11 verschiedenen Klonen aus M15[pREP4] , die pro-KLK1 enthielten. Die obere starke
Bande, markiert mit einem Pfeil, stellt den pQE100-Vektor mit ca. 3000 bp dar. Die untere heller erschei-
nende Bande, auch mit einem Pfeil markiert, entspricht dem pro-KLK1-Fragment mit ca. 750 bp. Die zu-
satzlich schwacheren Schattenbanden sind Fragmente, die dem Plasmid [pREP4] des Stammes M15 zuge-
ordnet werden kdnnen.

IV.2.1.5 Sequenzierungsergebnisse

Zwei ausgewahlte Klone (Klon 8 und 11) wurden zur Plasmidsequenzierung eingeschickt.
Dies diente zur Uberpriifung, ob die pro-KLK1 die korrekten Nukleotidsequenzen auf-
weist. Die Sequenzierung erfolgte in der Firma ,,Eurofins Genomics DNA sequencing ser-
vice” in Ebersberg mit Hilfe eines Abgleichs von bereits verdffentlichten Nukleotidse-
guenzen. Es konnten keine Abweichungen zu den bereits veroffentlichten Nukleotidse-
guenzen festgestellt werden (s. Abbildung 15).
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Histidin-Tag Bam HI Pro-Sequenz
ATG  AGA GGA TCG |[CAT cAC _ CAT CAC _CAT __CAc| GGA 7TCC |GCG __CCC __CCG
M R <] s H H H H H H G s A P P
ATT cAG Tcc cCGG ATT GTG  GGA GGC TGG GAG TGT GAG CAG CAT  TCC
1 Q s R 1 v G G w E c E Q H s
cAG ccc TGG CAG GCG GCT CTG TAC CAT TTC AGC  ACT TTC cAG  TGT
Q P w Q A A L Y H F s T F Q c
GGG GGC ATC CTG GTG CAC CGC CAG TGG GTG CTC ACA GCT GCT  CAT
G G 1 L v H R Q w v L T A A H
TGC ATC AGC GAC AAT TAC CAG CTC TGG CTG GGT CGC CAC AAC  TTG
c 1 s D N Y Q L w L G R H N L
TTT GAC GAC GAA AAC ACA GCC CAG TTT GTT cAT GTC  AGT GAG AGC
F D D E N T A Q F \ H v s E s
TTC cca CAC cCcCT GGC TTC AAC ATG AGC CTC CTG GAG AAC CAC  AcCC
F P H P G F N M s L L E N H T
CAC  CAA GCA GAC GAG GAC TAC AGC CAC GAC CTC ATG cTte cTc cac
H Q A D E D Y s H D L M L L R
CTG ACA GAG CCT GCT GAT ACC ATC ACA GAC GCT GTG AAG GTC GTG
L T E P A D T 1 T D A v K v v
GAG TTG ccc  ACC  CAG GAA  CCC GAA GTG GGG AGC ACC TGT TTG ccT
E L P T Q E P E v G s T c L A
TCC GGC TGG GGC AGC ATC GAA CCA GAG AAT TTC TCA  TTT cCcA  GAT
s G w G s 1 E P E N F s F P D
GAT CcTC cAG  TGT GTG GAC cCTC AAA  ATC cTG CccT  AAT GAT GAG TGC
D L Q c \ D L K 1 L P N D E c
AAA  AAA GTC CAC GTC CAG AAG GTG ACA GAC TTC ATG cTte TGT GTC
K K v H v Q K i\ T D F M L c v
GGA CAC CTG GAA GGT GGC AAA GAC ACC TGT GTG GGT GAT TCA GGG
G H L E G G K D T c \ G D s G
GGCc ccG CcTG ATG TGT GAT GGT GTG cTC CAA GGT GTC ACA TCA TGG
< P L M c D < \ L a < v T s w
GGC TAC GTC ccT TGT GGC Acc ccc  AAT AAG CCT TCT GTC Gcc GTC
G Y v P c G T P N K P s i\ A v
AGA GTG cTe  TCT TAT GTG  AAG TG ATC GAG GAC ACC ATA Gca  GAG
R v L s Y v K w 1 E D T 1 A E
AAC  TCC GGT CGA CCT GCA GCC AAG CTT GAA GAG ACT GCA cGT TTC
N s ¢ R P A A K L E E T A R F
CAG CCG GGT TAT cGT TCT TAG
a ] G ¥ R s *

Sal |

Abbildung 13: Sequenzierungsergebnis der Proform der Kallikrein-dhnlichen Peptidase 1

Die Sequenz des rekombinanten pro-KLK1 (in pQE100) beinhaltet eine Histidin-Tag (blauer Kasten), ein
Tagl00-Epitop (griner Kasten), sowie die Schnittstellen Bam HI und Sal | (rot markiert). Die Pro-Sequenz
des KLK1 ist im grauen Kasten zu finden. Die mature KLK1-Sequenz liegt zwischen den beiden gelben Pfei-
len. Die Zellklone 8 und 11 entsprachen beide der gleichen DNA-Sequenz und wurden von der Firma Eu-
rofins analysiert.

IV.2.2 Expression und Reinigung der Proform KLK1

Flr weitere Analysen war es wichtig, ausreichende Mengen des rekombinanten KLK1-
Proteins zu erhalten. Die Expression des Proteins erfolgt durch eine Aktivierung der bak-
teriellen Genexpression von pro-KLK1 mittels IPTG. Wie bereits in 111.2.2.9 beschrieben
enthalt der pQE 100-Vektor eine zweifache lac-Operator- Sequenz, die durch ein lac-
Repressor-Protein gehemmt wird. In Abwesenheit von Galaktose ist das lac-Repressor-
Protein aktiv. Bindet jedoch IPTG an den lac-Repressor, wird dieser inaktiviert und die
Expression von KLK1 kann erfolgen. Die Reinigung der Proform von KLK1 kann mit Hilfe
des Histidin-Tags am N-Terminus moglich gemacht werden. Aufgrund der sechs Histidin-
Einheiten besteht eine groRe Affinitat zu Nickel-NTA-Agarose bei neutralem/basischem
pH.

IV.2.2.1 Induktion der pro-KLK1 Proteinexpression mittels IPTG

IPTG-Zugabe und Wachstumsanalyse:

Abbildung 16 zeigt, dass nach IPTG-Zugabe sich das Wachstum ein wenig verlangsamt
(im Vergleich zu ohne IPTG). Dies deutet darauf hin, dass das rekombinante KLK1-Protein
in grolReren Mengen gemacht wird und die Zellteilungszeit dadurch etwas verlangsamt
wird.
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Abbildung 14: Wachstumskurve der pro-KLK1-produzierenden E.coli M15-[pREP4] nach Induktion mit
IPTG

Nach Herstellung einer Ubernachtkultur mit E.coli M15-[pREP4] erfolgte die Messung der OD600 alle 30
Min Bei einem OD-Wert von 0,905 wurde IPTG hinzugeben und weiter gemessen. Aus den ermittelten
OD600-Werten wurde eine Wachstumskurve erstellt. Die rote Linie entspricht den Zellen ohne IPTG, wo-
bei die blaue Linie die Messung nach Zugabe von IPTG zeigt. Durch die Zugabe von IPTG wird das Wachs-
tum zwar initial etwas verlangsamt, was aber keinen zu groRen Effekt auf das Wachstum der E.coli- Zellen
hat.

Zum Nachweis, ob die mit den Expressionsplasmiden transformierten E.coli-Zellen (Klon
8 und 11) das gewiinschte KLK1-Protein produzieren, wurden Extrakte hergestellt und
diese sowohl ohne als auch mit IPTG inkubiert und anschlieRend elektrophoretisch auf-
getrennt und mit Coomassieblau angefarbt (s. Abbildung 17).
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Abbildung 15: Expressionsanalyse mittels SDS-PAGE und Coomassieblau-Farbung von rekombinantem
humanen pro-KLK1 in E.coli-M15-[pREP4]-Extrakten

Es ist zu sehen, dass die Zellen in Anwesenheit von IPTG eine deutliche sichtbare zusatzliche Probenbande
produzieren. Der griine Pfeil markiert die Anreicherung des KLK1-Proteins. Als Kontrolle dienten transfor-
mierte Zellen, die ein Expressionsplasmid mit KLK4-Protein enthielten, welches mit einem roten Pfeil ge-
kennzeichnet wurde. Es ist zu sehen, dass sowohl pro-KLK1 als auch pro-KLK4 nach Zugabe von IPTG deut-
lich mehr anreichert wird.

Um sicher zu stellen, ob das rekombinante Protein exprimiert wird, wurden Western
Blot Analysen durchgeflihrt. Hierzu wurden primare Antikoérper gegen den His-Tag des
rekombinanten Proteins verwendet, womit bewiesen werden konnte, dass es sich um
das rekombinante Protein handelt (s. Abbildung 18).

Es ist eindeutig zu erkennen, dass durch Zugabe von IPTG die transformierten E.coli-
Zellen das gewtinschte rekombinante Protein KLK1 exprimieren.
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Abbildung 16: Expressionsanalyse mittels Western Blot von rekombinantem humanen pro-KLK1 in E.coli

Fir die Expressionsanalyse mittels Western Blot wurde eine Probe ohne IPTG-Zugabe aufgetragen. Es
handelte sich um eine Probe mit einem OD600-Wert von 0,9, welcher nach 135 Min gemessen wurde. Die
zusatzlichen Spuren enthalten Extrakte nach IPTG-Zugabe nach 0 - 360 Min Der verwendete primare An-
tikdrper ist gegen den His-Tag des rekombinanten Proteins gerichtet. Zu sehen ist, dass das Expressions-
maximum von KLK1 bei etwa 120-240 Min liegt.

IV.2.2.2 Die gereinigte Proform von KLK1

Die Reinigung des rekombinanten Proteins erfolgte mittels Affinitatschromatographie
mit der Ni>*-NTA- Agarose-Sdule. Zuniachst wurde die Siule mit einem Puffer mit einem
pH von 8,0 gewaschen, durch Absenken des pH-Wertes wurden unspezifische Proteine
abgelost. Durch weiteres Absenken des pH-Wertes wurde schlieflich das reine rekom-
binante pro-KLK1 isoliert. Von den verschiedenen Elutionspuffer-Fraktionen wurden
Proben genommen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassieblau gefarbt
(s. Abbildung 19). Bei einem pH-Wert von 7-5,8 sind geringe Mengen an KLK1-Protein zu
erkennen. Die grofSten eluierten KLK1-Proteinmengen wurden bei einem pH-Wert von
5,2-4,6 gesehen. Das gereinigte rekombinante Protein ist zu tiber 95% rein.
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Abbildung 17: Aufreinigung des pro-KLK1

Um das aufgereinigte pro-KLK1 darzustellen, erfolgte die Auftrennung mittels SDS-PAGE und Coomassie-
blau-Farbung. Zu sehen sind die verschieden Elutionsfraktionen mit unterschiedlichen pH-Werten von pH
7 - 4,6 (siehe obere Zeile). In der 1. Spur wurde ein Protein-Marker aufgetragen. Die gréRten eluierten
Proteinmengen sind bei einem pH zwischen 5,2 - 4,6 zu erkennen. Mit dem roten Pfeil wurde die Eluti-
onsfraktion gekennzeichnet, die fiir spatere Analysen verwendet wurde. Das gereinigte rekombinante
Protein ist zu iber 95% rein.

IV.2.3 Testung der Sensitivitat und Spezifitit der polyklonalen Antikdrper gegen
KLK13 und KLK14

Fir die Etablierung von immunhistochemischen Analysen sollten polyklonale Antikérper
gegen KLK13 und KLK14 zunachst auf ihre Sensitivitat und Spezifitat im Western Blot
getestet werden. Dabei sollte vor allem untersucht werden, ob die verwendeten Anti-
korper Kreuzreaktionen mit den anderen Mitgliedern der Kallikrein-ahnlichen Pep-
tidasen aufweisen.

IV.2.3.1 Konzentrationsbestimmung der Proformen der Kallikrein-dhnlichen
Pepitdasen 1 bis 15

Um vergleichbare Proteinkonzentrationen der jeweiligen Kallikrein-Mitglieder 1-15 zu
erhalten, erfolgte die Auftrennung mittels SDS-PAGE und Farbung mit Silbernitrat (s. Ab-
bildung 20). Diese Konzentrationsbestimmung der einzelnen Kallikrein-Mitglieder sollte
vermeiden, dass die Western Blot Analysen aufgrund von unterschiedlichen Konzentra-
tionen verfalscht werden. Zunachst wurden die Konzentrationen der Kallikrein-Mitglie-
der 2-6, 13 und 14 bestimmt und anschlieBend die Konzentration von KLK1 ermittelt.
Um die Anwesenheit aller Kallikrein-Mitglieder 1-15 sicherzustellen, wurden anschlie-
Rend Western Blot Analysen mittels eines spezifischen Antikdrpers gegen den ange-
hangten Histidin-Tag durchgefiihrt (s. Abbildung 21). Hierfiir wurden annahrend ahnli-
che Konzentrationen der verschiedenen Proformen verwendet.
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Abbildung 18: Konzentrationsbestimmung der Proformen der Kallikrein-dhnlichen Pepitdasen 1 bis 15
nach Auftrennung mittels SDS-PAGE und Firbung mit Silbernitrat

Bei allen Gelen wurde in Spur 1 ein Marker zur GroRenbestimmung mitgefiihrt.

A) Es wurden alle Proformen der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen von 2 bis 15 aufgetragen und deren re-
lative Konzentration fiir den weiterfilhrenden Western Blot bestimmt.

B) Im Anschluss wurde die gewtinschte Konzentration fiir Pro-KLK1 in Abbildung B bestimmt. Hierzu wur-
den als Kontrollen in Bande 2 und 3 KLK2 und KLK8 mitgefiihrt und unterschiedliche KLK1 Konzentrationen
von 1 pl bis 20 pl verwendet. Der rote Pfeil markiert die gewdhlte Konzentration von KLK1.
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Abbildung 19: Western Blot Analyse zur Identifizierung aller Proformen der Kallikrein-dhnlichen Pep-
tidasen 1 bis 15 mittels Penta-Histidin Antikorper

Die Anwesenheit der KLK-Mitglieder 1-15 wurde mittels Western Blot Analysen mit einem monoklonalen
Penta-Histidin-Antikorper Gberprift. Der verwendete Antikorper detektiert spezifisch den molekularbio-
logisch angehdngten Histidin-Tag der KLK. Es ist fiir alle Proformen der Kallikrein-dhnlichen Peptidasen
von 1 bis 15 eine Bande zu erkennen, welche als Beweis fiir deren Anwesenheit gilt. Die GréRe der Pro-
formen variiert zwischen 30-35 kDa.

IV.2.3.2 Western Blot Ergebnisse mit KLK13- und KLK14- Antik6rpern

Um einen geeigneten Antikdrper fir die immunhistochemischen Analysen zu ermitteln,
wurden jeweils zwei verschiedene polyklonale KLK13-Antikdrper als auch KLK14-Anti-
korper (s. Tabelle 19) getestet. Es erfolgte zundchst die Testung der Antikorper gegen
pro-KLK2 bis 15. Nach Produktion und Aufreinigung von pro-KLK1 wurde eine nochma-
lige Testung gegen dieses durchgefiihrt. Hierzu dienten KLK6 und KLK8 als interne Kon-
trollen. Sowohl beide benutzten KLK13-Antikorper als auch der KLK14-Antikoérper von
R&D zeigten keine Kreuzreaktionen mit anderen KLK-Mitgliedern. Im Gegensatz dazu
kann bei dem KLK14-Antikérper von Agrisera eine Kreuzreaktion mit KLK1, -6, -8, -10 und
-13 beobachtet werden (s Abbildung 22 & 23).



94

>

o (] < 5] o (a2} < S [ o o — ~N 3] < n
%4 i >4 X >4 o o X po b4 o o o o o o
< < < < = 3 3 £ £ = 3 3 3 3 3 3
>4 =~ ~ =z =z >4 >4 >4
‘ —— 35kDA ——
g 2 g S 0 3 2 3 > ¢ 2 g 3 S S 3
= = << = = ~ = p4 = = = ~ ~ p%4 p4 p4
= 4 ] = = s = = = = = = s} o s s
S = b4 = = = = =
: - —— 35k0A —
. L
>
KLK13 R&D AF2625 KLK13 Thermo Fischer Pa1-16656
KLK6 KLK13 KLK14 KLK1 KLK6  KLK13 KLK14 KLK1 KLK8
—— 35kDA ——

Abbildung 20: Western Blot Analyse zur Testung der Spezifitdat und Sensitivitdt der KLK13-Antikorper

In den Abbildungen A+B wurde der KLK13-Antikorper gegen die Proformen KLK2 bis 15 getestet. In C er-
folgte die Testung des KLK13-Antikorpers gegen pro-KLK1. Zur GroRenbestimmung wurde ein Marker mit-
gefuihrt. Das ermittelte Molekulargewicht der KLK-Mitglieder betrug etwa 35 kDa.

A) Die Inkubation des Antikorpers KLK13 von R&D mit den verschiedenen KLKs resultiert mit einer dicken
Bande bei KLK13. Es sind keine Kreuzreaktionen gegen die anderen KLK-Mitglieder zu sehen.

B) Die Western Blot Analyse mit dem KLK13-Antikérper von Thermo Fischer weist keine Kreuzreaktionen
auf. Es wird ausschlieRlich KLK13 detektiert.

C) Beide KLK13-Antikorper wurden nochmals gegen Pro-KLK1 getestet. Als zuséatzliche Kontrollen dienten
Pro-KLK6 und -KLK8. Es konnten keine Kreuzreaktionen der Antikérper mit Pro-KLK1 festgestellt werden.
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Abbildung 21: Western Blot Analyse zur Testung der Spezifitat und Sensitivitit der KLK14- Antikérper

In den Abbildungen A+B wurde der KLK14-Antikorper gegen die Proformen KLK2 bis 15 getestet. In C er-
folgte die Testung des KLK14-Antikorpers gegen pro-KLK1. Zur GroRenbestimmung wurde ein Marker mit-
gefuihrt. Das ermittelte Molekulargewicht der KLK-Mitglieder betrug etwa 35 kDa.

A) Mit dem KLK14-Antikorper von R&D ist nur auf der Position von KLK14 eine Bande zuerkennen.
B) Der KLK14-Antikorper von Agrisera zeigte leichte Kreuzreaktionen mit KLK6, -8,-10 und -13.

C) Im Gegensatz zu dem KLK14-Antikdrper von R&D zeigte sich eine leichte Kreuzreaktion von KLK1 und
KLK6 mit dem KLK14-Antikorper von Agrisera.
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AbschlieBend konnte gezeigt werden, dass beide kommerziell erhaltlichen KLK13-Anti-
kdrper von R&D (AF2625) und Thermo Fischer (16656) spezifisch fiir die KLK13-Untersu-
chungen sind. Im Gegensatz dazu war bei KLK14 nur der Antikérper von R&D (AF2626)
spezifisch. Der KLK14-Antikorper ist aufgrund seiner multiplen Kreuzreaktionen fir die
weiteren Untersuchungen ungeeignet.

IV.3 IHC-Ergebnisse

IV.3.1 Versuche zur Etablierung der Imnmunhistochemie fiir KLK13 und KLK14

In Kooperation mit dem Helmholtz-Zentrum Minchen wurden immunhistochemische
Farbungen mit den 2 verschiedenen KLK13-Antikorpern durchgefiihrt. Es wurden so-
wohl verschiedene Farbeprotokolle als auch verschiedene Verdiinnungen der KLK13-An-
tikorper verwendet (Daten nicht angezeigt). Es wurden zunachst Kontrollpraparate wie
die Milz (negativ) und Niere (positiv) ausprobiert. AnschlieBend sollte diese Farbung auf
den entsprechen Ovarialkarzinom- und Mammakarzinomfille angewendet werden.
Zwei unabhdngige Pathologen (Prof. A. Walch und Dr. P. Dettmar) bewerteten die Far-
bung jedoch als nicht auswertbar. Bei den Proben konnten keine Unterschiede in den
Expressionsstufen festgestellt werden. AulRerdem zeigten einige Proben eine so starke
Uberfarbung, was vermutlich auf eine unspezifische Reaktion hinweist, sodass keine
Quantifizierung von KLK13 moglich war.

Im Gegensatz dazu konnte fiir den KLK14-Antikorper von R&D (2626) eine Methode ent-
wickelt werden, um die Proteinexpression von KLK14 im Tumorgewebe des Ovars und
der Mamma zu ermitteln.

IV.3.2 Immunhistochemische Farbung mit KLK14-Antikérper im fortgeschrittenen
serésen Ovarialkarzinom

Die KLK14-Expression wurde bei 106 Patientinnen mit fortgeschrittenem serdsen Ovari-
alkarzinom immunhistochemisch analysiert (s. I1.1.2, Tabelle 6). Hierzu wurden bereits
vorhandene TMA-Schnitte, die in Kooperation mit Prof. Dr. A. Walch (Helmholz-Zentrum
Miinchen, Abteilung fir analytische Pathologie) angefertigt wurden, verwendet. Die im-
munhistochemische Farbung erfolgte dann ebenfalls in Kooperation mit Prof. Dr. A.
Walch (Helmholz-Zentrum Miinchen, Abteilung flr analytische Pathologie) (s.l11.2.6.).
Der KLK14-Antikorper von R&D System (Lot AF2626) wurde dabei 1:20 verdiinnt. Die
Visualisierung der TMAs erfolgte mittels dem Hamamatsu Nanozoomer XT und der Soft-
ware NDP Scan. Wie in Abbildung 24 zu sehen, erfolgte die Quantifizierung der Farbung
Uber ein Punktesystem von 0-3 (0 = keine Farbung, 1 = schwach, 2 = moderat, 3 = stark)
(s. Tabelle 44). Als negative Kontrolle diente ein Praparat der Milz, als positive Kontrolle
die Niere (s. Abbildung 24).
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Tabelle 44: Verteilung der KLK14-Proteinexpression im fortgeschrittenen serosen Ovarialkarzinom

KLK14-Proteinexpression Anzahl der Patienten
0 5

1 36

2 39

3 18

Positiv 3 5 A

i

2

Abbildung 22: Immunhistochemische Analysen der KLK14-Proteinexpression beim fortgeschrittenen
serésen Ovarialkarzinom

Die Farbung erfolgte mittels KLK14-Antikérper (R&D System, AF2626) in einer 1:20 Verdiinnung. Als ne-
gativ und positiv Kontrolle dienten Prdparate der Milz und der Niere. Die Farbintensitat wurde von 0-3
bewertet. Von A-D sind verschiedene Farbintensitdten gezeigt: A = 0/keine Farbung, B = 1/schwach, C =
2/moderat und D = 3/stark dar.

1V.3.2.1 Assoziation zwischen etablierten klinischen Parametern fiir
Ovarialkarzinome und der KLK14-Proteinexpression

Es erfolgte die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen den etablierten klinischen
Parametern beim Ovarialkarzinom und der KLK14-Proteinexpression mittels des Chi2-
Unabhadngigkeitstests. Flr diesen Test wurden die zu untersuchenden klinischen Para-
meter (Aszitesmenge, Alter, und Resttumormasse) jeweils gruppiert und mit den Prote-
inexpressionsniveaus (niedrig/hoch) von KLK14 korreliert. Die KLK14-Expressionniveaus
wurden wie folgt aufgeteilt: 0+1 (niedrig) vs. 2+3 (hoch) und 0+1+2 (niedrig) vs. 3 (hoch).

Die unterstehende Tabelle 45 zeigt, dass keine signifikanten Zusammenhange zwischen
der KLK14-Proteinexpression und den klinisch etablierten prognostischen Parametern
des Ovarialkarzinoms bestehen.



98

Tabelle 45: Assoziation zwischen etablierten klinischen Parametern fur Ovarialkarzinome und KLK14-
Proteinexpression

Klinische Parameter Anzahl der Patienten KLK14? KLK14"
niedrig/hoch  niedrig/hoch

Gesamtanzahl 98 57/39 80/18
der Patienten

Alter p =0.907 p=0.570
<60 Jahre 52 22/30 42/10

> 60 Jahre 46 20/26 39/7
Resttumor p=0.143 p=0.123
>0mm 41 14/27 31/10
>0mm 55 27/28 48/7
Aszites p=0.483 p =0.359
<500 ml 53 21/32 42/11

> 500 ml 45 21/24 39/6

3 KLK14-Proteinexpression 0+1 vs. 2+3

bKLK14 Proteinexpression 0+1+2 vs. 3

IV.3.2.2 Assoziation von KLK14-Proteinexpression sowie den klinisch etablierten
Parametern mit dem Gesamtiiberleben und progressionsfreiem Uberleben
bei Ovarialkarzinompatientinnen

Um eine Assoziation der KLK14-Proteinexpression mit sowohl dem 5-Jahres Uberleben
als auch mit dem 5-Jahre progressionsfreien Uberleben bei an Ovarialkarzinom erkrank-
ten Patientinnen festzustellen, wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Zusatzlich erfolgte
dies auch fiur die klinisch etablierten Prognosefaktoren des Ovarialkarzinoms (Alter,
Resttumor und Aszitesmenge). Die zu untersuchenden Parameter und die KLK14-Prote-
inexpression wurden jeweils in 2 Gruppen unterteilt (0 mm Resttumor vs. >0 mm, Alter
< 60 Jahren vs. > 60 Jahre und Aszitesvolumen < 500 ml vs. > 500 ml, KLK14 hoch/ 2+3
vs. niedrig/ 0+1, sowie KLK14 hoch/3 vs. niedrig/0+1+2). Es besteht ein signifikant kiir-
zeres Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben bei Patientinnen mit Resttu-
mor (Gesamtiiberleben: p < 0,001, progressionsfreies Uberleben: p < 0.001) und erhéh-
ten praoperativen Aszitesvolumina (Gesamtiberleben: p = 0,001, progressionsfreies
Uberleben: p = 0,004) (s. Abbildung 25). Im Falle der Proteinexpression von KLK14
konnte bei beiden unterteilten Gruppen (KLK14 2+3 vs. 0+1; KLK14 3 vs. 0+1+2) keine
Signifikanz gegeniiber dem progressionsfreien und Gesamtiiberleben festgestellt wer-
den (s. Abbildung 26).
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Abbildung 23: Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben beim fortgeschrittenen serésen
Ovarialkarzinom (FIGOIII/IV) nach Kaplan-Meier in Abhangigkeit von etablierten klinischen Prognose-
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Abbildung 24: Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben beim fortgeschrittenen serésen
Ovarialkarzinom (FIGOIII/IV) nach Kaplan-Meier in Abhingigkeit von der KLK14-Proteinexpression mit-
tels Immunhistochemie

A) Die Aufteilung KLK14-Proteinexpression hoch/ 2+3 vs. niedrig/ 0+1 zeigt keine Korrelation mit dem
Gesamtiiberleben und dem progressionsfreien Uberleben beim fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzi-
nom.

B) Auch bei Aufteilung von KLK14 hoch/3 vs. niedrig/0+1+2 Proteinexpression wurde keine Signifikanz
gegeniiber dem Gesamtiiberleben und progressionsfreien Uberleben beobachtet.

IV.3.2.3 Korrelation der KLK14-mRNA-Expression und -Proteinexpression im
fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom

Im Rahmen des vorliegenden Projekts wurde auch die klinische Relevanz der KLK14-
MRNA-Expression im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom untersucht. Die Patien-
tenkollektive der Protein- und mRNA-Expression von KLK14 Gberlappen hierbei zum Teil
(insgesamt 50 Proben). Daher konnte eine Korrelation der mRNA-Expression und der
Proteinexpression von KLK14 durchgefiihrt werden. Die KLK14-mRNA-Expression wurde
mittels qPCR (effizienzkorrigiert) ermittelt, die Proteinexpression von KLK14 mittels IHC.
Insgesamt konnten 50 Proben miteinander verglichen werden. Eine Korrelation zwi-
schen KLK14-mRNA und -Proteinexpression im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzi-
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nom konnte nicht beobachtet werden. Zusatzlich wurden Mann-Whitney-Tests zur Er-
mittlung der Korrelation der hohen vs. niedrigen KLK14-Proteinexpression gegenlber
der mRNA-Expression durchgefiihrt (s. Tabelle 46). Auch diese Analyse wies keinen Zu-
sammenhang zwischen der Expression von KLK14 auf mRNA- und Proteinebene auf. Um
dieses Ergebnis graphisch zu verdeutlichen, wurde eine Boxplot erstellt. Es konnte kein
Zusammenhang zwischen der KLK14-mRNA-Expression und KLK14-Proteinexpression
(hoch vs. niedrig) dargestellt werden (s. Abbildung 27).

Tabelle 46: Korrelation zwischen der untersuchten KLK14-mRNA-Expression (qPCR) und -Proteinex-
pression (IHC) beim fortgeschrittenen serdosen Ovarialkarzinom

KLK 14 mRNA- Expression

KLK 14 Proteinexpression p =0,906

niedrig (0+1) vs. hoch (2+3)

KLK 14 Proteinexpression p=0,552

niedrig (0+1+2) vs. hoch (4)

Es wurden insgesamt 50 Gewebeproben von Patientinnen mit fortgeschrittenem serésen Ovarialkarzinom
sowohl mittels qPCR als auch IHC untersucht.

Korrelation mittels Mann-Whitney-Test: Eine hohe vs. niedrige KLK14-Proteinexpression (IHC) gegeniiber
KLK14-mRNA-Expression (gPCR) zeigt keine signifikante Korrelation.

ij: Il |
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= "= = Relative KLK14-Proteinexpression
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Abbildung 25: Korrelation der KLK14-mRNA-Expression und -Proteinexpression im fortgeschrittenen
serésen Ovarialkarzinom

Die linke Abbildung zeigt, dass keine signifikante Korrelation der KLK14-mRNA-Expression und der KLK14-
Proteinexpression (niedrig = 0+1 vs. hoch = 2+3) besteht. Auf der rechten Abbildung wurde zusatzlich die
Korrelation der KLK14-mRNA-Expression gegeniiber der KLK14-Proteinexpression (niedrig = 0+1+2 vs.
hoch = 3) gepriift. Auch hier konnte kein signifikantes Ergebnis gezeigt werden.
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IV.3.3 Immunhistochemische Farbung mit KLK14-Antikérper beim triple-negativen
Mammakarzinom

Die KLK14 Expression wurde bei 154 Patientinnen mit triple-negativen Mammakarzinom
immunhistochemisch analysiert. Die Farbung erfolgte in Kooperation mit Prof. A.Walch
(Helmholtz-Zentrum Miinchen). Dabei wurde der KLK14 Antikorper (R&D System, AF
2626) in einer Verdiinnung von 1:20 verwendet. Als Kontrollpraparate diente ebenfalls
die Milz (negativ) und Niere (positiv) (s. Abbildung 28). Die Auswertung der Mammakar-
zinompraparate erfolgte tGber das Punktesystem (0 = keine Farbung, 1 = schwach, 2 =
moderat, 3 = stark) (s. Tabelle 47).

Tabelle 47: Verteilung der KLK14-Proteinexpression im triple-negativen Mammakarzinom

KLK14-Proteinexpression Anzahl der Patienten
0 25

1 35

2 34

3 4

Positiv ; : A

Abbildung 26: Immunhistochemie von KLK14 im triple-negativen Mammakarzinom

Der KLK14-Antikorper (R&D System, AF 2626) wird in einer Verdiinnung von 1:20 verwendet. Als Kontrol-
len wurden Praparate der Milz (negativ) und der Niere (positiv) aufgefiihrt. A-D zeigen Beispiele fir die
verschiedenen Farbeintensitdten: A = 0/keine Farbung, B = 1/schwach, C = 2/moderat und D = 3/stark.

1V.3.3.1 Assoziation zwischen etablierten klinischen Parametern fiir
Mammakarzinome und der KLK14-Proteinexpression

Um den Zusammenhang zwischen klinisch etablierten Parametern des Mammakarzi-
noms (Tumorstadium, Lymphknotenstatus, Alter) und der Proteinexpression von KLK14
zu ermitteln, wurde der Chi?-Unabhingigkeitstest durchgefiihrt. Die zu untersuchenden
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klinischen Parameter wurden hierfir jeweils gruppiert und mit den KLK14-Proteinex-
pressionsniveaus (niedrig/hoch) korreliert. Die KLK14-Expressionniveaus wurden hierzu
jeweils mit 0+1 (niedrig) vs. 2+3 (hoch) und 0 (niedrig) vs. 1+2+3 (hoch) aufgeteilt. Es
konnten keine eindeutigen Zusammenhange zwischen den klinisch etablierten Parame-
tern des Mammakarzinoms und der KLK14-Proteinexpression bei der Aufteilung niedrig
(0+1) und hoch (2+3) gezeigt werden. Es ist lediglich eine Tendenz zwischen dem Lymph-
knotenstatus und der KLK14-Proteinexpression (p = 0,065) zu sehen. Im Falle der Auftei-
lung der KLK14-Proteinexpression niedrig (0) und hoch (1+2+3) ist ein signifikanter Zu-
sammenhang (p = 0,030) zwischen dem Tumorstadium und der KLK14-Proteinexpres-
sion zu beobachten. Zusatzlich zeigt sich ein Trend zur Signifikanz im Zusammenhang
mit dem Alter und der KLK14-Proteinexpression (p = 0,072) (s. Tabelle 48).

Tabelle 48: Assoziation zwischen etablierten klinischen Parametern fir Mammakarzinome und KLK14-
Proteinexpression

Klinische Anzahl der KLK14? niedrig/ KLK14" niedrig/
Parameter Patienten hoch hoch
Gesamtanzahl

der Patienten 98 60/38 25/73
Alter p=0,523 p=0.072
<60 Jahre 52 32/20 17/35

> 60 Jahre 33 18/15 5/28
Tumorstadium p=0.134 p =0.030
Stadium 1+2 76 43/33 16/60
Stadium 3+4 20 15/5 9/11
Lymphknoten- p =0.065 p=0.261
status

Lymphknoten g 25/24 10/39
negativ

Lymphknoten - 32/14 14/32
positiv

3 KLK14-Proteinexpression 0+1 vs. 2+3

bKLK14 Proteinexpression 0 vs. 1+2+3

IV.3.3.2 Assoziation von KLK14-Proteinexpression und den klinisch etablierten
Parametern mit dem Gesamtiiberleben beim triple-negativen
Mammakarzinom

Fir klinisch etablierte Parameter, wie der LK-Status sowie das Tumorstadium des triple-
negativen Mammakarzinoms wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Hierbei erfolgte
eine Gruppierung des LK-Status (positiv vs. negativ) und Tumorstadium (1+2 vs. 3+4). Es
konnte gezeigt werden, dass beide klinisch etablierten Parameter (LK-Status: p = 0,002,
Tumorstadium p = 0,001) statistisch signifikant mit dem Gesamtiiberleben assoziiert
sind (s. Abbildung 29).
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Zusatzlich wurde mit Hilfe der Kaplan-Meier-Schatzung der Zusammenhang zwischen
der KLK14-Proteinexpression und dem Gesamtiberleben bei triple-negativen
Mammakarzinompatienten dargestellt. Es erfolgte eine Gruppierung der KLK14-Protei-
nexpression hoch vs. niedrig (hoch 1+2+3 oder 2+3 vs. niedrig 0 oder 0+1) (s. Abbildung
30). Es wurden Uberlebenskurven sowohl fiir den gesamten Beobachtungszeitraum
(maximal 324 Monate) als auch fir einen Beobachtungszeitraum von 15 Jahren erstellt.
Es konnte kein signifikantes Ergebnis gegentiber der KLK14-Proteinexpression und dem
Gesamtiiberleben festgestellt werden. Bei einer hohen KLK14-Proteinexpression konnte
lediglich ein Trend zur Signifikanz (p = 0,067) fiir ein langeres 15-Jahre-Gesamtiiberleben
beobachtet werden.

LK-Status negativ (n=49, 17 Ereignisse) Tumorstad 1+2 (n=75, 34 Ereignisse)

Kumulatives Gesamtiiberleben

Kumulatives Gesamtiiberleben

++ -+ +

00|  P=0,001 00|  P=0,002

0 50 100 150 200 250 300 0 0 100 150 “0 =0 0

Zeit (Monate) Zeit (Monate)

Abbildung 29: Gesamtiiberleben beim triple-negativen Mammakarzinom nach Kaplan-Meier in Abhéan-
gigkeit der klinisch etablierten Parameter (LK-Status und Tumorstadium)

Es zeigt sich sowohl bei positivem LK-Status (linke Abbildung) als auch bei einem héheren Tumorstadium
(rechte Abbildung) ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben.
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Abbildung 27: Gesamtiiberleben beim triple-negativen Mammakarzinom nach Kaplan-Meier in Abhéan-
gigkeit von der KLK14 Proteinexpression

A) Bei einer definierten hohen KLK14-Proteinexpression (1+2+3) kann kein Zusammenhang mit dem Ge-
samtiberleben festgestellt werden. (Links: gesamter Beobachtungszeitraum (max. 324 Monate); rechts:
maximale Beobachtungszeit 180 Monate)

B) Eine hohe KLK14-Proteinexpression (2+3) zeigt keine Signifikanz mit dem Gesamtiiberleben, wenn die
gesamte Beobachtungzeit betrachtet wird. Jedoch ist bei einer hohen KLK14-Proteinexpression (2+3) ein
Trend zur Signifikanz (p = 0,067) firr ein lingeres 15-Jahres-Uberleben zu sehen.

Mit Hilfe von univariaten Cox-Regressionsanalysen konnte die Assoziation zwischen den
hohen und niedrigen KLK14-Proteinexpressionsniveaus und dem Gesamtiiberleben bzw.
progressionsfreien Uberleben untersucht werden. Zudem wurde die Stirke der Assozi-
ation der etablierten klinischen Prognosefaktoren (LK-Status und Tumorstadium) mit
dem Gesamtiiberleben und dem progressionsfreien Uberleben analysiert. Hierzu wur-
den wieder die zu untersuchenden Parameter in 2 Gruppen eingeteilt (LK-Status positiv
vs. negativ, Tumorstadium 1+2 vs. 3+4 und KLK14 hoch vs. niedrig). Den Erwartungen
entsprechend wiesen Patienten mit positivem LK-Status ein signifikant kiirzeres Gesamt-
iberleben (HR = 2,55; 95%-KI = 1,40-4,63; p = 0,002) und progressionsfreies Uberleben
(HR =4,53; 95%-Kl = 1,62-12,66; p = 0,004) auf. Auch ein hoheres Tumorstadium ist sig-
nifikant mit einem kiirzeren Gesamtiberleben (HR = 2,61; 95%-KI = 1,40-4,87; p = 0,002)
und hoéheren Rezidivrisiko (HR = 6,15; 95%-KI = 2,33-16,24; p<0,001) assoziiert. KLK14-
Proteinexpressionswerte wurden sowohl in zwei Gruppen aufgeteilt (0+1+2 vs. 3 und
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0+1 vs. 2+3). Bei der Durchfiihrung der univariaten Cox-Regressionsanalyse konnte keine
Signifikanz der beiden Gruppen mit dem Gesamtiiberleben (p = 0,109 und p = 0,505)
oder dem progressionsfreien Uberleben (p = 0,297 und p = 0,527) gezeigt werden (s.
Tabelle 49).

Tabelle 49: Univariate Cox-Regressionsanalyse des Gesamt- bzw. progressionsfreien Uberlebens bei
Patientinnen mit triple-negativen Mammakarzinom in Bezug auf klinisch etablierte Prognosefaktoren
und KLK14-Proteinexpression

Klinische Para-

meter Gesamtiiberleben Progressionsfreies Uberleben
N® HR (95% KI)® p N HR(95% KI)® p

LK-Status 0,002 0,004

positiv 47 1 73 1

negativ 47 2,55 (1,40-4,63) 19 4,53 (1,62-12,66)

Tumorstadium 0,002 < 0,001

1+2 46 1 18 1

3+4 49 2,61 (1,40-4,87) 75 6,15 (2,33-16,24)

KLK14 0,109 0,297

niedrig (0+1) 50 1 19 1

hoch (2+3) 47 0,61(0,33-1,12) 76 0,60 (0,23-1,57)

KLK14 0,505 0,527

niedrig (0+1+2) 50 1 19 1

Hoch (3) 47 0,51 (0,07-3,70) 76 0,05 (0-635,98)
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Diskussion

V.1 KLK13 und KLK14 und deren prognostische Bedeutung im
fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom stellt die zweithaufigste tédliche, gynakologische Krebserkrankung
in Deutschland dar. Das liegt insbesondere darin begriindet, dass aufgrund von fehlen-
den Frilhsymptomen die Diagnose meist erst in fortgeschrittenem Stadium gestellt wird.
In diesen spaten Stadien (FIGO Il und IV) liegt das Fiinf-Jahres-Uberleben lediglich bei
etwa 30%. Das Ovarialkarzinom vom serdsen Typ gilt histomorphologisch als der hau-
figste Subtyp (ca. 70%), weshalb in dieser Studie nur Patientinnen mit diesem Typ in
dieser Studie betrachtet wurden (Prat, 2012; Prat & Oncology, 2014). Bisher kann die
Prognose nur durch Debulkingoperation ohne Resttumormasse beeinflusst werden, da-
her sind neue, valide Tumormarker sowohl zur Vorhersage der Prognose als auch fiir das
Ansprechen auf Chemotherapeutika erforderlich (Dorn et al., 2011). Derzeit ist CA-125
der beste verfliigbare Serummarker fir epitheliale Ovarialkarzinome. Weitere Serum-
marker wie AFP und hCG treten nicht bei epithelialen Ovarialkarzinomen auf, spielen
jedoch bei Keimzelltumoren des Ovars eine entscheidende Rolle. Eine Erhéhung von Se-
rummarkern wie CEA und CA 19-9 werden bei Subtypen wie muzinésen und endometri-
oiden Tumoren beobachtet (Kerbrat et al., 2001; Sturgeon, 2002). CA-125 ist jedoch
nicht empfindlich bzw. spezifisch genug, um in der Friiherkennung oder Diagnosesiche-
rung eine Rolle zu spielen. Auch der routinemaRige Einsatz einer CA-125 Bestimmung
flhrt zu keiner Senkung der Mortalitat. Dennoch kann CA-125 nitzlich sein, um bei fa-
milidrer Vorbelastung Ovarialkarzinome frihzeitig zu erkennen. Zusatzlich kann CA-125
als differentialdiagnostischer Parameter bei Tumoren im Beckenbereich hinzugezogen
werden (Forstner et al.,, 2010; Menon & Jacobs, 2000; S3-Leitlinie, 2016; Sturgeon,
2002). Zur Beurteilung des Therapieansprechens eignet sich die Abnahme von CA-125,
sofern dieser vor Beginn der Therapie erhoht war (Deutsche Krebsgesellschaft, 2018; S3-
Leitlinie, 2016; Sturgeon, 2002). Die Haufigkeit und der Zeitraum der Abnahme von CA-
125 ist dabei bisher nicht definiert. Wenn ein Anstieg vernommen wird, sollte eine zu-
satzliche bildgebende Diagnostik (z.B. Computertomographie) durchgefiihrt werden. Je-
doch ist auch ohne CA-125-Anstieg ein Fortschreiten der Erkrankung moglich (Kerbrat
et al., 2001; Sturgeon, 2002).

Die Familie Kallikrein-dhnlichen Peptidasen, bestehend aus 15 Mitgliedern, stellt eine
Untergruppe der Serinproteasen dar (Yousef, Chang, et al., 2000). Die Expression von
Kallikrein-ahnlichen Peptidasen spielt eine wichtige Rolle in Tumorwachstum, -migration
und -invasion. Sie kénnen sowohl fir die Friihdiagnose, Vorhersage der Prognose als
auch flr das Therapieansprechen angewendet werden. Zusatzlich konnen KLKs als Ziel-
strukturen fur die Entwicklung von Krebsmedikamenten von Nutzen sein (Dorn et al.,
2013; Dorn et al., 2014; Kryza et al., 2016; Prassas et al., 2015; Scorilas & Mavridis, 2014).
In Studien konnte gezeigt werden, dass diese als vielversprechende Tumormarker in gy-
nakologischen Krebserkrankungen dienen kdnnen. Die Genexpression der meisten KLKs
wird durch Steroidhormone gesteuert. Daher ist es nicht verwunderlich, dass man eine
Expressionsdysregulation der KLKs in hormonabhhangigen Krebsarten wie Eierstock-,
Brust- und Prostatakrebs vorfindet (Dettmar et al., 2018; Dorn et al., 2014; Kryza et al.,
2016; Paliouras & Diamandis, 2008). Dabei gilt zum Beispiel KLK3 (= PSA; prostate spe-
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cific antigen) als der bedeutendste Tumormarker fiir die Diagnostik als auch Therapie-
Uberwachung des Prostatakarzinoms (Balk et al., 2003). Zuséatzlich konnten Studien eine
unglinstige Prognose, ein fortgeschrittenes Stadium und einen héheren Gleason-Score
im Prostatakarzinom mit einer Uberexpression von KLK14 in Verbindung bringen
(Borgono et al., 2007; Hooper et al., 2001; Yousef, Stephan, et al., 2003). KLKs sind an
neoplastischen Prozessen sowie an der Therapieresistenz beteiligt. Im Allgemeinen kon-
nen KLKS sowohl bei der Tumorprogression als auch bei der Tumorsuppression relevant
sein. Zur Tumorsuppression kann es zum Beispiel durch Proteolyse bestimmter Media-
toren, die fiir die Tumorproliferation und -invasion notwendig sind, kommen (Dettmar
et al., 2018; Kryza et al., 2016). Zusatzlich kann die Aktivierung von antineoplastischen
Signalwegen oder die Hemmung des Ubergangs von epidermalem in mesenchymales
Gewebe eine Rolle spielen (Dettmar et al., 2018; Pampalakis et al., 2009; Sher et al.,
2006). In den verschiedenen Tumorarten kann das Expressionsmuster der Proteasen un-
terschiedlich sein, sodass die gleiche Protease sowohl einen Tumorsuppressions- als
auch einen Tumorprogressionseffekt aufweisen kann. Zum Beispiel wurde eine vermin-
derte Tumorzellmotilitit und-invasion bei einer Uberexpression von KLK13 in oralen
Krebszellen beobachtet. Hier konnte eine Uberexpression von KLK13 mit einer héheren
Konzentration von Adhadsionsmolekilen wie Desmocollin 2, Desmoplakin und E-Cadhe-
rin in Verbindung gebracht werden (Dettmar et al., 2018; Ishige et al., 2014). Wohinge-
gen eine Zunahme der Tumorzellmigration und -invasion bei erhéhter KLK13 Expression
in Lungenkrebszellen gezeigt wurde. In diesem Fall fiihrt eine Uberexpression von KLK13
zu einem verstarkten Abbau des extrazelluldren Proteins Laminin und induziert die Ex-
pression von N-Cadherin (Chou et al., 2011; Dettmar et al., 2018).

In dieser Arbeit wurde die Uberexpression von KLK13 und KLK14 im fortgeschrittenen
serésen Ovarialkarzinom untersucht. Mittels qPCR wurde die mRNA-Expression der bei-
den KLK-Mitglieder quantifiziert und deren klinische Relevanz in Bezug auf das Gesamt-
iberleben und progressionsfreie Uberleben betrachtet. Wie alle Mitglieder der Kalli-
krein-dahnlichen Peptidasen werden KLK13 und KLK14 als inaktive Pro-Formen sezer-
niert. Durch Proteolyse ihres N-terminalen Pro-Peptids entsteht die aktive Form des KLK.
Dies ist ein wichtiger regulatorischer Schritt flir sowohl die physiologische als auch pa-
thophysiologische Funktion der Kallikrein-ahnlichen Peptidasen. Bereits zeigten einige
Studien, dass KLK13 und KLK14 durch andere Proteasen wie KLKs 4, 5, 11, 12, 14, 15,
Plasmin, uPA und Hepsin aktiviert werden kénnen (Dettmar et al., 2018; Lovgren et al.,
1997; Reid et al., 2017; Sotiropoulou et al., 2003; Yoon et al., 2009; Yoon et al., 2008).
Es konnte eine Expression all der genannten Proteasen im Ovarialkarzinom gezeigt wer-
den, sodass man davon ausgehen kann, dass KLK13 und KLK14 in aktiver Form dort auch
vorzufinden sind (Dettmar et al., 2018; Dorn et al., 2014; Uhlen et al., 2017). Im Vergleich
zu ovariellem Normalgewebe konnte eine erhohte KLK13-mRNA- als auch -Proteinex-
pression im Ovarialkarzinom beobachtet werden (Adib et al., 2004; Dorn et al., 2014;
Kapadia et al., 2003; Scorilas et al., 2004; White, Mathews, Yousef, Prizada, Fontaine, et
al., 2009). Jedoch ist die prognostische Bedeutung einer Uberexpression von KLK13 im
Ovarialkarzinom noch unklar. Einerseits war eine mittels ELISA getestete erhohte KLK13-
Proteinexpression im primadren epithelialen Ovarialkarzinom mit einer besseren Prog-
nose fiir sowohl das progressionsfreie- als auch das Gesamtiiberleben verbunden
(Scorilas et al., 2004). Andererseits erwies sich eine hohe KLK13-mRNA-Expression als
statistisch unglinstiger Faktor flr das progressionsfreie- und das Gesamtiiberleben im
Ovarialkarzinom (White, Mathews, Yousef, Prizada, Popadiuk, & Dore, 2009).
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In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass an einem fortgeschrittenen serésen Ova-
rialkarzinom erkrankte Patientinnen mit hohen KLK13-mRNA-Expressionslevel ein signi-
fikant kiirzeres Gesamtiiberleben (HR =1,81,95% Kl =1,03-3,19, p =0,041) und erhdhtes
Risiko fiir Rezidive (HR = 1,97, 95%-Kl = 1,12-3,47, p = 0,020) aufweisen. Fir die kontro-
versen Ergebnisse konnten die unterschiedlichen Kohorten ausschlaggebend sein. Wah-
rend in unserer Studie ausschliel§lich Tumorgewebe von Patientinnen mit fortgeschrit-
tenem Ovarialkarzinome (FIGO llI/ IV) vom serésen Typ untersucht wurden, umfassten
andere Studien alle Stadien des Ovarialkarzinoms (FIGO | bis 1V) und auch die verschie-
denen Untergruppen der Oberflachenepithel- und Stromatumoren (serése, muzindse,
endometrioide, klarzellige, transitionalzellige, plattenepitheliale, gemischte epitheliale
und undifferenzierte Tumoren). Auch kénnte der in den anderen Studien gefundene Zu-
sammenhang von hoher KLK13-Expression mit einer besseren Prognose darauf beruhen,
dass eine hohe KLK13-Expression mit friihen Krankheitsstadien (FIGO | und Il) und weni-
ger aggressiven Tumoren des Ovarialkarzinoms assoziiert ist. Zusatzlich konnte eine Kor-
relation zwischen hohen KLK13-Expressionen und optimalen Debulkingoperationen
ohne Resttumor gezeigt werden, was eine glinstige Prognose erklaren lasst (Dettmar et
al., 2018; Scorilas et al., 2004).

Eine Kombinationsbestimmung von KLK13 und weiteren Tumormarkern wie KLK6 und
CA-125 scheint von grofler Bedeutung, da dadurch die Gesamtsensitivitat des aktuell
bestverfligbaren CA-125 fir die Friherkennung des Ovarialkarzinoms von 82% auf 93 %
gesteigert werden kann. Zusatzlich wird durch die Kombination aus KLK13- und KLK6-
MRNA sowie CA-125 der negative Vorhersagewert von 27% auf 50% erhoht (Dettmar et
al., 2018; White, Mathews, Yousef, Prizada, Fontaine, et al., 2009).

In weiteren Untersuchungen innerhalb der Klinischen Forschergruppe der Frauenklinik
des Klinikums rechts der Isar wurde die mRNA-Expression von KLK10 und KLK11 in dem-
selben Patientinnenkollektiv untersucht. Interessanterweise zeigt die vorliegende Ar-
beit, dass eine moderat hohe Korrelation der mRNA-Expression von sowohl KLK13 und
KLK10 (R = 0,544, p < 0,001) als auch KLK13 und KLK11 (R = 0,541, p < 0,001) besteht.
Eine erhohte mRNA-Expression von sowohl KLK10 als auch KLK11 geht aber im Gegen-
satz zu KLK13 mit einer besseren Prognose fiir das fortgeschrittene serése Ovarialkarzi-
nom einher (Borgono et al., 2003; Geng et al., 2017; Geng et al., 2018). Weitere Studien
anderer Arbeitsgruppen fanden aber auch gegenteilige Ergebnisse, also eine Assoziation
einer hohen KLK10-Expression mit einer schlechteren Prognose im Ovarialkarzinom
(Luo, Katsaros, et al., 2003). Auch im Falle von KLK10 erscheinen weiterfiihrende klini-
sche Validierungsstudien mit homogenen, klar definierten Patientinnenkollektiven not-
wendig, um die klinische Relevanz von KLK10 zu definieren. Zudem sind weitere Unter-
suchungen erstrebenswert, um die tumorbiologische Rolle der Ko-Expression von so-
wohl KLK13 und KLK10 also auch KLK13 und KLK11 aufzuklaren. Moglicherweise ist es
sinnvoll, mehrere KLK-Mitglieder gleichzeitig zu testen, um einen besseren Vorhersage-
wert fiir die Prognose von Patientinnen im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom
zu erhalten.

KLK14 wurde auch in sogenannte Biomarker-Panel mit KLK6, KLK7, KLK11 und B7-H8 und
weiteren klinischen Faktoren aufgenommen. Hier waren alle untersuchten Biomarker
im Ovarialkarzinom im Vergleich zu Normalgewebe erhéht. Durch die Bestimmung vieler
verschiedener Marker konnte fiir das Ovarialkarzinom eine hohere Spezifitdat und Sensi-
tivitdt fir die Vorhersage des progressionsfreien Uberlebens festgestellt werden
(Ahmed et al., 2016; Dettmar et al., 2018; Zheng et al., 2007). Jedoch konnte in dieser
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Arbeit keine Korrelation der mRNA-Expression verschiedener KLKs und KLK14 im fortge-
schrittenen serésen Ovarialkarzinom gezeigt werden.

Fir die Entwicklung und Progression des Ovarialkarzinoms sind vor allem Steroidhor-
mone wie Androgene und Gestagene verantwortlich. Durch die Regulation von Andro-
genen und Gestagenen konnte eine vermehrte Expression von KLK14 im Ovarialkarzi-
nom beobachtet werden (Dettmar et al., 2018; Yousef, Fracchioli, et al., 2003). In dieser
Studie konnte gezeigt werden, dass eine hohe KLK14-mRNA-Expression im Tumorge-
webe von Patientinnen mit fortgeschrittenem serdsen Ovarialkarzinom mit einem lan-
geren progressionsfreien Uberleben (HR = 0,44, 95%-KI = 0,22-0,86, p = 0,017) einher-
geht. Erhohte KLK14-mRNA-Expression in univariaten Regressionsanalysen weisen einen
Trend zur Signifikanz fiir das 5-Jahres-Uberleben (HR = 0,54, 95%-K| = 0,28-1,05, p =
0,070) auf, wohingegen multivariate Regressionsanalysen nach Cox auch eine Signifikanz
flr ein langeres Gesamtiiberleben (HR = 0,46, 95%-KI = 0,22-0,95, p = 0,037) als auch fir
das progressionsfreie Uberleben (HR = 0,36; 95%-KI = 0,17-0,76; p = 0,007) zeigen.

Im gesunden Ovar wird KLK14 auf niedrigem Niveau exprimiert (Loessner et.al 2018)
Mittels Immunhistochemie konnte in dieser Arbeit in vielen Féllen eine erhdhte Protei-
nexpression von KLK14 im serdsen Ovarialkarzinom beobachtet werden. Eine ausge-
pragte Korrelation zwischen KLK14-mRNA und -Proteinexpression konnte jedoch in die-
ser Studie nicht gezeigt werden, was moglicherweise durch ein zu kleines Gberlappendes
Kollektiv (n = 50) bzgl. der mRNA/Proteindaten erklart werden konnte. Im Gegensatz zu
den KLK14 mRNA-Daten war die KLK14-Proteinexpression nicht mit dem Gesamtiiberle-
ben oder progressionsfreien Uberleben statistisch signifikant assoziiert.

Andere Arbeitsgruppen haben bereits in friiheren Publikationen berichtet, dass eine
hohe KLK14-Expression vor allem bei Patientinnen mit friihen FIGO-Stadien des Ovarial-
karzinoms beobachtet werden. Zusatzlich stehen hohe KLK14-Werte mit der Moglichkeit
einer optimalen Debulking-Operation und einem erfolgreichen Ansprechen auf be-
stimmte Chemotherapieformen im Zusammenhang. Hohes KLK14 kénnte daher auch
auf Proteinebene ein prognostisch giinstiger Tumormarker fiir das Ovarialkarzinom sein
und funktional eine tumorunterdriickende Rolle spielen (Dettmar et al., 2018; Yousef,
Fracchioli, et al., 2003). Es wurde bereits eine negative Korrelation des bekannten CA-
125 und der KLK14-Expression gezeigt. Das heilst eine hohe KLK14-Expression geht mit
niedrigen CA-125-Werten einher. Es ist bekannt, dass hohe CA-125-Werte mit einer
schlechten Prognose einher gehen. Jedoch hohe KLK14-Expression prognostisch glinstig
fiir Patientinnen mit serésen Ovarialkarzinom ist (Yousef, Fracchioli, et al., 2003). Somit
ist eine Bestimmung beider Marker fiir eine eindeutiger Prognose maoglich.

In weiterfiihrenden Untersuchungen sollte man weitere Antikorper gegen KLK14 austes-
ten, um zu Uberprifen, ob der in der vorliegenden Arbeit verwendete Antikorper gegen
KLK14 wirklich geeignet ist, alle tumorrelevanten Formen von KLK14 zu detektieren. Tu-
morzellen weisen ein stark verdandertes Protein-Glykosylierungsmuster (Hypergylkosy-
lierung) auf (Haga et al., 2022). KLK14 besitzt eine potenzielle N-Glykosylierungsstelle.
Eine ibermaRige Glykosylierung (eines Teils) des synthetisierten Proteins konnte somit
durch den verwendeten Antikérper nicht mehr oder nicht mehr gut detektiert werden.
Dies konnte auch eine Erklarung fir die fehlende Korrelation zwischen KLK14-mRNA und
Protein beim Ovarialkarzinom sein.

Im Gegensatz zu den Daten der vorliegenden Arbeit, die eine tumorsupprimierende
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Funktion von KLK14 nahelegen, zeigte Zhang et. al (2012), dass eine Hemmung der
KLK14-Expression durch KLK14-si-RNA das maligne Verhalten von Ovarialkarzinomzellen
in vitro unterdriicken konnte. Die KLK14-Expression wurde mittels si-RNA in Ovarialkar-
zinomzellen herunterreguliert. Die Reduktion der Expression von KLK14 fihrte zu einer
Hemmung von Zellwachstum und -invasion sowie zu einer erhéhten Zellapoptoserate in
Ovarialkarzinomzellen festgestellt werden (Zhang et al., 2012). Zusatzlich wurde die Ex-
pression von verschiedenen Proteinen wie Survivin, Caspase 9, Caspase 3 und MMP2
nach KLK14-Hemmung untersucht. Diese Proteine sind mit fiir die Zellteilung, Apoptose
und Tumoraggressivitat durch Induktion und ECM-Abbau verantwortlich (Alenzi et al.,
2010; Altieri, 2003; Orlichenko & Radisky, 2008). Es konnte eine verminderte Expression
von Survivin und MMP2, sowie eine Erhéhung von Caspase 9 und Caspase 3 durch
KLK14-Inhibition festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Hemmung des
Zellwachstums, die Aktivierung der Apoptosekaskade und die Unterdriickung des inva-
siven Potentials von Ovarialkarzinomzellen durch KLK14-si-RNA induziert werden
kdnnte. Diese Ergebnisse deuten also darauf hin, dass KLK14 somit moéglicherweise eine
Rolle im bdsartigen Verhalten der Ovarialkarzinomzellen spielt (Dettmar et al., 2018;
Zhang et al., 2012). Weiterfliihrende Untersuchungen, beispielsweise im Tiermodell, sind
notwendig, um zu kldaren, ob diese in vitro Daten im Zellkultursystem auch auf in vivo
Situation Ubertragbar sind.

Zusammenfassend konnte im fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom sowohl eine
erhohte KLK13- als auch KLK14-mRNA-Expression beobachtet werden. Dabei zeigte sich
eine umgekehrte prognostische Beziehung der beiden Kallikrein-dhnlichen Peptidasen
im Ovarialkarzinom. Wahrend erhdhte KLK13-mRNA-Spiegel sowohl ein schlechteres
Gesamtiberleben als auch ein héheres Risiko fiir ein Rezidiv aufwiesen, sind erhohte
KLK14-mRNA-Spiegel mit einer besseren Prognose fiir das progressionsfreie und Ge-
samt-Uberleben assoziiert. In multivariaten Cox-Regressionsanalysen sind sowohl KLK13
als auch KLK14 statistisch unabhangige Marker fiir die Vorhersage des Wiederauftretens
der Erkrankung als auch fir den Tod. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die bei-
den Kallikrein-dhnlichen-Peptidasen eine Rolle in der Tumorprogression des serdsen
Ovarialkarzinoms spielen. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass hierbei KLK13 tumorfor-
dernd und im Gegensatz dazu KLK14 tumorsuppressiv wirkt. Beide Enzyme kdnnten da-
her als pharmakologische Zielstrukturen dienen und eine Anpassung und Individualisie-
rung des Therapieansatzes ermoglichen. Dadurch kdnnten schwerkranken Ovarialkarzi-
nompatienten gegebenenfalls unnétige Behandlungen erspart bleiben.

V.2 KLK14 und deren prognostische Bedeutung im triple-negativen
Mammakarzinom

Das triple-negative Mammakarzinom ist durch das Fehlen von Ostrogen- und Progeste-
ron- sowie geringer HER2-Rezeptorexpression gekennzeichnet. Etwa 10-24% aller
Mammakarzinome sind triple-negativ. Vor allem junge Patientinnen leiden bis zu 30 %
an triple-negativen Mammakarzinomen. Charakteristisch ist die sehr heterogene Entitat
des triple-negativen Mammakarzinoms, welche auch eine mogliche Erklarung fir die
schlechte Prognose ist. Sowohl histomorphologisch als auch molekular unterscheiden
sich die triple-negativen Mammakarzinome von anderen Karzinomtypen. Neben lber-
wiegend invasiven Mammakarzinomen vom nicht speziellen Typ (NST, high grade),
Mammakarzinomen mit medullarem Wachstumsmuster, hier haufig mit assoziierter
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BRCA1-Keimbahnmutation, gehdoren metaplastische squamdse und Matrix produzie-
rende Karzinome und Translokationskarzinome (adenoid-zystische und sekretorisches
Karzinome) zu den triple-negativen Mammakarzinomen. Auf molekularer Ebene (defi-
niert durch mRNA Expression) zeigen ein Grofteil (etwa 70-80%) der TNBC die Charak-
teristika eines basalen Phanotyps (wegen der Ahnlichkeit zu basal in Driisen der Mamma
lokalisierten myoepithelialen Zellen), zusatzlich kdnnen geringe Expressionen von Clau-
din und luminale Expression von Androgenrezeptoren auftreten (Ross & Pareja, 2021;
Wu & Hicks, 2021).

Fir jedes Tumorstadium ist die Prognose der TNBC im Vergleich zu den anderen Typen
der Mammakarzinome schlechter. Die Unterschiede in krankheitsfreiem Intervall,
krankheitsspezifischem Uberleben und Gesamtiiberleben vergréRern sich dabei noch
mit héheren Tumorstadien. Triple-negative Mammakarzinom-Patientinnen erleiden da-
bei haufig ein frihes Tumorrezidiv innerhalb von drei Jahren. Triple-negative
Mammakarzinome zeigen ein hohes Risiko fiir Metastasierung in ZNS und Lunge und
sind fur bis zu 30% aller Sterbefdlle an Mammakarzinomen verantwortlich.

Nach aktueller Forschung besteht die einzige Therapie aus Operation und adjuvanter
Chemotherapie mit Taxanen, Anthrazyklinen und Carboplatin, da triple-negative
Mammakarzinome unempfindlich gegeniiber endokriner Therapie und Antikérperthe-
rapie sind. Jedoch kann ein Ansprechen auf die Chemotherapie nicht immer eine Ver-
besserung der Prognose garantieren, da die Chemotherapieempfindlichkeit bei der He-
terogenitat der Krebserkrankung sehr unterschiedlich ist. Unterschiede in der Prognose
und dem Ansprechen auf Chemotherapie bestehen bei TNBC durch den histologischen
Typ und die primare immunologische Reaktion im Tumorgewebe.

Demzufolge ist es wichtig, spezifische Therapieansatze fiir das heterogene Krankheits-
bild zu finden. In zahlreichen Studien wurden bereits neue pharmakologische Zielstruk-
turen fiir die Verbesserung der Uberlebenschance der triple-negativen Mammakarzi-
nom-Patientin untersucht (Foulkes et al., 2010; Geng, 2019; Liedtke, 2017; Wolf C.,
2011; Yang et al., 2017).

Der Einsatz von sogenannten Poly-ADP-Ribose-Polymerase (= PARP)-Inhibitoren kann
das Uberleben von Patientinnen mit triple-negativen Mammakarzinomen mit BRCA1-
Mutationen verbessern (Geenen et al., 2018; Rottenberg et al., 2008). PARP spielt eine
wichtige Rolle in den DNA-Reparaturmechanismen und kann so bei BRCA1-Mutationen
den intrazelluldren Reparaturdefekt kompensieren. Die Hemmung von PARP fihrt letzt-
endlich zum Zelltod (,synthetische Letalitdt) und damit zu einer Tumorsuppression
(Liedtke, 2017; Lord et al., 2015). Des Weiteren wurden Anti-Androgene Medikamente
fur die Therapie des triple-negativen Mammakarzinoms untersucht. Man geht davon
aus, dass bei manchen triple-negativen Mammakarzinomen an der Oberflache der Tu-
morzellen Androgenrezeptoren prasentiert werden. Diese kdnnten Zielstrukturen fur
Medikamente sein (Denkert et al., 2017; Denkert et al., 2010). Zuséatzlich kbnnen me-
chanistic Target of Rapamycin (= mTOR) -Inhibitoren im therapeutischen Ansatz der Be-
handlung von triple-negativen Mammakarzinomen eine Rolle spielen. Dabei wurde her-
ausgefunden, dass eine Kombination aus mTOR- und PARP-Inhibitoren bei BRCA-Muta-
tionen fiir die Therapie vielversprechend sind (Mo et al., 2016). Studien untersuchten
auch die Wirkung von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (= TIL) im Brustkrebs. Dabei
konnte gezeigt werden, dass TILs beim triple-negativen Mammakarzinom ein etablierter
prognostischer Faktor fiir das Chemotherapieansprechen und damit einhergehender
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besserer Prognose ist (Denkert et al., 2017; Denkert et al., 2010). Antiangiogene Wirk-
stoffe, die schon bei anderen Krebsarten (Ovarialkarzinom, Lungenkarzinom) eingesetzt
werden, kdnnten auch beim triple-negativem Mammakarzinom erfolgversprechend
sein (Geng, 2019; Harbeck & Gluz, 2017). Der Angiogenesehemmer Bevacizumab wird
aktuell schon bei HER2-negativen Mammakarzinomen in Kombination mit Chemothera-
peutika (Paclitaxel oder Capecitabin) als Erstlinientherapie angewendet. Die oben auf-
gefihrten Angriffspunkte sind interessante pharmakologische Zielstrukturen fiir das
triple-negative Mammakarzinom, jedoch muss die Wahl des Therapieansatzes individu-
ell getroffen werden. Die Heterogenitat dieser Tumorentitat muss deshalb immer ge-
nauestens betrachtet werden. Zusatzliche Tumormarker sind von Néten, um die best-
mogliche individualisierte Therapie flr diese Patienten zu erreichen.

Alle Mitglieder der KLK-Familie werden sowohl im gesunden als auch im erkrankten
Brustgewebe exprimiert. Dabei werden die Kallikrein-dhnlichen Peptidasen vor allem im
Driusenepithel, aber auch in Brustsekreten (Muttermilch, Nippelaspirat, Zystenflissig-
keit) freigesetzt (Petraki et al., 2006; Schmitt et al., 2013; Shaw & Diamandis, 2007). Ext-
razelluldre Proteasen wie uPA, Plasmin, Matrix-Metalloproteasen, Kathepsine und auch
die KLKs vermitteln wahrend der Tumorprogression viele der Verdnderungen in der
Mikroumgebung des Tumors, indem sie u.a. die Basalmembran und die angrenzende
ECM aufbrechen. Es ist also nicht verwunderlich, dass KLKs eine regulierende Rolle bei
Tumorwachstum und -progression einnehmen und somit in verschiedenen Stadien der
Brustkrebsentstehung, -progression und -metastasierung beteiligt sind. Bei derzeitigem
Kenntnisstand kann sowohl die Uberexpression als auch die verminderte Expression von
KLKs im Mammakarzinom eine prognostische Rolle spielen (s. Tabelle 4). Die meisten
KLKs scheinen in verminderter Expression in Mammakarzinomzellen im Vergleich zur
Normalgewebe aufzutreten. Bisher konnte nur eine vermehrte Expression von KLK4 und
KLK15 im Mammakarzinom beobachtet werden (Avgeris et al., 2012; Mange et al., 2008;
Schmitt et al., 2013; Yousef et al., 2004). Widerspriichliche Ergebnisse existieren fir
KLK5, 10 und 14, die im Serum vermehrt, hingegen im Tumorgewebe hingegen vermin-
dert exprimiert sind. Moéglicherweise wird die Freisetzung der KLKs im Serum durch den
Abbau der Drisen und die Angiogenese begiinstigt (Yousef, Borgono, et al., 2002;
Yousef, Magklara, et al., 2001). Interessanterweise entsteht das Mammakarzinom oft
durch Androgenstimulation, wobei durch Androgenrezeptoren und deren Reaktion auf
Steroidhormone eine veranderte Kallikreinexpression im Mammakarzinom bedingt sein
kann (Avgeris et al., 2010; Paliouras & Diamandis, 2008; Schmitt et al., 2013). Obwohl
dem triple-negativen Mammakarzinom der Ostrogen- und Progesteronrezeptor fehlt,
konnte eine Expression der Kallikrein-Mitglieder beobachtet werden. Es ist demnach da-
von auszugehen, dass die Kallikreinexpression ursachlich nicht nur von der Stimulation
dieser Hormone abhangig ist.

In einigen Fallen wurde bereits die Expression und klinische Relevanz bestimmter KLKs
in homogenen Patientinnen-Kohorten mit triple-negativem Mammakarzinom unter-
sucht. Dabei wurden dhnliche Kollektive wie in dieser Arbeit von der Klinischen Forscher-
gruppe der Frauenklinik des Klinikums rechts der Isar bereitgestellt. In diesen Untersu-
chungen wurde beobachtet, dass KLK4 vor allem in den Stromazellen und nicht in den
Tumorzellen vermehrt exprimiert wird. Eine erhohte KLK4-Expression in Stromazellen
geht in dieser Studie mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben einher (Yang et
al., 2017). Eine hohe Expression von KLK5 in Stromazellen geht signifikant mit einer Tu-
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mormetastasierung einher. Es ist daher nicht verwunderlich, dass eine hohe KLK5-Ex-
pression mit einer schlechteren Prognose beim TNBC zu beobachten ist (Yang et al.,
2015). Im Vergleich zu Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen ist die Expression
von KLK10 im TNBC héher. Erhohte KLK10-mRNA-Werte sind auch hier mit einer ungtins-
tigeren Prognose bei TNBC verbunden. Auch eine erhdohte KLK11-mRNA-Expression
wurde mit einem kiirzeren 15-Jahres-Uberleben assoziiert. Zusitzlich wurde eine Ko-Ex-
pression von KLK10 und KLK11 in TNBC festgestellt. Diese Kombination aus KLK10 und
KLK11 erhéhte den Vorhersagwert des progressionsfreien Uberlebens (Geng, 2019;
Geng et al., 2018). Des Weiteren zeigte eine positive KLK12-Expression sowohl ein ver-
kiirztes progressionsfreies Uberleben als auch Gesamtiiberleben (Gong et al., 2020). Die
oben genannten Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine vermehrte Expression vieler
Kallikrein-ahnlicher Peptidasen eine tumorunterstiitzende Rolle im triple-negativen
Mammakarzinom spielt.

Ein Fokus dieser Arbeit bestand darin, die Expression von KLK14 im triple-negativen
Mammakarzinom zu untersuchen. Dabei wurde immunhistochemisch die Proteinex-
pression von KLK14 ermittelt und die Ergebnisse auf die klinische Relevanz in Bezug auf
das Gesamtiiberleben und 15-Jahres-Uberleben iiberpriift. Damit sollte auch geklart
werden, ob eine hohe KLK14-Expression eine dhnliche Rolle im TNBC wie im fortgeschrit-
tenen, serésen Ovarialkarzinom spielt. Die Expression und dessen klinische Relevanz von
KLK14 im Mammakarzinom werden bisher kontrovers diskutiert. Es gibt verschiedene
Berichte, in denen die Expression von KLK14 sowohl hoher als auch niedriger in
Mammakarzinomen im Vergleich zu gesundem Brustgewebe beschrieben werden
(Fritzsche et al., 2006; Papachristopoulou et al., 2011; Yousef, Borgono, et al., 2002;
Yousef, Magklara, et al., 2001). Weitere Publikationen deuten darauf hin, dass KLK14
sowohl eine tumorstimulierende als auch tumorunterdriickende Wirkung aufweisen
kann (Borgofio & Diamandis, 2004; Borgono et al., 2007; Rajapakse & Takahashi, 2007).
Moglicherweise liegen die zum Teil widerspriichlichen Daten darin begriindet, dass in
diesen Studien, verschiedene Patientinnenkollektive betrachtet und nicht zwischen Ste-
riodhormonrezeptor-positiven, -negativen und dem HER2-Status der Mammakarzinome
unterschieden wurde. Man geht davon aus, dass KLK14 durch Steroidhormone (Andro-
gene und Gestagene) in hormonabhdngigen Tumoren wie Brustkrebs reguliert wird. Da-
her ist es nicht verwunderlich, dass eine erhéhte KLK14-mRNA und Proteinexpression in
Steriodhormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen nachgewiesen werden konnte
(Fritzsche et al., 2006; Papachristopoulou et al., 2011; Yousef, Borgono, et al., 2002).
Andererseits wird in dieser Studie gezeigt, dass eine KLK14-Uberexpression auch in hor-
monunabhangigen Tumorgewebe (triple-negativen Mammakarzinomen) maglich ist. Es
scheint, dass KLK14-Expression nicht nur abhdngig von Steroidhormonen ist, sondern
auch andere Mechanismen zur Uberstimulierung in Frage kommen.

Auch die prognostische Bedeutung der KLK14-Expression ist nicht eindeutig geklart. Die
Uberexpression von KLK14-mRNA wurde als unabhingiger Marker fiir eine ungiinstige
Prognose bei Mammakarzinomen bewertet. Héhere Konzentrationen von KLK14-mRNA
wurden haufiger bei Patientinnen mit fortgeschrittener Erkrankung festgestellt, was zu
einem verminderten krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben fiihrt (Yousef,
Borgono, et al., 2002). Auch Papachristopoulou et al. (2011) untermauert das Ergebnis
durch die Beobachtung, dass eine hohe KLK14-mRNA-Expression mit héherem Tumor-
grading und grofBerer Tumormasse einhergeht und wiederum mit einer schlechteren
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Prognose einhergeht. In dieser Arbeit wurde eine hohe KLK14-Expression im triple-ne-
gativen Mammakarzinom festgestellt, jedoch konnte eine eindeutige prognostische Be-
deutung nicht dargelegt werden.

Dariuber hinaus wurde in Studien die Korrelation von KLK14-mRNA-Expression/-Protein-
expression mit Steroidrezeptorstatus, Tumorgrading und Lymphknotenstatus unter-
sucht. Es konnte gezeigt werden, dass die KLK14-mRNA-Expression eine statistisch sig-
nifikante negative Korrelation mit dem Ostrogenrezeptorstatus im Brustkrebs
(Papachristopoulou et al., 2011). Bei positivem Rezeptorstatus kann entweder Tamoxi-
fen oder Aromatasehemmer als Therapiemdoglichkeit eingesetzt werden. Dadurch wird
die Prognose der Patientinnen mit hormonrezeptorpositivem Mammakarzinom verbes-
sert. Die negative Korrelation zwischen KLK14 und Ostrogenrezeptorstatus kann daher
auch als ein prognostischer Marker dienen. Zusatzlich wurde Korrelation von KLK14-Pro-
teinexpression mit einem héheren Tumorgrading und positiven Lymphknotenstatus be-
obachtet. Héheres Tumorgrading und Lymphknotenbefall gegen mit Tumoraggressivitat
einher. Jedoch konnte keine Signifikanz zwischen einer hohe KLK14-Proteinexpression
mit einem verkiirzten progressionsfreien Uberleben oder Gesamtiiberleben festgestellt
werden. Daher ist die KLK14-Proteinexpression mittels IHC als prognostischer Marker im
Mammakarzinom bislang fraglich (Fritzsche et al., 2006).

Wie bereits oben erwdhnt ist aufgrund der wenigen Therapieoptionen und der Hetero-
genitat das triple-negative Mammakarzinom eine Herausforderung. Tumormarker sind
von Noten, um die individualisierte Therapie zu ermdglichen. Es ist somit wichtig zu be-
stimmen, ob KLK14 als Zielstruktur fungieren kann. Es wurde bereits gezeigt, dass eine
erhohte Proteinexpression von KLK14 in einem heterogenen Patientenkollektiv von
Mammakarzinomen im Vergleich zu Normalgewebe vorliegt, (Fritzsche et al., 2006). In
dieser Arbeit zeigte sich, dass in ausschliel§lich TNBC untersuchten Proben die KLK14-
Proteinexpression mittels IHC im Vergleich zu Normalgewebe erhéht ist. Um die prog-
nostische Bedeutung der erhdhten KLK14-Proteinexpression zu bestimmen, wurden
Uberlebenskurven mittels Kaplan-Meier erstellt. Dabei wurde sowohl| der gesamte Be-
obachtungszeitraum als auch ein 15-Jahres Gesamtiiberleben betrachtet. Eine erhohte
KLK14-Proteinexpression lag vor, wenn die immunhistochemische Bewertung Uber 1
bzw. Uber 2 lag. Bei beiden Gruppeneinteilungen konnte keine Signifikanz zwischen
KLK14-Proteinexpression und dem Gesamtiiberleben gezeigt werden. Jedoch wurde ein
Trend zur Signifikanz bei einer hohen KLK14-Proteinexpression (2+3) mit einem langeren
15-Jahres Uberleben beobachtet (p = 0,067). Dieses Ergebnis steht im Widerspruch mit
den zuvor erwdhnten Studien. Diese Arbeit zeigt, dass auch bei Fehlen von Hormonre-
zeptoren eine Uberexpression von KLK14 stattfindet. Es muss also davon ausgegangen
werden, dass die KLK14-Expression nicht ausschlielich von Steroidhormonen reguliert
wird. Es besteht demnach die Mdéglichkeit, dass eine hohe KLK14-Expression nur bei hor-
monrezeptorpositiven Mammakarzinomen einen prognostisch schlechteren Effekt hat,
jedoch nicht bei triple- negativen Mammakarzinomen. In dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass hohe KLK14-Expressionslevel im fortgeschrittenen, serésen Ovarialkarzinom mit ei-
ner besseren Prognose einhergehen. Im Gegensatz dazu konnte eine hohe KLK14-Prote-
inexpression im triple-negativen Mammakarzinom keine Prognoseverbesserung zeigen.
Ob KLK14 sich nur im Ovarialkarzinom tumorsuppressiv verhalt und in anderen Tumor-
arten eine andere Rolle spielt, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.
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Zusammenfassung

Das fortgeschrittene serdse Ovarialkarzinom stellt auf Grund seiner spaten Diagnose-
stellung und hohen Sterblichkeit eine therapeutische Herausforderung dar. Auch das
triple-negative Mammakarzinom weist ein aggressives Wachstum und kiirzeres Gesamt-
Uberleben auf. Die Heterogenitat dieser Karzinome und ihre eingeschrankten Therapie-
moglichkeiten (ausschlieBlich Operation und Chemotherapie) des triple-negativen
Mammakarzinoms stellen eine Hiirde dar. Die Genexpression der humanen Kallikrein-
ahnlichen Peptidasen ist im Ovarial- und im Mammakarzinom dereguliert. Deshalb sollte
in der vorliegenden Arbeit sowohl die klinische Relevanz von KLK13 und KLK14 im fort-
geschrittenen serdsen Ovarialkarzinom (FIGO 111/1V) als auch von KLK14 im triple-negati-
ven Mammakarzinom analysiert werden.

Im molekularbiologischen Teil der vorliegenden Arbeit erfolgte die Etablierung eines
KLK13-qPCR-Assays unter Verwendung von isolierter RNA aus der humanen ovarialen
Zelllinie OV-MZ-6/KLK13 und Tumorgewebe. AnschlieRend wurde mittels qPCR die
MRNA-Expression von KLK13 (und KLK14 von einer Mitdoktorandin) in einem Kollektiv
von Patientinnen mit fortgeschrittenem serésen Ovarialkarzinom quantifiziert, die Kor-
relation der KLK13-Expression mit klinisch etablierten Parametern des Ovarialkarzinoms
analysiert und der Zusammenhang der KLK13-Expression mit dem Gesamtiberle-
ben/progressionsfreien Uberleben untersucht.

Unsere Daten zeigen, dass sowohl KLK13 und KLK 14 im fortgeschrittenen, serésen Ova-
rialkarzinom als auch KLK14 im triple-negativen Mammakarzinom im Vergleich zu Nor-
malgewebe vermehrt exprimiert sind. In Bezug auf etablierte prognostische Parameter
des Ovarialkarzinoms wie das Aszitesvolumen oder Resttumormasse konnte kein signi-
fikanter Zusammenhang mit der mRNA-Expression von KLK13 und KLK14 festgestellt
werden. Lediglich eine hohe KLK14-mRNA Expression war mit einem Patientenalter tiber
60 Jahren assoziiert. Da die klinische Forschergruppe der Frauenklinik des Klinikums
rechts der Isar noch weitere KLK-Mitglieder auf deren mRNA-Expression im fortgeschrit-
tenem serosen Ovarialkarzinom untersuchte, konnte auch eine moderate Korrelation
der mRNA-Expression von KLK13 und KLK10 (R = 0,544, p < 0,001) als auch KLK13 und
KLK11 (R = 0,541, p < 0,001) beobachtet werden. Patienten mit einem erhéhten KLK13-
mMRNA-Expressionslevel weisen ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben (HR = 1,81;
95%-KI = 1,03-3,19; p = 0,041) und erho6htes Risiko fir Progression der Erkrankung (HR
=1,97; 95%-Kl = 1,12-3,47; p = 0,020) auf. Im Gegensatz zu KLK13 waren erhdhte KLK14-
mRNA-Expressionswerte signifikant mit einem ldngeren progressionsfreien Uberleben
assoziiert (HR = 0,44; 95%-Kl = 0,22-0,86; p = 0,017). Ein Trend zur Signifikanz fand sich
fiir das 5-Jahres-Uberleben bei einer hohen KLK14-mRNA-Expression konnte beobachtet
werden (HR = 0,54, 95%-KI = 0,28-1,05, p = 0,070). Im Gegensatz zu den Daten bzgl. der
KLK14 -mRNA-Expression, gab es keine signifikante Assoziation zwischen der KLK14-Pre-
oteinexpressionshéhe (semiquantitativ bestimmt mittels Immunhistochemie) dem pro-
gressionsfreien bzw. Gesamtuberleben. Zudem gab es keine signifikante Korrelation zwi-
schen KLK-14-mRNA- und Proteinexpression, was darauf hindeuten kénnte, dass der fir
die immunhistochemischen Untersuchungen verwendete KLK14 Antikorper nicht alle
Formen des tumor-assoziierten KLK14-Proteins detektiert.

Die multivariate Regressionsanalyse nach Cox sollte die unabhadngige Beziehung der
KLK13- und KLK14-mRNA-Expression in Bezug zu anderen etablierten klinischen Parame-
tern auf das Gesamt- und progressionsfreie Uberleben priifen. Dem Basismodell aus den
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etablierten klinischen Prognoseparametern (Alter, Aszitesvolumen, Resttumormasse)
wurden anschliefend separat die dichotomisierten KLK13- oder KLK14-mRNA-Expressi-
onlevel hinzugefiigt. Es konnte beim separaten Hinzufligen von KLK13 und KLK14 ein
Trend zur Signifikanz fir das Gesamtiiberleben (KLK13: HR = 1,82; 95%-KI = 0,99-3,35; p
= 0,054; KLK14: HR = 0,52; 95%-KI = 0,25-1,06; p = 0,073) gezeigt werden. In Bezug auf
das progressionsfreie Uberleben stellen sowohl KLK13- als auch KLK14-mRNA-Expressi-
onslevel eine unabhdngige prognostische Bedeutung dar (KLK13: HR = 1,87; 95%-KI| =
1,02-3,44; p = 0,043, KLK14: HR = 0,40; 95%-KI = 0,19-0,84; p = 0,016). Werden beide
KLKs gleichzeitig zum Basismodell hinzugefligt, konnte gezeigt werden, dass hohe
KLK13-Werte fiir ein kiirzeres Gesamtuberleben (HR = 2,05; 95%-KI = 1,08-3,88; p =
0,020) sowie progressionsfreies Uberleben(HR = 2,14; 95%-KI = 1,13-4,08; p = 0,037) und
hohe KLK14-Werte fiir ein lingeres Gesamt- und progressionsfreies Uberleben (Gesamt-
iberleben: HR = 0,46; 95%-K| = 0,22-0,95; p = 0,037; Progressionsfreies Uberleben: HR
=0,36; 95%-Kl = 0,17-0,76; p = 0,007) sprechen.

In einem weiteren Projekt sollten verschiedene Antikdrper gegen KLK13 und KLK14 auf
Spezifitat gegenilber aller anderen Mitglieder der KLK-Familie getestet werden. Im Labor
waren rekombinante produzierte Proteine von pro-KLK2 bis einschlieBlich pro-KLK15
vorhanden, jedoch nicht pro-KLK1. Daher erfolgte zunachst die Herstellung eines Expres-
sionsplasmids flir pro-KLK1, sowie die rekombinante Produktion und Aufreinigung des
Proteins. Mittels Western-Blot Analysen konnten verschiedene Antikérper gegen KLK13
und KLK14 charakterisiert werden und einige identifiziert werden, die keine Kreuzreak-
tionen mit anderen Mitgliedern der KLK-Familie zeigen. AnschlieRend erfolgte die Aus-
testung auf Eignung dieser in immunhistochemischen Analysen, wobei sich die KLK13-
Antikorper als ungeeignet fur die IHC-Analysen erwiesen. Dagegen konnte ein Antikor-
per gegen KLK14 (R&D; AF2626) fur die Untersuchung der Proteinexpression in Patien-
tinnenkollektiven mit fortgeschrittenem serésen Ovarialkarzinom bzw. triple-negativen
Mammakarzinom verwendet werden.

Zundachst wurde der Zusammenhang zwischen der KLK14-Proteinexpression und den kli-
nisch etablierten prognostischen Markern (Aszitesmenge, Alter und Resttumormasse)
des Ovarialkarzinoms untersucht. Dabei konnte kein signifikanter Zusammenhang fest-
gestellt werden. Zusatzlich konnte keine Signifikanz zwischen der KLK14-Proteinexpres-
sion (unterteilt in zwei Gruppen: KLK14 2+3 vs. 0+1; KLK14 3 vs. 0+1+2) und dem pro-
gressionsfreien- und Gesamtuberleben festgestellt werden. Auch bestand keine Korre-
lation zwischen der KLK14-mRNA und -Proteinexpression im fortgeschrittenen serésen
Ovarialkarzinom.

SchlieBlich wurde auch ein Kollektiv mit Tumorgewebe von Patientinnen mit triple-ne-
gativem Mammakarzinom untersucht. Hier konnte bei einer hohen KLK14-Proteinex-
pression (IRS-Wert 2+3) ein Trend zur Signifikanz (p = 0,067) fiir ein langeres 15-Jahre-
Gesamtiberleben gefunden werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl KLK13- als auch KLK14-mRNA als unab-
hangige pradiktive Tumormarker fir das fortgeschrittene, serése Ovarialkarzinom in
Frage kommen. Jedoch spielen die beiden Biomarker, KLK13- und KLK14-mRNA, beim
fortgeschrittenen serésen Ovarialkarzinom in der Tumorprogression eine entgegenge-
setzte Rolle, d.h. KLK13 kénnte tumorprogressiv wirken, wahrend KLK14 mdéglicherweise
eine tumorsuppressive Wirkung aufweist. Auf Proteinebene gab es mit dem verwende-
ten KLK14-Antikdrper in den immunhistochemischen Untersuchungen keine Assoziation
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zwischen KLK14-Expression und Patientinnenprognose. Hier sollten Validierungsstudien
mit weiteren spezifischen KLK14-Antikdrpern erfolgen.
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VIII. Anhang

Prozedur: Forschung IHC DAB Map XT (Zusammenfassung)

Discavery XT Farbemodul
GSF, Inst. [. Palhologie, Ingulstavdicr Landstrasse 1 85780 Neuherberg
{ Protokoll-Nr.  Protokoliname eretellt am
i
EEE 12h CC4 Xtram oz.ns.zms]

© Patiendandaterial [Ausgraahhb]
?  Pgrafin [Auscoesaht]
3 Erparafinianirg [Ausgeashit]
4 Hizguorhahandlung [Ausgeaant
5 Call Conditionsr 1 [Auvsnswtihit]
6 Micss CO1 [Ausnsweh]
7 Standsrd CC1 [Ausgenahit
8 Enslteries CCT [AuegewEhl]
9 Anlkdmpar [Ausgeashit]
10 AnlikGmper-Titation [Ausgewihl]
11 Enveltaris Ak-Inkubation (Tilralion) [Ausgevdng]
12 inkublzren Mr 112 Stuncen] ( Priver Ardiciirper )
13 Sekunddrarkixdrper [Ausgewdhl]
14 aulomalacher Aullrag Securddmnbkomper [Ausgewibit])
15 1 Trapfen [DETECTICN 6] (Nachacis Nr.2), und fur [32 Mirulen] nkubieren.
16 GagenfErtung [Ausgewdhll
17 Slandard [Auegenahil])
18 1 Tieplen von [HEMATOXYLUN] [ Gegenfarbung ) sulragzn, LTS suftmgen u. for {4 Miruten] inkobierer.
18 Nooh-Gegenfabung [Ausgewahit]
20 1 Treplen von [BLUING REAGENT, ( Nazh-Gegenfarbung ) auft=gen, LCS auftragen u. far [4 Minulen] nkebisien,
21 Objektiriger Relnlgung [Ausgewahl]
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Protokoll-Nr. 899 : 12h CC1 Xtrem (02.05.2016)
Prozedur: Forschung IHC DAB Map XT
Discovery XT Farbemodul
GSF, Inst f. Pathologie, Ingolstacdter Landstrasse 1 85760 Neuherberg

Schett-Nr  Frotokolischritt
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D E N3 bW
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= S5C Wash Aumwiahlnn =
e E2Z Prep Auswahlen *
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Jat Cran (LX)
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Abjzte leng. Call Cenditionsr Nr.® (1XT1)
Abgate von Gek Gond, u, Coversip [TXT)
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* Ein Trapien enispricht aciner Reagenzienabgoabe
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Protokoll-Nr. 998 : 12h CC1 Xtrem (02.05.2016)

Prozaedur: Forschung IHC DAB Map XT
Discovery XT Farbemodul
GSF, Inst. . Pathologie, Ingolstaedter Landstrasse 1 85760 Neuherberg

Schritt-Nr  Profokobschritt
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Protokoil-Nr. 299 : 12h CC1 Xtrem (02.05.2016)

Prozedur: Forschung IHC DAB Map XT
Discovery XT Fiarbemodul
GSF, Inst. f. Pathologie, Ingolstaedter Landstrasse 1 85760 Neuherberg

Schrttt-Nr  Protokokschintt
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Protokoli-Nr. 999 : 12h CC1 Xtrem {02.05.2016)
Prozedur: Forschung IHC DAB Map XT
Discovery XT Farbemodul
GSF, Inst. f. Pathologie, Ingolstaedter Landstrasse 1 85760 Neuherberg
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