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Abkürzungsverzeichnis

aCGH Array-based Comparative Genomic Hybridization
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LOH loss of heterozygosity

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

mRNA messenger RNA
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Abstract

Ovarialkarzinomproben von 49 Patientinnen wurden durch den MLPA BRCA1ness Test in ein
BRCA1 -ähnliches bzw. nicht-BRCA1 -ähnliches Tumorprofil klassifiziert und mRNA-Expressions-
werte von sieben Genen (ATM , BRIP1 , BRCA1 , BRCA2 , CHEK2 , RAD51C, RAD51D), die
für Proteine der homologen Rekombinationsreparatur (HR) kodieren, wurden bestimmt. Niedrige
mRNA-Expressionswerte von BRIP1 , BRCA1 und RAD51C waren mit einem besseren Gesamt-
überleben assoziiert. In der Cox-Regression waren die BRIP1 mRNA-Expression und das MLPA
Tumorprofil unabhängige prognostische Parameter.

Ovarian cancer tissues of 49 patients were classified in BRCA1 -like or non-BRCA1 -like by the
MLPA BRCA1ness test and mRNA levels of seven genes (ATM , BRIP1 , BRCA1 , BRCA2 ,
CHEK2 , RAD51C, RAD51D) involved in homologous recombination (HR) were determined. Low
mRNA levels of BRIP1 , BRCA1 and RAD51C were associated with favorable overall survival.
Cox-regression showed a prognostic significance of BRIP1 mRNA expression and a prognostic
significance of the estimated tumor profile by MLPA.

6



1 Einleitung 7

1 Einleitung

1.1 Ovarialkarzinom

In Deutschland erkranken pro Jahr ca. 7.400 Frauen an einem Ovarialkarzinom (Kaatsch et al.
2015), womit das Ovarialkarzinom die zweithäufigste maligne Tumorerkrankung der weiblichen
Geschlechtsorgane darstellt. Insgesamt ist das Ovarialkarzinom die fünfthäufigste Todesursache
aller Tumorerkrankungen der Frau (Siegel et al. 2016) und darüber hinaus nach dem Mamm-
akarzinom an zweiter Stelle der tödlichen gynäkologischen Tumorerkrankungen (Ferlay et al.
2015). 70% aller Ovarialkarzinome werden aufgrund häufig fehlender Frühsymptome erst in ei-
nem fortgeschrittenen Stadium (FIGO Stadium III oder IV) diagnostiziert (Bowtell et al. 2015;
Costa et al. 2015). Etwa ein Fünftel aller Ovarialkarzinome tritt auf dem Boden einer pathogenen
BRCA1 - oder BRCA2 -Keimbahnmutation auf (Harter et al. 2017). Eine wichtige Therapiesäu-
le ist die chirurgische Resektion des Tumors, wobei das Ausmaß der Resektion das wichtigste
prognostische Kriterium darstellt (Du Bois et al. 2009). Im Anschluss an die Operation ist die
Erstlinientherapie mit sechs Zyklen Carboplatin/Paclitaxel Standard (Bois et al. 1999). 70% der
Patientinnen erleiden im weiteren Verlauf ein Rezidiv (Rochon und Du Bois 2011). Einen Wende-
punkt in der Therapie des Ovarialkarzinoms markierte die Zulassung des PARP1-Inhibitor Ola-
parib (Lynparza®) im Dezember 2014 als Erhaltungstherapie (zunächst) zur Behandlung von
BRCA1 - oder BRCA2 -positivem (Keimbahn- oder somatische Mutation), high-grade serösem
und platinsensitivem Eierstock-, Peritoneal- oder Eileiterkarzinoms im Rezidiv (European Medi-
cines Agency 2020a). Im Mai 2018 wurde die Zulassung auf die Behandlung von Patientinnen mit
serösem epithelialem Karzinom, unabhängig vom BRCA-Mutationsstatus, und auf Patientinnen
mit nicht-serösem epithelialem Karzinom erweitert (Institut für Qualität und Wirtschaftlichkeit
im Gesundheitswesen 2020). Seit Dezember 2017 ist mit Niraparib (Zejula®) zudem ein weiterer
PARP-Inhibitor (ebenfalls unabhängig BRCA-Mutationsstatus) zugelassen (European Medicines
Agency 2020b). Trotz Fortschritten in der Operationstechnik und breiter Anwendung von pla-
tinhaltiger Chemotherapie ist die 5-Jahres-Überlebensrate mit 46% (2005 bis 2011) nach wie vor
niedrig (Siegel et al. 2016; Sun et al. 2014). Mögliche Ursachen des schlechten Gesamtüberlebens
stellen der späte Diagnosezeitpunkt aufgrund fehlender Frühsymptome und häufiger Rezidive.
Das Auftreten von Platinresistenz stellt des Weiteren eine große Herausforderung dar. Nachdem
viele Patientinnen zwar anfänglich ein sehr gutes Ansprechen auf die Chemotherapie zeigen, ent-
wickeln jedoch viele im Laufe der Therapie ein Resistenzverhalten (v.a. gegenüber Carboplatin).
Die Identifizierung von platinsensiblen und -refraktären Patientinnen ist daher von hohem kli-
nischen Interesse, auch um resistenten Erkrankten unnötige und mit Nebenwirkungen behaftete
Therapien zu ersparen. (Hennessy et al. 2009).

1.2 Ursachen eines homologen Rekombinationsdefizit

Die homologe Rekombination (HR) ist ein komplexer und fein abgestimmter DNA-Reparaturme-
chanismus, der der präzisen Reparatur von Doppelstrangbrüchen und Quervernetzungen dient
und eine wichtige Bedeutung für die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität hat. Das
Prinzip der HR beruht auf der Nutzung des intakten Schwesterchromatids als Matrize/Kopier-
vorlage für die Korrektur des DNA-Schadens (Stoppa-Lyonnet 2016). Die HR kann in drei Stadien
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1 Einleitung 8

(Pre-Synpasis, Synapsis, Post-Synapsis) eingeteilt werden, wobei zahlreiche Proteine interagie-
ren (Mazón et al. 2010). BRCA1, BRCA2 und RAD51C stellen Schlüsselkomponenten in der
Aktivierung und Regulation einer funktionierenden HR dar (O’Donovan und D. M. Livingston
2010).
Eine beeinträchtige DNA-Reparatur ist ein Schlüsselmerkmal der Krebsentstehung (Hanahan und
Weinberg 2011). Eine fehlerhafte HR führt zu charakteristischen genomischen Veränderungen –
hohe Anzahl an loss of heterozygosity (LOH), telomerischen allelischen Imbalancen, ausgedehnte
Transitionen –, die sich in einer hohen genomischen Instabilität widerspiegeln (Geisler et al. 2002;
Skytte et al. 2011). Mehrere Veränderungen dieser Art können über die Zeit die Tumorentste-
hung begünstigen (Stoppa-Lyonnet 2016). Beim Ovarialkarzinom lässt sich in 41-50% aller Fälle
ein Defizit der homologen Rekombination (HRD) nachweisen, wobei sich die Häufigkeit hinsicht-
lich des histologischen Subtyps und der verwendeten Methode unterscheidet (Elvin et al. 2017;
Moschetta et al. 2016). Einem HRD können initial verschiedene genetische Ursachen zugrunde
liegen: Dazu zählen Keimbahnmutationen, somatische Mutationen und epigenetische Verände-
rungen von Genen, die an der HR beteiligt sind. In einigen Fällen eines HRD ist die initiale
genetische Ursache unklar (Rigakos und Razis 2012).

1.2.1 Keimbahnmutationen

Bei ca. einem Fünftel aller Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom entsteht der Tumor auf dem
Boden einer pathogenen Keimbahnmutation in einem Gen, das für ein an der HR beteiligtes
Protein kodiert (Harter et al. 2017; Pennington et al. 2014). Im Kontext des erblichen Eierstock-
krebs sind hier als häufigste Ursachen pathogene Keimbahnmutationen in BRCA1 und BRCA2
zu nennen (Ford et al. 1998; Harter et al. 2017; Toss et al. 2015). Im Folgenden werden die in
dieser Arbeit untersuchten Gene zusammenfassend aufgelistet und hinsichtlich ihrer Relevanz im
Kontext des erblichem Ovarialkarzinoms näher beleuchtet. Alle Genprodukte sind an der HR be-
teiligt. Die statistischen Daten sind einer kürzlich veröffentlichen und der bislang größten Studie
entnommen, bei der insgesamt 95.561 Frauen (28% mit einem Mammakarzinom, 5% mit einem
Ovarialkarzinom) mithilfe eines NGS-basierten Genpanels (25 Gene) auf das Vorliegen von pa-
thogenen Varianten in bekannten Tumorprädispositionsgenen untersucht wurden (Kurian et al.
2017).

ATM ATM (OMIM: *607585) kodiert für eine Serin-/Threonin-Proteinkinase, die eine wich-
tige Rolle bei der Zellzykluskontrolle und der Regulation weiterer Tumorsuppressorproteine ein-
nimmt. Biallelische Varianten in ATM sind mit der autosomal-rezessiven Erkrankung Ataxia
teleangiectasia (OMIM: #208900); heterozygote pathogene Varianten in ATM mit einem mo-
derat erhöhten Mammakarzinom- (OR: 1,74; 95%-KI: 1,46 - 2,07) und Ovarialkarzinomrisiko
(OR: 1,69; 95%-KI: 1,19 - 2,40) assoziiert (Kurian et al. 2017). Die Häufigkeit von pathogenen
Keimbahnmutationen in ATM bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom wurde kürzlich mit
0,86% beziffert (Kurian et al. 2017).
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1 Einleitung 9

BRCA1 BRCA1 (OMIM: *605882) ist ein Tumorsuppressorgen und kodiert für das Protein
BRCA1, das durch Komplexbildung mit zahlreichen weiteren Proteinen eine entscheidende Rolle
in der DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle und Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität
einnimmt. Biallelische Varianten in BRCA1 sind mit der autosomal-rezessiven Erkrankung Fan-
coni Anämie Typ S verknüpft (OMIM: #617883). Heterozygote pathogene Varianten in BRCA1
sind mit einem statistisch signifikant erhöhten Mammakarzinom- (OR: 5,91; 95%-KI: 5,25 - 6,67)
und Ovarialkarzinomrisiko (OR: 11,8; 95%-KI: 9,99 - 14,0) assoziiert (OMIM: #604370) (Kurian
et al. 2017). Die Häufigkeit von pathogenen Keimbahnmutationen in BRCA1 bei Patientinnen
mit einem Ovarialkarzinom wurde kürzlich mit ca. 5% beziffert (Kurian et al. 2017).

BRCA2 BRCA2 (OMIM: *600185) ist ein Tumorsupressorgen und kodiert für das Protein
BRCA2, welches bei der Initiierung der HR eine entscheidende Rolle spielt. Biallelische Varianten
in BRCA2 sind mit der autosomal-rezessiven Erkrankung Fanconi Anämie Typ D1 assoziiert
(OMIM: #605724). Ebenso wie BRCA1 zählt BRCA2 zu der Gruppe der Hochrisikogene für
familiären Brust- und Eierstockkrebs. Heterozygote pathogene Varianten in BRCA2 sind mit
einem statistisch signifikant erhöhten Mammakarzinom- (OR: 3,31; 95%-KI: 2,95 - 3,71) und
Ovarialkarzinomrisiko (OR: 5,26; 95%-KI: 4,38 - 6,31) assoziiert (OMIM: #612555) (Kurian et
al. 2017). Die Häufigkeit von pathogenen Keimbahnmutationen in BRCA2 bei Patientinnen mit
einem Ovarialkarzinom wurde kürzlich mit 3,96% beziffert (Kurian et al. 2017).

BRIP1 BRIP1 (OMIM: *605882) kodiert für ein gleichnamiges Protein, das u.a. mit BRCA1
interagiert, wobei der Bindungskomplex eine Schlüsselrolle bei der Reparatur von Doppelstrang-
brüchen im Rahmen der HR spielt. Biallelische Varianten in BRIP1 sind mit der autosomal-
rezessiven Erkrankung Fanconi Anämie Typ J (OMIM: #609054); heterozygote pathogene Va-
rianten in BRIP1 mit einem statistisch signifikant erhöhten Ovarialkarzinomrisiko (OR: 2,62;
95%-KI: 1,72 - 3,98) assoziiert (Kurian et al. 2017). Ein Zusammenhang mit einem nennenswert
erhöhten Mammakarzinomrisiko konnte in mehreren neueren Studien nicht bestätigt werden
(Couch et al. 2017; Easton et al. 2016; Kurian et al. 2017). Die Häufigkeit von pathogenen Keim-
bahnmutationen in BRIP1 bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom wurde kürzlich mit ca.
1% beziffert (Kurian et al. 2017).

CHEK2 CHEK2 (OMIM: +604373) kodiert für eine Proteinkinase, die als Reaktion auf DNA-
Schäden aktiviert wird und eine regulatorische Funktion im Zellzyklus hat. Heterozygote patho-
gene Varianten in CHEK2 sind mit einem statistisch signifikant erhöhten Mammakarzinomrisiko
(OR: 1,99; 95%-KI: 1,70 - 2,33), jedoch nicht mit einem erhöhten Ovarialkarzinomrisiko assozi-
iert (Kurian et al. 2017). Die Häufigkeit von pathogenen Keimbahnmutationen in CHEK2 bei
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom wurde kürzlich mit ca. 0,5% beziffert (Kurian et al.
2017).

RAD51C RAD51C (OMIM: *602774) kodiert für RAD51C, eines von fünf Paralogen von
RAD51 und formt mit diesen zwei verschiedene Komplexe, die unterschiedliche Aufgaben in
der homologe Rekombination (HR) erfüllen. RAD51C ist somit ein integraler Bestandteil in der
Reparatur von Doppelstrangbrüchen. (Meindl et al. 2010). Biallelische Varianten in RAD51C

9



1 Einleitung 10

sind mit der autosomal-rezessiven Erkrankung Fanconi Anämie Typ O (OMIM: #613390) as-
soziiert. Heterozygote pathogene Varianten in RAD51C sind mit einem statistisch signifikant
erhöhten Ovarialkarzinomrisiko (OR: 4,98; 95%-KI: 3,09 - 8,04) assoziiert (Kurian et al. 2017).
In jüngeren Studien konnte hingegen keine statistisch signifikante Erhöhung des Risikos, an ei-
nem Mammakarzinom zu erkranken, nachgewiesen werden (Kurian et al. 2017; Loveday et al.
2012). Die Häufigkeit von pathogenen Keimbahnmutationen in RAD51C bei Patientinnen mit
einem Ovarialkarzinom wurde kürzlich mit ca. 0,6% beziffert (Kurian et al. 2017).

RAD51D RAD51D (OMIM: *602954) kodiert für RAD51D, einem weiteren Paralog von RAD51.
Heterozygote pathogene Varianten in RAD51D sind mit einem statistisch signifikant erhöhten
Ovarialkarzinomrisiko (OR: 4,78; 95%-KI: 2,13 - 10,7) assoziiert (Kurian et al. 2017). In jünge-
ren Studien konnte hingegen keine statistisch signifikante Erhöhung des Mammakarzinomrisikos
nachgewiesen werden (Kurian et al. 2017; Loveday et al. 2011). Die Häufigkeit von pathogenen
Keimbahnmutationen in RAD51D bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom wurde kürzlich
mit ca. 0,2% beziffert (Kurian et al. 2017).

1.2.2 Somatische Mutationen

Pathogene somatische Mutationen stellen eine weitere Ursache eines HRD dar. In der Studie
von Pennington et al. 2014 wurden bei ca. 8% aller untersuchten Ovarialkarzinome pathogene
somatische Mutationen in Genen, die für Proteine der HR kodieren, nachgewiesen. In Abbildung
1 sind die in dieser Arbeit untersuchten Gene fett markiert.

ATM
8%

BRCA1

54%

BRCA2

17%

BRIP1

6% CHEK2

9%
RAD51C

3% MRE11A
3%

Abbildung 1: Somatische Mutationen beim Ovarialkarzinom (modifiziert nach Pennington et al.
2014)

Insgesamt treten somatische Mutationen in den dargestellten Genen der HR häufiger als ent-
sprechende Keimbahnmutationen auf. In RAD51D wurden in dieser Veröffentlichung in den un-
tersuchten Ovarialkarzinomen keine pathogenen somatischen Mutationen detektiert (Pennington
et al. 2014).

10
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1.2.3 Epigenetische Alterationen

Neben somatischen und Keimbahnmutationen kann ein HRD aus epigenetischen Modifikationen,
die zu einer Stillegung von Genen der HR (v.a. BRCA1 und RAD51C ) führen, resultieren. Im
Gegensatz zu Mutationen sind epigenetische Genregulationen dynamisch und können sich je
nach Mikroumgebung des Tumors verändern (Moschetta et al. 2016). Eine reduzierte BRCA1 -
mRNA-Expression als Folge einer Promotermethylierung konnte in 5-30% aller Ovarialkarzinome
nachgewiesen werden (Bell et al. 2011; Chiang et al. 2006; J. Ledermann et al. 2012). Eine
RAD51C -Promotermethylierung, die mit einer verringerten mRNA-Expression von RAD51C
assoziiert ist, wurde in 3% aller untersuchten Ovarialkarzinome nachgewiesen (Bell et al. 2011;
Pennington et al. 2014).

1.2.4 „BRCAness“

In Zusammenhang mit dem HRD fällt häufig das Schlagwort „BRCAness“-Phänotyp (bzw. BRCA1 -
ähnlicher Phänotyp). Der Begriff „BRCAness“ wurde eingeführt, um sporadische BRCA-Wildtyp
Tumore zu beschreiben, die phänotypische Eigenschaften von Tumoren von BRCA1 - bzw. BRCA2 -
Keimbahnmutationsträgerinnen aufweisen (Turner et al. 2004). Solche phänotypischen Charak-
teristika umfassen eine hohe genomische Instabilität des Tumors und ein gutes Ansprechen auf
bestimmte Medikamente, wie platinhaltige Chemotherapeutika (Muggia und Safra 2014). Die
höhere Sensitivität von BRCA-defizienten Tumorzellen gegenüber platinhaltiger Chemotherapie
spiegelt sich beim Ovarialkarzinom in einem besseren Outcome gegenüber Patientinnen mit einem
BRCA-Wiltyp wider (Bolton et al. 2012; Cass et al. 2003; Foulkes 2006). Insgesamt sind die gene-
tischen Mechanismen, die zu einem „BRCAness“-Phänotyp führen, zum jetzigen Zeitpunkt nicht
vollständig verstanden (Lord und Ashworth 2016). Bekannt ist jedoch, dass ein „BRCAness“-
Phänotyp u.a. auf somatische BRCA1 - oder BRCA2 -Mutationen sowie Mutationen (somatische
oder Keimbahnmutationen) in Genen, die für weitere Proteine der HR kodieren, zurückzuführen
ist. So konnte das Vorliegen einer somatischen BRCA1 -/BRCA2 -Mutation sowie einer Muta-
tion in anderen Genen der HR (u.a. BRIP1 , ATM ) mit Platinsensitivität und einem besseren
Überleben assoziiert werden (Pennington et al. 2014). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt wird davon
ausgegangen, dass bei etwa 41-50% aller Ovarialkarzinome ein „BRCAness“-Phänotyp vorliegt
(Elvin et al. 2017; Moschetta et al. 2016). Der Terminus „BRCAness“ wurde in den vergangenen
Jahren nicht einheitlich verwendet (Chalasani und R. Livingston 2013). Durchgesetzt hat sich
zum gegenwärtigen Zeitpunkt folgende Definition (Lord und Ashworth 2016): „BRCAness exists
when an HRR [Homologous recombination repair] defect is present in a tumour in the absence
of a germline BRCA1 or BRCA2 mutation“.

Die Bestimmung des „BRCAness“-Phänotyp wird insofern als relevant erachtet, als dass klinische
Konsequenzen daraus abgeleitet werden könnten: So könnte die Identifizierung eines „BRCAness“-
Phänotyps helfen, die Patientinnen auszuwählen, die von einer platinhaltigen Chemotherapie
bzw. PARP-Inhibitoren profitieren würden. Zudem könnte „BRCAness“ ein prognostisches Tool
(in Hinblick auf das progessionsfreie bzw. Gesamtüberleben) darstellen (Lord und Ashworth
2016).
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1.3 PARP-Inhibitoren im Kontext eines homologen Rekombinationsdefizits

1.3.1 Prinzip der synthetischen Letalität

PARPs (Poly(ADP-ribose)-Polymerasen) wurden erstmals in den 1960er Jahren beschrieben
(Chambon et al. 1963). Sie sind eine Familie von Enzymen, die eine wichtige Funktion bei
der Reparatur von Einzelstrangbrüchen ausüben (Rigakos und Razis 2012). Eine zentrale Rol-
le nimmt hierbei das Enzym Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1 (PARP1) ein. PARP1 detektiert
Einzelstrangbrüche und katalysiert die Bildung von langen verzweigtkettigen Aminosäuren. Hier-
durch werden DNA-Reparaturproteine rekrutiert, welche nun gezielt Einzelstrangbrüche reparie-
ren (Underhill et al. 2011). Eine Inhibition der PARP verursacht dementsprechend über die
Hemmung der DNA-Reparatur Einzelstrangbrüche. Die Einzelstrangbrüche werden bei der Re-
plikation verdoppelt. Bei sich replizierenden Zellen kommt es folglich zu Doppelstrangbrüchen
(Boulton et al. 1999). In gesunden Zellen wirkt der Mechanismus der HR über die Repara-
tur der Doppelstrangbrüche dem Zelltod entgegen. Eine hohe Empfindlichkeit gegenüber einer
PARP-Inhibition zeigt sich insbesondere bei Zellen, die eine fehlerhafte Funktion von BRCA1
oder BRCA2 (z.B. durch eine pathogene BRCA1 - oder BRCA2 -Keimbahnmutation) aufweisen
(Bryant et al. 2005; Farmer et al. 2005). Auf zellulärer Ebene kommt es durch die Inhibition
der PARP einerseits sowie der BRCA-Defizienz andererseits zu zwei zeitgleich beeinträchtigten
DNA-Reparaturmechanismen, die sich in genomischer Instabilität, Zellzyklusarrest und Apop-
tose widerspiegeln. Dieses Prinzip der selektiven Toxizität der PARP-Inhibitoren gegenüber Tu-
morzellen mit einem HRD wird als synthetische Letalität bezeichnet (Kaelin Jr 2005). Darüber
hinaus wurde aufgezeigt, dass nicht nur die Herunterregulation von BRCA1 bzw. BRCA2, son-
dern auch die weiterer Proteine der HR (z.B. RAD51, CHEK2, ATM) eine hohe Sensitivität
gegenüber PARP-Inhibitoren bewirkt (McCabe et al. 2006). Mit dem erstmaligen Nachweis, dass
Zellen mit bestimmten genetischen Eigenschaften (BRCA1 - bzw. BRCA2 -Mutation) sehr gut auf
PARP-Inhibitoren ansprechen, wurde der Grundstein für ein neues Konzept der personalisierten
Tumortherapie gelegt (Farmer et al. 2005).

1.3.2 Stellenwert beim Ovarialkarzinom

Der Nachweis einer hohen Sensitivität von BRCA-defizienten Tumorzellen gegenüber PARP-
Inhibitoren in präklinischen Studien (Bryant et al. 2005; Farmer et al. 2005) führte in der Folge
zur Durchführung zahlreicher Studien, die diesen Ansatz überprüften (Audeh et al. 2010; Co-
leman et al. 2015; Fong et al. 2009, 2010; Gelmon et al. 2011; Kaufman et al. 2015; Kriste-
leit et al. 2016; Matulonis et al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass Patientinnen mit einer
Olaparib-Erhaltungstherapie ein statistisch signifikant besseres progressionsfreies Überleben als
Patientinnen mit Placebo haben, wobei der Benefit für Patientinnen mit einer BRCA1/BRCA2 -
Keimbahnmutation noch deutlicher ausfiel (J. Ledermann et al. 2014, 2012; Mirza et al. 2016;
Pujade-Lauraine et al. 2017). In der Langzeitbetrachtung konnte zudem ein statistisch signifikant
besseres Gesamtüberleben der Patientinnen mit einer Olaparib-Erhaltungstherapie nachgewiesen
werden (J. A. Ledermann et al. 2016). Nach der Zulassung des ersten PARP-Inhibitors Olaparib
im Jahr 2014 zur Erhaltungstherapie von BRCA1 - oder BRCA2 -positivem, high-grade serösem
und platinsensitivem Eierstock-, Peritoneal- oder Eileiterkarzinoms im Rezidiv (European Me-
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dicines Agency 2020a), wurde im Jahr 2018 die Zulassung für Patientinnen mit nicht-serösem
Ovarialkarzinom und unabhängig vom BRCA-Mutationsstatus erweitert (Institut für Qualität
und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen 2020).

1.4 Identifizierung eines homologen Rekombinationsdefizit

Die Entwicklung von Methoden zur Identifizierung von „BRCAness“ bzw. eines HRD in Tu-
morzellen sind insbesondere seit der Einführung der PARP-Inhibitoren von großem klinischen
Interesse. Die Komplexität der HR stellt hinsichtlich der Methodik eine besonders große Her-
ausforderung dar. Zum Zeitpunkt dieser Studie existierten zwar mehrere verschiedene Ansätze,
es hatte sich jedoch noch keiner dieser Ansätze als Goldstandard für die Detektion eines HRD
etabliert (Hoppe et al. 2018). Im Folgenden werden die bisherigen Ansätze mit ihren Vor- und
Nachteilen kurz vorgestellt:

1.4.1 Aktuelle Ansätze

Platinsensitivität Das Bestehen einer Platinsensitivität (in vitro) gilt als indirektes Merkmal
eines HRD. So weisen BRCA1 - oder BRCA2 -defiziente Zellen typischerweise eine erhöhte Pla-
tinsensitivität auf (Gelmon et al. 2011; Tan et al. 2008). Eine Platinsensitivität kann jedoch nicht
vollständig mit einer Sensitivität gegenüber PARP-Inhibitoren gleichgesetzt werden. So sind u.a.
Patientinnen mit einer Platinresistenz beschrieben, die sensitiv gegenüber PARP-Inhibitoren sind
(Gelmon et al. 2011; J. Ledermann et al. 2012).

Sequenzbasierte Methoden Das Vorliegen einer BRCA1 - oder BRCA2 -Keimbahnmutation
galt bislang als bester prognostischer Marker in Hinblick auf das Ansprechen auf PARP-Inhibitoren
(Mirza et al. 2016; Robson et al. 2017). Sequenzbasierte Assays zur Feststellung einer BRCA-
Keimbahnmutation waren Bestandteile mehrere klinischer Studien zu PARP-Inhibitoren (Fong
et al. 2009; Tutt et al. 2010). Gegenwärtig existieren keine bewährten sequenzbasierten Assays
zur Identifizierung eines HRD aufgrund einer Keimbahnmutation in anderen Genen der HR
(Hoppe et al. 2018). Mehrere Studien zu PARP-Inhibitoren konnten zeigen, dass die Identi-
fikation somatischer Mutationen in BRCA1 oder BRCA2 sowie weiteren Genen der HR eine
Aussage über die potentielle Sensitivität der Tumoren auf PARP-Inhibitoren erlaubt (Mateo
et al. 2015; Swisher et al. 2017). Nachteil beider sequenzbasierter Ansätze ist die Herausforde-
rung der Interpretation von Varianten, das Nichterfassen von epigenetischen Modifikationen (z.B.
BRCA1 -Promotermethylierung) und bei Mutationssuche im Tumor die genetische Heterogenität
innerhalb eines Tumors (Cunha Colombo Bonadio et al. 2018; Rigakos und Razis 2012).

Assays der genomischen Instabilität Ein weiterer Ansatz basiert auf der als Folge des HR-
Defizits entstandenen genomischen Instabilität. Sich widerspiegelnde charakteristische genomi-
schen Veränderungen (sog. genomische Narbe) sind eine hohe Anzahl an LOH, telomerische alle-
lische Imbalancen (telomeric allelic imblance (TAI)) oder ausgedehnte Transitionen (large scale
state transitions (LST)) (Geisler et al. 2002; Skytte et al. 2011). Diese genomischen Alteratio-
nen bilden die Grundlage für verschiedene HRD-Scores, die verschiedene Methoden miteinander

13



1 Einleitung 14

kombinieren (NGS, aCGH, SNP-Array) und in unterschiedlichen Studien bereits mit einem ver-
besserten Ansprechen auf PARP-Inhibitoren assoziiert wurden (Mirza et al. 2016; Swisher et al.
2017). Vorteil eines solchen funktionellen Ansatzes ist die Beurteilung eines HRD unabhängig
von den zu Grunde liegenden genetischen und epigenetischen Veränderungen. (Swisher et al.
2017). Allerdings wird keine Aussage über die ursächlichen genetischen Veränderungen getroffen,
was mitunter insbesondere im humangenetischen Beratungskontext von großer Relevanz wäre.
Zusammenfassend hat bislang keiner der genannten Ansätze Einzug in die klinische Routinedia-
gnostik gefunden (Cunha Colombo Bonadio et al. 2018).

Transkriptionsprofile Sogenannte Genexpressionsprofile stellen den gegenwärtigen Transkripti-
onszustand eines Tumors dar. Auf Grundlage eines spezifischen Genexpressionsprofils konnte in
Studien bereits ein „BRCAness“-Tumorprofil identifiziert und eine Platinsensitivität vorhergesagt
werden (Konstantinopoulos et al. 2010; Severson et al. 2017; Vollebergh et al. 2010). Die bisheri-
gen Genexpressionsanalysen wurden jedoch bislang nicht in Zusammenhang mit dem Ansprechen
auf PARP-Inhibitoren evaluiert (Cunha Colombo Bonadio et al. 2018).

1.4.2 MLPA BRCA1ness Test

Beim Mammakarzinom existiert mit dem MLPA BRCA1ness Test ein weiterer diagnostischer
Ansatz (Joosse et al. 2009; E. Lips et al. 2013; E. H. Lips et al. 2011) zur Identifizierung von
„BRCAness“ bzw. eines HRD. Diese Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
ist ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit, sodass im Folgenden die Methode im Detail beschrie-
ben wird.
Mammakarzinome von Patientinnen mit einer pathogenen BRCA1 -Keimbahnmutation zeigen ein
charakteristisches Muster von Deletionen und Amplifikationen (Wessels et al. 2002). Auf Grund-
lage einer Array-based Comparative Genomic Hybridization (aCGH), die dieses genomische Mus-
ter detektiert, wurde die SALSA MLPA Probemischung P376-B3 BRCA1ness entwickelt (Joosse
et al. 2009). Die Probemischung deckt mit 34 Sonden die in den vorherigen Studien identifizierten
Deletionen und Amplifikationen im BRCA1 -ähnlichen Tumorprofil in elf chromosomalen Regio-
nen ab (Joosse et al. 2009; E. H. Lips et al. 2011). Bestandteile der Probemischung sind zudem
jeweils zwei Sonden, die BRCA1 und BRCA2 erfassen. 10 Referenzsonden decken sechs verschie-
dene autosomal chromosomale Regionen, die im Brustkrebsgenom verhältnismäßig stumm sind,
ab. Zur internen Qualitätskontrolle dienen darüber hinaus neun Kontrollfragmente. Die Pro-
bemischung identifiziert sowohl sporadische Mammakarzinome mit BRCA1 -ähnlichem Profil,
als auch Mammakarzinome von Patientinnen mit einer pathogenen BRCA1 -Keimbahnmutation
(E. H. Lips et al. 2011). Beim triple-negativen Brustkrebs lässt sich in etwa einem Drittel der
Fälle mithilfe des MLPA BRCA1ness Test ein BRCA1 -ähnliches Tumorprofil identifizieren, wo-
bei dieses mit einem guten Ansprechen auf Chemotherapie assoziiert ist (Vollebergh et al. 2010).
Eine Übersicht der Zusammensetzung der Probemischung zeigt Tabelle A.35 im Anhang.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das häufige Auftreten einer Platinresistenz im Therapieverlauf und das schlechte progressions-
freie Überleben sowie Gesamtüberleben stellen nach wie vor große Herausforderungen bei der
Behandlung des Ovarialkarzinoms dar. Spätestens mit dem Einzug der PARP-Inhibitoren in die
Primärtherapie beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom gewinnt die Identifizierung eines indivi-
duellen Tumorprofils für die Therapiewahl und Prognoseeinschätzung an Bedeutung. In diesem
Zusammenhang ist die Feststellung eines „BRCAness“ Phänotyps bzw. eines HRD von zuneh-
mendem Interesse. Für die Identifizierung eines HRD beim Ovarialkarzinom existieren bereits
erste methodische Ansätze. In dieser Arbeit sollte erstmals mithilfe des ursprünglich für das
Mammakarzinom konzipierten MLPA BRCA1ness Test das Vorliegen eines BRCA1 -ähnlichen
bzw. nicht-BRCA1 -ähnlichen Tumorprofils in einer Kohorte von 49 Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom untersucht werden. Die Bestimmung der mRNA-Expressionswerte von sieben
ausgewählten Genen der HR (ATM , BRCA1 , BRCA2 , BRIP1 , CHEK2 , RAD51C, RAD51D)
in Tumorgewebe sollte den zweiten Teil der Tumorcharakterisierung darstellen. Die mRNA-
Expressionen wurden hierzu in niedrig/hoch dichotomisiert. Zur Evaluierung, ob der Verlust
eines oder mehrerer DNA-Reparaturgene mit dem „BRCAness“-Phänotyp assoziiert ist, sollten
u.a. diese Ergebnisse mit den Ergebnissen des BRCA1ness Tests verglichen werden. Anschlie-
ßend sollte untersucht werden, ob 1.) das in der MLPA bestimmte Tumorprofil und die mRNA-
Expressionswerte mit einem besseren progressionsfreien Überleben/Gesamtüberleben assoziiert
sind und ob 2.) das in der MLPA bestimmte Tumorprofil und die mRNA-Expressionswerte neben
etablierten klinischen Prognosefaktoren (z.B. makroskopischer Tumorrest) in der multivariablen
Analyse einen unabhängigen prognostischen Faktor darstellen. Die statistischen Analysen sollten
Kaplan-Meier-Überlebenszeitkurven, lineare Regressionsanalysen (Hazard Ratio) und abschlie-
ßend multivariable Cox-Regressionsanalysen beinhalten. Durch detaillierte Charakterisierung der
Patientinnenkohorte lagen zudem eine Vielzahl von klinisch-pathologischen Parametern vor, die
in Hinblick auf das progressionsfreie Überleben/Gesamtüberleben statistisch ausgewertet werden
sollten. Alle Ergebnisse dieser Arbeit wurden abschließend im Kontext der aktuellen Literatur
bewertet und kritisch diskutiert.

Zusammenfassend beschäftigt sich diese Arbeit mit folgenden Kernfragen:

1. Wie stellt sich das mithilfe des MLPA BRCA1ness Test bestimmten Tumor-
profil dar und ist ein BRCA1 -ähnliches Tumorprofil mit einem besserem Ge-
samtüberleben bzw. progressionsfreien Überlebens assoziiert?

2. Wie stellt sich die mRNA-Expression von ausgewählten DNA-Reparaturgenen
dar und sind herunterregulierte Gene mit einem besserem Gesamtüberleben
bzw. progressionsfreien Überlebens assoziiert?

15
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3 Material und Methoden

3.1 Patientinnenkollektiv

Das Patientinnenkollektiv umfasste 49 Patientinnen mit der Diagnose eines Ovarialkarzinoms.
Die an diesem Patientinnenkollektiv durchgeführten Analysen fanden im Rahmen eines wissen-
schaftlichen Projektes statt, das durch das lokale Ethikkomitee des Klinkums rechts der Isar der
TUM genehmigt wurde. Der mediane Beobachtungszeitraum (Datum der Operation bis Zensus-
datum) betrug 28,1 Monate (IQA: 35,4), wobei das Zensusdatum das Ende des Beobachtungs-
zeitraumes (Versterben der Patientin bzw. letztes Follow-up) angibt. Insgesamt verstarben 33
(67,3%) der 49 Patientinnen bis zum Zensusdatum. Das Alter der Patientinnen wurde am Tag
der Operation bestimmt. Das mittlere Patientinnenalter betrug 59,7 ± 11,8 (SD) Jahre.

Das in dieser Arbeit untersuchte Tumorgewebe wurde den Patientinnen in den Jahren 2004 bis
2011 an der Frauenklinik der TU München operativ entfernt. Anschließend wurde es bei −80 ◦C

in RNAlater® (siehe Tabelle 4) aufbewahrt. Bei 43 Patientinnen stammte es aus dem pri-
mären Ovarialkarzinom und bei sechs Patientinnen aus sogenannten Netzmetastasen. 38 Tumore
(77, 6%) und somit die Mehrzahl der Karzinome wurden histologisch als serös klassifiziert. Die
restlichen Tumore verteilten sich unter histologischen Gesichtspunkten auf endometrioid (12, 2%),
muzinös (4, 1%), Karzinosarkome (4, 1%) und klarzellig (2, 0%). 43 Tumore (87, 8%) wurden als
High Grade und vier Tumore (8, 2%) als Low Grade eingeordnet. Zwei Tumore (4, 1%) waren
sogenannte Ovarialkarzinome vom Borderlinetyp. Der Großteil der Patientinnen (89, 8%) befand
sich zum Zeitpunkt der Operation im FIGO Stadium III oder IV. Auf Grundlage des makro-
skopischen Tumorrests nach chirurgischem Debulking wurden die Patientinnen in drei Gruppen
eingeteilt: Patientinnen ohne makroskopischen Tumorrest (40, 8%), mit einem makroskopischen
Tumorrest >0 und <1cm (30, 6%) und einem makroskopischen Tumorrest von ≥1cm (26, 5%).
Bei einer Patientin (2, 0%) lagen keine Informationen zu dem makroskopischen Tumorrest nach
chirurgischem Debulking vor. 39 Patientinnen (79, 6%) erhielten als adjuvante Chemotherapie ei-
ne Kombinationstherapie aus Paclitaxel und Carboplatin. Zwei Patientinnen (4, 1%) wurden mit
einem anderen Chemotherapieschema behandelt und eine Patientin (2, 0%) bekam keine Che-
motherapie. Bei sieben Patientinnen (14, 3%) fehlten die Informationen bzgl. einer adjuvanten
Chemotherapie.

Es lagen keine Informationen darüber vor, ob die Patientinnen auf Keimbahnmutationen in
BRCA1 , BRCA2 bzw. weiteren Kerngenen getestet wurden. Patientinnen, bei denen Informatio-
nen zur Eigen- bzw. Familienanamnese vorlag, wurden in zwei Gruppen eingeteilt: Eine positive
Familienanamnese lag beim Erfüllen folgender Kriterien vor (Harter et al. 2017):

• Mammakarzinom in der eigenen medizinischen Vorgeschichte
und/oder

• Verwandte mit Mammakarzinom und/oder Ovarialkarzinom

Insgesamt zeigten 25 Patientinnen (51, 0%) eine positive und 16 Patientinnen (32, 7%) eine ne-
gative Familienanamnese. Bei acht Patientinnen (16, 3%) war die Eigen- bzw. Familienanamne-
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se unbekannt. Tabelle 1 gibt eine Übersicht über das Patientinnenkollektiv einschließlich der
klinisch-pathologischen Parameter.
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Tabelle 1: Patientinnenkollektiv Ovarialkarzinom, n=49

Variable Anzahl %

Alter

MW +SD 59,7 ± 11,8 Jahre
Spannweite 51 Jahre (26-77 Jahre)

Gruppierung
<60 Jahre 18 36,7
≥60 Jahre 31 63,3

Histologischer Typ serös 38 77,6
endometrioid 6 12,2
muzinös 2 4,1
Karzinosarkom 2 4,1
klarzellig 1 2,0

Lymphknotenstatus N0 19 38,8
N1 20 40,8
NX 10 20,4

Fernmetastasen M0 18 36,7
M1 7 14,3
MX 24 49,0

FIGO Stadium I 1 2,0
II 4 8,1
III 36 73,4
IV 8 16,3

Tod bis Zensusdatum ja 33 67,3
nein 16 32,7

Grading High Grade1 43 87,8
Low Grade2 4 8,2
GB3 2 4,1

Makroskopischer Tumorrest nach ≤0cm 20 40,8
chirurgischem Debulking >0 und <1cm 15 30,6

≥1cm 13 26,5
unbekannt 1 2,0

Aszitesvolumen ≥500ml 21 42,9
<500ml 19 38,8
unbekannt 9 18,4

Adjuvante Chemotherapie Paclitaxel + Carboplatin 39 79,6
unbekannt 7 14,3
andere 2 4,1
keine Chemotherapie 1 2,0

Herkunft Tumorgewebe Primärtumor 43 87,8
Netzmetastase 6 12,2

Z.n. Mammakarzinom ja 13 26,5
nein 27 55,1
unbekannt 9 18,4

Verwandter mit Mammakarzinom ja 16 32,7
und/oder Ovarialkarzinom nein 7 14,3

unbekannt 26 53,1
Familienanamnese4 positiv 25 51,0

negativ 16 32,7
unbekannt 8 16,3

1High Grade: Grading 2-4, 2Low Grade: Grading 1, 3GB: Borderline Tumor, 4Familienanamnese: Informationen über Keimbahnmutati-

onstestungen lagen nicht vor. Eine positive Familienanamnese war definiert als ein Mammakarzinom in der eigenen medizinischen Historie

und/oder ein Verwandter mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinom (Harter et al. 2017)
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Blutproben als Kontrollen bei der MLPA

Zum Zweck der Normalisierung der Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
wurden venöse Vollblutproben von drei gesunden Probanden entnommen und diese in EDTA-
Blutröhrchen bei −20 ◦C gelagert. Eine Übersicht der Probanden zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2: Kontrollproben

Probe Alter Geschlecht

Kontrollprobe 1 24 weiblich
Kontrollprobe 2 24 weiblich
Kontrollprobe 3 23 männlich

3.2 Material

3.2.1 Kits und Assays

In der folgenden Tabelle (Tabelle 3) sind die für die Laborexperimente verwendeten Kits und
Assays aufgelistet.

Tabelle 3: Kits und Assays
Kit Hersteller (Firmensitz, Land)

SALSA® MLPA® Probemix P376-B3 BRCA1ness MRC-Holland MLPA® (Amsterdam, NL)
QIAamp® DNA Mini Kit (50) Qiagen® (Hilden, DE)
RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit Qiagen® (Hilden, DE)
RNase-Free DNase Set (50) Qiagen® (Hilden, DE)
First-Strand cDNA Synthesis Kit GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
TaqMan® Gene Expression Master Mix Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay ALAS1 Hs00167441-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay ATM Hs01112355-g1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay BRCA1 Hs01556191-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay BRCA1 Hs01556193-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay BRCA2 Hs00609073-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay BRIP1 Hs00230743-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay CHEK2 Hs00200485-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay RAD51C Hs00365220-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay RAD51D Hs00172529-m1 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

3.2.2 Chemikalien, Lösungen und Puffer

In den nachfolgenden Tabellen sind die für die Laborexperimente verwendeten Chemikalien (Ta-
belle 4), Lösungen und Puffer (Tabelle 5) aufgelistet.
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Tabelle 4: Chemikalien
Chemikalien Hersteller (Firmensitz, Land)

Agarose Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf, DE)
Borsäure Merck (Darmstadt, DE)
Chloroform Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)
Desoxyribonukleinsäure (DNA) Molekulargewichtsmarker Roche (Basel, CH)
EDTA Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Ethanol (70%) Staub und Co. - Silbermann GmbH (Nürnberg, DE)
Ethanol (96%) Staub und Co. - Silbermann GmbH (Nürnberg, DE)
Ethanol (absolut) Merck (Darmstadt, DE)
Ethidiumbromid Lösung 1% Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)
Ficoll® PM 400 GE Healthcare (Little Chalfont, UK)
GeneScanTM 500 ROXTM Größenstandard Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
HCL (37%) Merck (Darmstadt, DE)
HiDi Formamid Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Orange G Sigma-Aldrich (St.Louis, USA)
RNAlater® RNA Stabilization Reagent Qiagen® (Hilden, DE)
TRIS Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)

Tabelle 5: Lösungen und Puffer
Lösungen und Puffer Zusammensetzung

10 X TBE Puffer 0,84M Tris
0,89M Borat
0,02M Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)

1 X TE Puffer (pH 8,2) 10mM Tris
0,1mM EDTA

1 X TE Puffer (pH 8,0) 10mM Tris
1mM EDTA

Agarosegel 1, 5% Agarose
TBE Puffer
0, 0033% Ethidiumbromid

Genmaßstab 75% TE Puffer
20% 2 X Ladepuffer
5% DNA Molekulargewichtsmarker V (8-587 bp)

Ladepuffer TE Puffer
25% Ficoll
Orange G

3.2.3 Vebrauchsmaterialien, Geräte und Softwares

In den folgenden Tabellen sind die für die Experimente verwendeten Verbrauchsmaterialen (Ta-
belle 6), Geräte (Tabelle 7) und Softwares (Tabelle 8) abgebildet.
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Tabelle 6: Verbrauchsmaterial
Verbrauchsmaterial Hersteller (Firmensitz, Land)

Abdichtungsfolie LightCycler® 480II Sealing Foil Roche Life Science (Penzberg, DE)
Einwegpinzette steril Polystyrol-Pinzette J.Söllner AG (Deggendorf, DE)
Einwegskalpell steril Nummer 10 Feather (Osaka, JP)
Filterplatte MultiScreen PCR96 Filter Plate Merck Millipore (Darmstadt, DE)
Filterspitzen 10, 20, 200, 1000µl BRAND (Wertheim, DE)
Handschuhe Sempercare® premium Sempercare (Wien, Österreich)
Handschuhe Vasco® Nitril light B. Braun Vet Care GmbH (Tuttlingen, DE)
Kyroröhrchen Nalgene® 1,5ml Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Mahlkugeln aus rostfreiem Wahl für Schwingmühlen (d=9 mm) Retsch (Haan, DE)
Mikroröhrchen 0,5ml, 1,5ml, 2ml Sarstedt (Nümbrecht, DE)
Mikroröhrchen mit Schraubverschluss 1,5ml Sarstedt (Nümbrecht, DE)
Mikrotitierplatte Light Cycler® 480II 96 multiwell plate Roche Life Science (Penzberg, DE)
Mikrotitierplatte Corning® 96 Well Corning Inc. (Corning, USA)
Mundschutz Sentinex Lite EL Lohmann und Raucher (Vienna, AT)
optische 96 Well Filterplatte PM 3100 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Pasteurpipette NeoLab (Heidelberg, DE)
Petrischalen steril, d=10cm Greiner Bio-One (Kremsmünster, AT)
Präzisions-Dispenser-Tips Brand® Brand GmbH (Wertheim, DE)
Röhrchen 15 ml Greiner Bio-One (Kremsmünster, AT)
Röhrchen 50 ml Sarstedt (Nümbrecht, DE)
selbstklebende Abdichtungsfolie Typ AB-1170 Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
S-Monovette EDTA K 2,7ml Sarstedt (Nümbrecht, DE)
Spitzen 10, 20, 200, 1000µl Sarstedt (Nümbrecht, DE)
Spitzen elektronischer Multistepper 1,25 ml für HandyStep® BRAND (Wertheim, DE)
Verschlussfolie Microseal® A’film Bio-Rad Laboratories GmbH (München, DE)

Tabelle 7: Geräte
Kit Hersteller (Firmensitz, Land)

ABI PRISM® 3130xl Genetic Analyzer Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Autoklav Varioklav Classic 400E H+P Labortechnik AG (Oberschleißheim, DE)
elektronischer Multistepper HandyStep® BRAND GMBH + CO KG (Wertheim, DE)
Heizblock HBT-1-131 HLC BioTech (Bovenden, DE)
Mikro-Dismembrator S Sartorius (Göttingen, DE)
Mikrowelle R-937 Sharp (Osaka, JP)
Molecular Imager® ChemiDoc TM XRS Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Multichannelpipette Transferpette® S -8 (10 mul) BRAND GMBH + CO KG (Wertheim, DE)
pH-Meter CG 842 Schott (Mainz, DE)
Pipetten Pipet-Lite (2-, 10-, 200-, 1000 mul) Raninin by Mettler-Toledo, LLC (Columbus, USA)
Pipettierhilfe StripettorTM Plus Corning (Corning, USA)
Reagenzglasschüttler Vortex® Mixer 7-2020 neoLab Migge (Heidelberg, DE)
Spektrophotometer NanoDropTM ND-1000 PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen, DE)
Thermozykler MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler BioRad Laboratories Inc. (Hercules, USA)
Trockenofen Memmert (Schwabach, DE)
Waage Typ BA 110 S Sartorius (Göttingen, DE)
Waage Typ EW1500-2M Kern und Sohn GmbH (Balingen, DE)
Wasserbad Typ 3042 Köttermann Labortechnik (Uetze/Hänigsen, DE)
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus (Hanau, DE)
Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus (Hanau, DE)
Zentrifuge Mikro 22R Hettich (Tuttlingen, DE)
Zentrifuge Multifuge 3 L-R Heraeus (Hanau, DE)
Zentrifuge Rotina 48R Hettich (Tuttlingen, DE)
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Tabelle 8: Software
Software Hersteller (Firmensitz, Land)

ABI PRISM® 7000 SDS 1.2.3 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
ABI PRISM® 3130xl Genetic Analyzer Data Collection Software v3.0 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
GeneMapper v4.0 Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
IBM SPSS Statistics 24 IBM (Armonk, USA)
Image Lab 5.1 Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation (Redmond, USA)
ND-1000 V3.1.2 PEGLAP (Erlangen, Deutschland)
R version 3.3.3 (2017-03-06) – „Another Canoe“ The R Foundation (R)

3.3 Methoden

3.3.1 DNA-Isolierung

Tumorgewebe Die DNA-Extraktion aus Ovarialkarzinomgewebe erfolgte mithilfe des QIAamp®
DNA Mini Kits (50) der Firma Qiagen®, Hilden. Eine Bestimmung des Tumorzellgehalts wurde
vor Beginn der DNA-Isolierung nicht durchgeführt. Die einzelnen Schritte wurden anhand einer
Anleitung aus dem QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook (QIAamp® DNA Mini
and Blood Mini Handbook 2012) (Abschnitt: „DNA Purification from Tissues“) durchgeführt.
Es wurden jeweils 25mg des Tumorgewebes verwendet. Um die Lysezeit zu verringern, wurde das
Tumorgewebe im ersten Schritt mithilfe einer Einmalpipette und eines Einmalskalpells in einer
Petrischale in kleine Stücke zerkleinert und in ein 1,5ml Mikrozentrifugengefäß platziert. Nach
Hinzugabe von 180µl ATL Puffer und 20µl Proteinase K (im Kit enthalten) und der darauffol-
genden Durchmischung auf einem Vortexmischer fand über Nacht die Inkubation und Auflösung
des Tumorgewebes bei 56 ◦C in einem Schüttelwasserbad statt. Nach mehreren Waschschritten
über eine QIAamp® Spinsäule am darauffolgenden Tag befand sich im Durchfluss die in 400µl

AE Puffer (im Kit enthalten) gelöste DNA.
Die Konzentration der DNA wurde auf dem NanoDropTM bei einer Absorption von 260nm (A260)
bestimmt. Die Reinheit der DNA wurde anhand der Ratio A260/A280, die hierbei Werte zwischen
1,7 - 1,9 annehmen sollte, bestätigt. Zuletzt wurde die isolierte DNA bei −20 ◦C aufbewahrt.

Blut Die Aufreinigung der DNA aus Blut wurde analog zur Aufreinigung aus Ovarialkarzinom-
gewebe mit dem QIAamp® DNA Mini Kit (50) der Firma Qiagen®, Hilden, durchgeführt. Die
Abläufe folgten der Anleitung des QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook (QIAamp®
DNA Mini and Blood Mini Handbook 2012) (Abschnitt: „DNA Purification from Blood or Body
Fluids (Spin Protocol)“).
200µl venöses Vollblut wurden zusammen mit 200µl AL Puffer und 20µl Proteinase K in ein 1.5ml
Mikrozentrifugengefäß pipettiert und nach kurzer Durchschmischung auf dem Vortexmischer zehn
Minuten bei 56 ◦C inkubiert. Nach mehreren Waschschritten auf der QIAamp® Spinsäule und
wiederholtem Zentrifugieren verblieb im Durchfluss die in 200µl AE Puffer gelöste DNA, die bei
−20 ◦C gelagert wurde.
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3.3.2 MLPA

Prinzip der MLPA Die MLPA wurde erstmals 2002 beschrieben (Schouten et al. 2002) und er-
möglicht die Gendosisbestimmung von bis zu 40 unterschiedlichen, zuvor definierten Abschnitten
im Genom (=Target) in einem einzigen Reaktionsansatz. Die Erkennung bestimmter Abschnitte
im Genom wird ermöglicht durch Sondenpaare, die Bestandteil jeder MLPA Probemischung sind.
Im Folgenden werden Aufbau der Sondenpaare und Funktionsweise der MLPA genauer erläutert.
Eine MLPA Sonde besteht jeweils aus zwei - einem kurzen und einem langen - Oligonukleotid. Das
kurze Oligonukleotid enthält am 3‘-Ende eine Target-spezifische Sequenz (21-30 Nukleotide (nt)),
welche einen Teil der Bindungsstelle an die Zielsequenz (=Target) darstellt. Am 5‘-Ende befindet
sich eine Sequenz X (19 nt), welche komplementär zum später verwendeten, mit Fluoreszenzstoff
markierten Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Primer x ist. Das lange Oligonukleotid der Son-
denpaare beinhaltet am 3‘-Ende eine Sequenz Y (36 nt), die komplementär zum nicht markierten
PCR Primer y ist. Am 5‘-Ende befindet sich der andere Teil der Bindungsstelle, eine 25-43 nt
große Target-spezifische Sequenz. Zusätzlich hat das lange Oligonukleotid zwischen dem 3‘ und
5‘ Ende eine für das Sondenpaar spezifische Füllsequenz mit einer Größe von 190 bis 370 nt, die
später eine Auftrennung nach der Länge durch Gelelektrophorese bewirkt (Abbildung 2).

Abbildung 2: Aufbau eines MLPA Sondenpaares (modifiziert nach Schouten et al. 2002)

Nach Trennung der DNA Doppelstränge durch Denaturierung folgt die Hybridisierung der Target-
spezifischen Sequenzen der beiden Oligonukleotiden an die Zielsequenz (=Target) im Exon. Dabei
lagern sich die korrespondierenden Sonden unmittelbar aneinander an (Abbildung 3) und werden
durch eine Ligase enzymatisch miteinander verbunden (Abbildung 4).

Abbildung 3: Hybridisierung der Target-spezifischen Sonden an die Zielsequenz (modifiziert nach
Schouten et al. 2002)
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Abbildung 4: Ligation des Sondenpaares (modifiziert nach Schouten et al. 2002)

In der sich anschließenden PCR findet die Amplifikation der Target-spezifischen Sequenz und
der Füllsequenz statt (Abbildung 5). Die Sequenzen X und Y, die an jeder Sonde identisch sind,
stellen dabei die Bindungsstellen für den Vorwärtsprimer x und den Rückwärtsprimer y dar.
Nicht gebundene und somit nicht ligierte Sonden haben nur eine Primerbindungsstelle und kön-
nen folglich nicht amplifiziert werden.

Abbildung 5: entstandene PCR Produkte (modifiziert nach Schouten et al. 2002)

Die Größen der entstanden Amplifikationsprodukte (130 bis 480 Basenpaaren) werden durch die
spezifische Füllsequenz der Sonden definiert und abschließend durch Gelelektrophorese der Län-
ge nach aufgetrennt. Der mit Fluoreszenzfarbstoff markierte Vorwärtsprimer wird dabei durch
Laser angeregt.
Die entstandenen Peak-Höhen bzw. Peak-Flächen werden auf die Gesamtamplifikationsmenge
normalisiert. Im Vergleich mit unauffälligen Kontrollen lassen sich quantitative Dosisunterschie-
de durch Erhöhung oder Erniedrigung der Peakhöhen bzw. Peakflächen erkennen.

Durchführung Die MLPA wurde mit der SALSA® MLPA® Probemischung P376-B3 BR-
CA1ness von MRC-Holland MLPA® anhand einer Anleitung von MRC-Holland MLPA® (MRC
Holand 2014) durchgeführt. Tabelle 9 gibt eine Übersicht über den Ablauf der MLPA.
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Tabelle 9: Thermozykler Programm MLPA
DNA-Denaturierung 1. 98 ◦C 5 Minuten

2. 25 ◦C Pause
Hybridisierung 3. 95 ◦C 1 Minute

4. 60 ◦C Pause
Ligation 5. 54 ◦C Pause

6. 54 ◦C 15 Minuten
7. 98 ◦C 5 Minuten
8. 20 ◦C Pause

PCR Reaktion 9. 35 Zyklen 95 ◦C 30 Sekunden
60 ◦C 30 Sekunden
60 ◦C 60 Sekunden

10. 72 ◦C 20 Minuten
11. 15 ◦C Pause

Es wurde je Patientinnenprobe eine DNA Gesamtmenge von 100ng gelöst in 5µl Volumen TE
Puffer (pH 8.2) verwendet. Zur späteren Normalisierung wurden in jedem MLPA Durchgang
DNA Proben aus Blut von drei gesunden Kontrollprobanden mitgeführt.
Zunächst wurden die DNA Doppelstränge durch DNA Denaturierung bei 98 ◦C voneinander ge-
trennt. Nach Herstellung einer Hybridisierung Mastermischung (Tabelle 10) und anschließendem
Mischen auf dem Vortex® wurde jeder Probe 3µl der Mastermischung zugegeben und durch
Auf- und Abpipettieren gut vermischt. Nach einminütiger Inkubation auf dem Thermozykler bei
95 ◦C folgte bei 60 ◦C die Hybridisierung der MLPA Sonden an die Zielsequenzen im Genom.
Dieser Schritt dauerte 16 bis 20 Stunden.
Hiernach wurde die Ligase-65 Mastermischung (Tabelle 11) vorbereitet. Jeweils 32µl der Ligase-
65 Mastermischung wurden zu den Proben, die währenddessen im Thermozykler standen, hinzu-
gegeben. Das Ligase-65 Enzym ist bis 60 ◦C hitzestabil, sodass die Ligation der korrespondieren-
den und an die Zielsequenz hybridisierten Sonden bei 54 ◦C auf dem Thermozykler erfolgte. Im
Unterschied zu anderen thermophilen Ligasen wird das Ligase-65 Enzym bei sehr hohen Tempe-
raturen zerstört (Schouten et al. 2002). Diese Eigenschaft nutzte man im nächsten Schritt, der
fünfminütigen Inkubation bei 98 ◦C im Thermozykler, um das Enzym zu deaktivieren.
Anschließend wurde die Polymerase Mastermischung (Tabelle 12) hergestellt. Die SALSA PCR
Primer Mischung enthält Desoxynucleosidtriphosphate, den mit Fluoreszenzfarbstoff markierten
Vorwärtsprimer x und den unmarkierten Rückwärtsprimer y. Nachdem die SALSA PCR Mas-
termischung durch Auf- und Abpipettieren gut durchmischt wurde, wurden jeweils 10µl zu jeder
Probe hinzu pipettiert. Die PCR wurde in 35 Zyklen durchgeführt. Abschließend erfolgte eine
Inkubation bei 72 ◦C.

Tabelle 10: Hybridisierung
Mastermischung

MLPA Puffer 1,5 µl
Probemischung 1,5 µl

Tabelle 11: Ligase-65 Mastermischung

dH2O 25,0 µl
Ligase Puffer A 3,0 µl
Ligase Puffer B 3,0 µl
Ligase-65 Enzym 1,0 µl
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Tabelle 12: Polymerase Mastermischung

dH2O 7,5 µl
SALSA PCR Primer Mischung 2,0 µl
SALSA Polymerase 0,5 µl

Zur Vorbereitung der Elektrophorese wurden 0,7µl des entstandenen PCR Produkts mit 0,3µl
ROX und 9µl Hi-Di Formamid zusammengefügt (Tabelle 13), im Thermozykler vier Minuten auf
86 ◦C erhitzt und zuletzt zwei Minuten bei 4 ◦C gekühlt. Zur Durchführung der Elektrophorese
wurde der ABI-Prism 3130xl Genetic Analyzer und die ABI PRISM® 3130xl Genetic Analyzer
Data Collection Software v3.0 eingesetzt. Die verwendeten Einstellungen sind in Tabelle 14 auf-
gelistet.

Tabelle 13: Mischung Elektrophorese

PCR Produkt 0,7 µl
ROX 0,3 µl
Hi-Di Formamid 9,0 µl

Tabelle 14: Einstellungen ABI PRISM® 3130xl Genetic Analyzer Data Collection Software v3.0

Laufmodul: FragmentAnalysis
Kapillartemperatur: 50 ◦C

Denaturierung: 90 ◦C für 120 sec
Injektionsspannung: 1,6 kV
Injektionszeit: 30 sec
Laufzeit: 60 min
Laufspannung: 4,8 kV
Primer Farbstoff: FAM

Die Ergebnisse der MLPA wurden durch das Programm GeneMapper v4.0 grafisch dargestellt
(Einstellungen Tabelle 15).

Tabelle 15: Einstellungen GeneMapper v4.0

Analysis Method: AFLP Default
Size Standard: GS500

3.3.3 RNA-Isolierung

Die Ribonukleinsäure (RNA) Extraktion aus Tumorgewebe erfolgte mit dem RNeasy® Lipid
Tissue Mini Kit (50) der Firma Qiagen®, Hilden. Die einzelnen Schritte wurden anhand einer
Anleitung aus dem RNeasy® Lipid Tissue Handbook (RNeasy® Lipid Tissue Handbook 2009)
ausgeführt.
60−80mg des Tumorgewebes wurden zu Beginn zusammen mit einer Mahlkugel in ein Kryoröhr-
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chen überführt, in Flüssigstickstoff gekühlt und auf dem Mikro-Dismembrator zerrüttelt und da-
bei homogenisiert (Einstellungen: 3.000 Umdrehungen, 2 x 20sec). Anschließend wurde an Punkt
4. des Protokolls wie dort beschrieben fortgefahren. Der optionale Schritt des DNase Verdaues
wurde hierbei durchgeführt. Abschließend wurde die isolierte RNA in 30µl RNase-freiem Wasser
gelöst und bei −80 ◦C aufbewahrt.
Mithile des NanoDropsTM wurde die Konzentration der RNA bei 260 nm (A260) bestimmt. Um
die Reinheit der isolierten RNA zu untersuchen, wurde die Absorption bei 280nm, 260nm und
230nm gemessen. Der Wert des A260/A230 Quotienten sollte um 2, der Wert des A260/A280 zwi-
schen 1.8 und 2.1 liegen (RNeasy® Lipid Tissue Handbook 2009).
Darüber hinaus wurde zur Qualitätskontrolle nach jeder RNA Isolierung eine Gelelektrophorese
durchgeführt. Die gelöste RNA wurde mit RNase-freiem Wasser auf 200ng/µl verdünnt. 1µl der
verdünnten RNA wurde mit 1µl des Ladepuffers (Tabelle 5) vermischt und ebenso wie 10µl des
Genmaßstabes (Tabelle 5) in die Taschen des Gels aufgetragen. Die Durchführung fand bei einer
Spannung von 110 Volt und mit einer Dauer von 45 Minuten statt. Die Gelelektrophorese wurde
mit dem Molecular Imager® ChemiDoc TM XRS und der dazugehörigen Software Image Lab
5.1 ausgewertet.
Im Gegensatz zu messenger RNA (mRNA), die sich aufgrund ihres geringen Anteils an der
Gesamt RNA Menge nicht detektieren lässt, stellt sich ribosomale RNA (rRNA) in der Gelelek-
trophorese als zwei Banden (18S und 28S) dar (Abbildung 6). Deutliche 18 S (5kb) und 28 S
(2kb) Banden sind ein Indikator für intakte RNA (Thermo Fisher Scientific 2020).

Abbildung 6: Darstellung der rRNA als 18S und 28S Banden in der Gelelektrophorese

3.3.4 cDNA Synthese

Mithilfe der Reversen Transkriptase, einer RNA-abhängigen DNA Polymerase, entsteht während
der Reaktion aus RNA die komplementäre DNA (cDNA), die wiederum die Messung von mRNA-
Expression (siehe 3.3.5) ermöglicht.
Die cDNA Synthese wurde mit dem First-Strand cDNA Synthesis Kit von GE Healthcare (Litt-
le Chalfont, UK) durchgeführt. Hierbei wurde der große Reaktionsansatz (Tabelle 16) und die
„random“ Primer pd(N)6 gewählt.
Zu Beginn wurden 2,0 - 2,5µg RNA in 20µl RNase-freiem Wasser gelöst, zehn Minuten bei 65 ◦C
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inkubiert und anschließend auf Eis gekühlt. Währendessen wurden die Primer, die DTT Lösung
und die Reaktionsmischung „erster Strang“ in ein Mikrozentrifugengefäß pipettiert (Tabelle 16).

Tabelle 16: Volumina der Komponenten in der ersten-Strang Reaktion

Reaktionsmischung „erster Strang“ 11µl
Primer 1µl
DTT Lösung 1µl
RNA 20µl

Nach Hinzufügen der Hitze-denaturierten RNA wurden die Komponenten der ersten-Strang Re-
aktion durch Auf- und Abpipettieren gut durchmischt und 60 Minuten bei 37 ◦C auf dem Heiz-
block inkubiert. Die Konzentration der in 32µl gelösten cDNA wurde auf dem NanoDropTM

gemessen und die cDNA abschließend bei −20 ◦C aufbewahrt.

3.3.5 quantitative Echtzeit-PCR

Hintergrund Die quantitative Echtzeit-PCR („real-time PCR“) ist ein semiquantitatives Ver-
fahren, das über die Bestimmung von mRNA Menge Rückschlüsse auf die mRNA-Expression
zulässt (Giulietti et al. 2001). Die Methode umfasst die Amplifikation von DNA auf Grundlage
mehrerer PCR-Zyklen und darüber hinaus die Quantifizierung der entstandenen PCR Produkte.
Die Akkumulation von PCR Produkten geht einher mit einer Zunahme von Fluoreszenz, die
detektiert wird und Rückschlüsse auf die quantifizierte DNA Menge erlaubt. Die Quantifizierung
erfolgt nur während der exponentiellen Phase der Reaktion. Der Ct-Wert („cycled threshold“) gibt
den Zyklus an, bei dem das Fluoreszenzsignal während des exponentiellen Anstiegs erstmals das
Hintergrundsignal übersteigt. Ein hoher Ct-Wert entspricht einer niedrigen mRNA-Expression -
ein geringer Ct-Wert einer hohen mRNA-Expression. Die verwendete Software ABI PRISM®
7000 SDS 1.2.3 lieferte mithilfe der gemessen Fluoreszenzsignale die Darstellung eines Amplifi-
kationsplot (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Amplifikationsplot RAD51C

Zur Normalisierung der mRNA-Expressionsdaten wird eine endogene Kontrolle in Form eines
Haushaltgenes benötigt. Haushaltsgene werden konstitutiv und unabhängig von äußerer Einwir-
kung in allen Zellen eines Organismus exprimiert (Zhu et al. 2008). Aufgrund von Erfahrungs-
werten der Arbeitsgruppe mit Ovarialkarzinomgewebe, wurde das Aminolevulinic Acid Synthase
type 1 (Gen) (ALAS1 ) Gen als Haushaltsgen gewählt. Zusätzliche Haushaltsgene wurden nicht
verwendet.

Prinzip des TaqMan® Die quantitative Echtzeit-PCR wurde mit dem TaqMan® Gene Ex-
pression Master Mix von Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA) durchgeführt, dessen
Grundlage das TaqMan® Prinzip ist. Seine Funktionsweise wird im Folgenden näher erläutert.
Bestandteile einer Taqman® Sonde sind am 5’ Ende ein Reporter-Farbstoff und am 3’ Ende ein
nicht-fluoreszierender Quencher (Abbildung 8). Zusätzlich befindet sich am 3’ Ende ein Minor-
Grove-Binder, der durch Bindung an die kleine Furche („minor grove“) die Doppelhelix stabilisiert
und so die Verwendung von kurzen Sonden ermöglicht (Kutyavin et al. 2000).
Während der PCR lagert sich die Taqman® Sonde an ihre komplementäre Sequenz an. Solan-
ge die Sonde intakt ist und folglich Quencher und Reporter sich in Nähe zueinander befinden,
unterdrückt der Quencher die Freisetzung der Reporterfluoreszenz (Abbildung 8). Der hierbei
zugrunde liegende physikalische Prozess ist der Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) (Förs-
ter 1948).
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Abbildung 8: Anlagerung der Taqman® Sonde, Beginn der Extensionsphase (modifiziert nach
Livak et al. 1995)

Nach Verdrängung (Abbildung 9) und Spaltung der an die Gensequenz hybridisierten Sonde
durch die 5’-3’-Exonuklease Aktivität der AmpliTaq® Polymerase werden Quencher und Re-
porter räumlich voneinander getrennt (Abbildung 10). Infolgedessen kann der Quencher die
Fluoreszenz des Reporters nicht weiter inhibieren, wodurch eine Zunahme der Fluoreszenz de-
tektiert wird. Da nicht vollständig hybridisierte Sonden verdrängt werden, bevor sie durch die
5’-Exonukleaseaktivität der AmpliTaq® gespalten werden, ist das Auftreten von Fluoreszenz
spezifisch für die gewählte Sequenz.

Abbildung 9: Verdrängung der Taqman® Sonde (modifiziert nach Livak et al. 1995)

Abbildung 10: 5’-Exonukleaseaktivität der AmpliTaq® Polymerase und Zunahme der Fluores-
zenz (modifiziert nach Livak et al. 1995)

Mit jedem neuen PCR-Zyklus kommt es nach Abschluss der Polymerisation (Abbildung 11) zu
einer Häufung von PCR-Produkten. Dies resultiert bis zum Ende der Reaktionszyklen in einem
zunehmenden Anstieg von Fluoreszenz, der mithilfe des ABI PRISM® 7000 Sequence Detection
System erfasst wird.
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Abbildung 11: Abschluss der Polymerisation (modifiziert nach Livak et al. 1995)

Durchführung Die verwendeten TaqMan® Gene Expression Single-tube Assays und der
TaqMan® Gene Expression Master Mix von Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA)
sind in Tabelle 3 benannt. Die Durchführung erfolgte mithilfe des ABI PRISM® 7000 Sequence
Detection Systems.
Zu Beginn wurde im Programm ABI PRISM® 7000 SDS 1.2.3 ein Dokument erstellt, das die
Proben benennt und die Einstellungen für den Lauf festlegt. Zunächst wurden die cDNA Proben
und die TaqMan® Gene Expression Single-tube Assays auf Eis aufgetaut. Anschließend wurde
die cDNA der Proben in einer separaten 96-Well Platte mit dH2O auf 125ngµl verdünnt und auf
Eis gekühlt.
Für das im Experiment jeweils zu untersuchende Gen und das Haushaltsgen ALAS1 wurden
Reaktionsmischungen (Tabelle 17) hergestellt, diese zentrifugiert und auf eine 96-Well Platte
vorgelegt. 4µl der auf einer separaten 96-Well Platte verdünnten cDNA wurden mithilfe einer
Multichannelpipette zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren vermischt.

Tabelle 17: Reaktionsmischung TaqMan®

TaqMan® Gene Gene Expression Master Mix 20µl
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay 2µl
dH2O 14µl

Um die Berechnung von verlässlichen Durchschnitts-Ct-Werten zu gewährleisten und die Pipet-
tiergenauigkeit zu überprüfen, wurde jede Probe zweifach aufgetragen (Dubletten). Als Leerwert
(„No Template Control“) fungierte dH2O. Um mehrere Platten des gleichen Genes in der Aus-
wertung miteinander verknüpfen zu können, wurde eine Linker-cDNA gewählt, die Bestandteil
jedes Laufes war.
Zuletzt wurde die 96-Well Platte mit einer selbstklebenden Abdichtungsfolie verschlossen und
zur Auflösung von Luftblasen und zur weiteren Durchmischung 30sec bei 3000 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. Zur Vermeidung von Verunreinigung war es während der gesamten Ausfüh-
rung des Experiments essentiell, die 96-Platte nicht an der Unterseite zu berühren. Die 96-Well
Platte wurde in das Instrument ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System überführt und
die quantitative Echtzeit-PCR mithilfe der Software ABI PRISM® 7000 SDS 1.2.3 (Einstellun-
gen Tabelle 18) gestartet.
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Tabelle 18: Einstellungen ABI PRISM® 7000 SDS 1.2.3

50 ◦C 2 Minuten
95 ◦C 10 Minuten

45 Zyklen 95 ◦C 15 Sekunden
60 ◦C 1 Minute
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierung von BRCA1-ähnlichen Proben mittels des MLPA BRCA1ness
Test

4.1.1 Datennormalisierung

Insgesamt wurden aus der DNA von 49 Tumorproben der MLPA BRCA1ness Test durchgeführt.
Die Rohdaten der MLPA wurden anlehnend an die Beschreibung von Lips et al. (E. H. Lips et al.
2011) ausgewertet. Die Normalisierung der MLPA Rohdaten bestand aus zwei Schritten:

1. Intrasample Normalisation: Innerhalb der Probe wird die Peakfläche jeder einzelnen Sonde
durch die Summe aller Sondenpeakflächen geteilt (Abbildung A.37 (a)). Dieser Quotient wurde
analog bei den Kontrollproben gebildet und ein Mittelwert der Kontrollproben berechnet (Ab-
bildung A.37 (b)).

2. Intersample Normalisation: Die oben kalkulierten Quotienten wurden wiederum mitein-
ander dividiert, wodurch für jede Sonde der Probe eine Ratio entstand (Abbildung A.37 (c)).

Zur Einteilung der Proben in BRCA1 -ähnlich und nicht-BRCA1 -ähnlich wurde das prediction
analysis for microarrays (PAM) Verfahren mit R (Tibshirani et al. 2002) verwendet. Der Trai-
ningsdatensatz wird von MRC Holland bereitgestellt.
Zur Aufbereitung der Daten wurden die Ratios in einem separaten Tabellendokument zusam-
mengefasst. Den Sonden wurden vorgegebene PAM Orders zugewiesen und der Datensatz anhand
dieser sortiert (Abbildung A.38). Rot hinterlegte chromosomale Positionen waren im BRCA1-
likeaCGH Profil deletiert, grün hinterlegte chromosomale Positionen amplifiziert. Das Skript für
das Programm R mit dem Paket pamr ist in Listing 1 dargestellt.
Der von R berechnete Wert wurde im Verhältnis zum festgelegten Cut-Off-Wert von 0,5 gesetzt
und erlaubte eine Klassifikation der Proben in BReast CAncer1 (Gen) (BRCA1 )-ähnlich und
nicht-BRCA1 -ähnlich. Proben mit einem Wert ≥ 0,5 klassifizierte R als BRCA1 -ähnlich. Pro-
ben mit einem Wert < 0,5 wurden als nicht-BRCA1 -ähnlich bezeichnet. Im gesamten Kollektiv
der Ovarialkarzinome (n=49) wurden so 19 Proben (38,8%) als BRCA1 -ähnlich und 30 Proben
(61,2%) als nicht-BRCA1 -ähnlich eingestuft (Tabelle 19).

Tabelle 19: Ergebnis des MLPA BRCA1ness Test

Ergebnis der MLPA n=49 %

BRCA1 -ähnlich 19 38,8
nicht-BRCA1 -ähnlich 30 61,2

4.1.2 Evaluierung der Qualität

Zur Evaluierung der Qualität der Versuche wurde das von MRC Holland zur Verfügung gestellte
„Quality Control Flowchart“ angewendet. Dieses beeinhaltet u.a. eine Beurteilung der insge-
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samt neun Kontrollfragmente (ein Vergleichsfragment, vier D-Fragmente, vier Q-Fragmente) der
SALSA® MLPA Probemischung. Niedrige D-Fragmente (≤ 40% des korrepondierenden Ver-
gleichsfragments) stellten einen Hinweis auf ein Denaturierungsproblem und hohe Q-Fragmente
(≥ 33% des korrepondierenden Vergleichsfragments) einen Hinweis auf eine unzureichende DNA-
Menge dar (MRC Holand 2014). Die Rohdaten jeder einzelnen Probe wurden hinsichtlich ihrer
Kontrollfragmente evaluiert. Die D-Fragmente aller Ovarialkarzinome und aller TNBC befan-
den sich jeweils im Normbereich und es ergaben sich somit keine Hinweise auf das Vorliegen
von Denaturierungsproblemen. Hinsichtlich der Q-Fragmente befanden sich 32 der 49 Proben
im Normbereich. Bei 17 der 49 Ovarialkarzinomproben lagen die Q-Fragmente außerhalb des
jeweiligen Normbereiches.

4.1.3 Überlebenszeitanalysen

Das Gesamtüberleben (Overall Survival) ist definiert als die Zeitspanne zwischen Diagnosestel-
lung und Versterben des Patienten (unabhängig der Todesursache) (Prentice 1989). Das progres-
sionsfreie Überleben (Progression-Free Survival) ist definiert als die Zeitspanne zwischen Behand-
lungsbeginn und Tumorprogress bzw. Versterben des Patienten (unabhängig der Todesursache)
als Endpunkt (Saad und Katz 2008). In dieser Arbeit wurde der Zeitpunkt der Operation jeweils
als Beginn des Gesamt- bzw. progressionsfreien Überlebens gewählt. Die berechnete Zeitspan-
ne wurde in Monaten angegeben. Auf Grundlage der Ergebnisse des MLPA BRCA1ness Tests
wurden die Patientinnen in zwei Gruppen (BRCA1 -ähnlich/nicht-BRCA1 -ähnlich) dichotomi-
siert. Die Überlebensanalysen wurden mit der Kaplan-Meier-Methode (Kaplan und Meier 1958)
durchgeführt und Unterschiede mit dem Log-Rank Test (Mantel 1966) abgeschätzt. Die Hazard
Ratio wurde mit dem Cox Proportional-Hazard model errechnet (Cox 1972). P-Werte wurde mit
dem „likelihood ratio“-Test abgeschätzt (Huelsenbeck und Crandall 1997).

Gesamtüberleben

Das Gesamtüberleben wurde explorativ in der Gesamtkohorte, in der Kohorte der Patientinnen
im FIGO Stadium III/IV und in der Kohorte der Patientinnen mit seröser Histologie betrachtet
(Tabelle 20). Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen zeigte sich
in der Kohorte der Patientinnen im FIGO Stadium III/IV, die folgend dargestellt wird.
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Tabelle 20: Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Ergebnis des MLPA BRCA1ness Tests
Anzahl Überleben p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert

(in Monaten) (Log Rank)

Gesamtkohorte 49 0,104 0,55 [0,27; 1,14] 0,102
nicht-BRCA1 -ähnlich 30 28,1

BRCA1 -ähnlich 19 48,6
FIGO III/IV 44 0,036 0,46 [0,22; 0,97] 0,037

nicht-BRCA1 -ähnlich 25 27,3
BRCA1 -ähnlich 19 48,6

seröse Histologie 38 0,201 0,57 [0,24; 1,36] 0,196
nicht-BRCA1 -ähnlich 24 29,3

BRCA1 -ähnlich 14 48,9

In der Kohorte der Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom (n=44) definierte der
MLPA BRCA1ness Tests 19 Tumorproben als BRCA1 -ähnlich und 25 Tumorproben als nicht-
BRCA1 -ähnlich. Patientinnen mit BRCA1 -ähnlichem Tumorprofil (n=19) hatten ein media-
nes Gesamtüberleben von 48,6 Monaten (95%-KI=[29,6; ]) und Patientinnen mit einem nicht-
BRCA1 -ähnlichem Tumorprofil (n=25) ein medianes Gesamtüberleben von 27,3 Monaten (95%-
KI=[18,5; 41]. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch signifikant (p=0,036).
Die Hazard Ratio betrug 0,46 (95%-KI=[0,22; 0,97]) (Abbildung 12).

Abbildung 12: Ergebnis des MLPA BRCA1ness Tests, Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier,
Patientinnen im FIGO-Stadium III oder IV (n=43), p=0,036, HR=0,46 (95%-
KI=[0,22; 0,97])

35



4 Ergebnisse 36

Progressionsfreies Überleben

Das progressionsfreie Überleben wurde explorativ in der Gesamtkohorte, in der Kohorte der
Patientinnen im FIGO Stadium III/IV und in der Kohorte der Patientinnen mit seröser Histologie
betrachtet (Tabelle 21). In keiner Kohorte zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen.

Tabelle 21: Progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, Ergebnis des MLPA BRCA1ness
Tests

Anzahl Überleben p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert
(in Monaten) (Log Rank)

Gesamtkohorte 49 0,618 0,85 [0,44; 1,62] 0,617
nicht-BRCA1 -ähnlich 30 14,7

BRCA1 -ähnlich 19 15,6
FIGO III/IV 44 0,418 0,76 [0,39; 1,47] 0,416

nicht-BRCA1 -ähnlich 25 13,0
BRCA1 -ähnlich 19 15,6

seröse Histologie 38 0,948 0,97 [0,46; 2,09] 0,948
nicht-BRCA1 -ähnlich 24 15,0

BRCA1 -ähnlich 14 15,6

4.1.4 Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern

Mithilfe des exakten Tests nach Fisher (Fisher 1922) (Signifikanzniveau von 95%) wurde der
Zusammenhang zwischen den Ergebnissen des MLPA BRCA1ness Tests und den klinischen Va-
riablen untersucht (Tabelle 22). Der MLPA BRCA1ness Test von MRC-Holland MLPA® ermög-
lichte eine Einteilung der untersuchten Ovarialkarzinome in BRCA1 -ähnlich und nicht-BRCA1 -
ähnlich. Zwischen dem klinischen Parameter Familienanamnese (eine positive Familienanamne-
se war definiert als ein Mammakarzinom in der eigenen medizinischen Historie und/oder ein
Verwandter mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinom (Harter et al. 2017); Informationen über
Keimbahnmutationstestungen lagen nicht vor) und dem Ergebnis des MLPA BRCA1ness Test
ergab der exakte Test nach Fisher einen p-Wert von 0,012 (OR=6,19). Somit ist davon auszuge-
hen, dass eine Assoziation zwischen diesen beiden Merkmalen besteht. Bei der Evaluierung der
anderen klinischen Parameter ergaben sich keine statistisch signifikanten Zusammenhänge.
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Tabelle 22: Assoziation des MLPA BRCA1ness-Profils mit klinischen Daten, exakter Test nach
Fisher, Gesamtkohorte (n=49)

Ergebnis der MLPA
Variable Anzahl nicht-BRCA1-ähnlich BRCA1-ähnlich Odds Ratio p-Wert

Alter bei OP 49 30 19 0,70 0,762
<60 J. 18 12 6
≥60 J. 31 18 13

Familienanamnese1 41 23 18 6,19 0,012
negativ 16 13 3
positiv 25 10 15

Fernmetastasen 25 16 9 0,22 0,355
M0 18 10 8
M1 7 6 1

Grading 47 28 19 0,234
low grade 4 4 0
high grade 43 24 19
Histologie 49 30 19 0,71 0,729
nicht-serös 11 6 5

serös 38 24 14
Lymphknotenstatus 39 23 16 2,12 0,333

N0 19 13 6
N1 20 10 10

Makroskopischer Tumorrest 48 29 19 2,93 0,134
nach chirurgischem Debulking

≤0cm 20 15 5
>0cm 28 14 14

Z.n. Mammakarzinom 40 22 18 2,65 0,185
nein 27 17 10
ja 13 5 8

1Familienanamnese: Informationen über Keimbahnmutationstestungen lagen nicht vor. Eine positive Familienanamnese war definiert als
ein Mammakarzinom in der eigenen medizinischen Historie und/oder ein Verwandter mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinom (Harter
et al. 2017)

4.2 Untersuchung der mRNA Expression von Genen der DNA-Reparatur

Ein wesentlicher Punkt dieser Arbeit stellte die Untersuchung der mRNA-Expressionen von ins-
gesamt sieben DNA-Reparaturgenen (ATM , BRIP1 , BRCA1 , BRCA2 , CHEK2 , RAD51C und
RAD51D) im Ovarialkarzinomgewebe dar. Nach Auswertung der mRNA-Expressionswerte (Be-
rechnung der Effizienz, Relative Quantifizierung) und Dichotomisierung der Patienten in zwei
Gruppen (niedrige/hohe mRNA-Expression im Tumor) mithilfe eines Cut-Off-Wertes wurden
die Gene jeweils in Hinblick auf ihr prognostisches Potential (Gesamtüberleben, progressionsfrei-
en Überleben) evaluiert und abschließend mit klinischen Daten und dem Ergebnis des MLPA
BRCA1ness Test korreliert.

4.2.1 Berechnung der Effizienz

Die Effizienz gibt Auskunft über die Zunahme des PCR Produktes nach jedem abgelaufenen
Amplifikationszyklus (Taylor et al. 2010). Hierzu wurden cDNA Verdünnungsreihen (500ng,
250ng, 125ng, 62,5ng) erstellt und mit jedem genspezifischen Assay (Tabelle 3) eine quantitati-
ve Echtzeit-PCR durchgeführt. Die log10 Werte der cDNA Menge in ng wurden auf die x-Achse
und die Ct-Werte auf die y-Achse aufgetragen. Durch das Legen einer linearen Regressionsgerade
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(beispielshaft für BRCA2 in Abbildung 13) wurde die Steigung m ermittelt. Im Anhang in den
Abbildungen A.39 - A.44 befinden sich die linearen Regressionsgeraden der weiteren Gene.

Abbildung 13: Darstellung der linearen Regressionsgerade, TaqMan® Gene Expression Single-
tube Assay BRCA2 Hs00609073-m1, m=-3,18

Das Bestimmen der linearen Regressiongerade bildete die Grundlage zur Berechnung der Effizienz
mithilfe folgender Formel:

E = 10−1/m − 1 (1)

Die berechnete Effizienz ist in Tabelle 23 für jeden im Experiment verwendeten genspezifischen
Assay aufgelistet. Eine Effizienz zwischen 90 und 110% gilt hierbei als zulässig. Das Bestimmt-
heitsmaß R2 (Quadrat des Korrelationskoeffizienten) gibt Auskunft darüber, wie gut ein Wert
einen anderen vorhersagen kann. Er sollte > 0, 99 sein.

Tabelle 23: Ergebnisse des cDNA Verdünnungsreihe
genspezifischer Assay Effizienz R2

TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay ALAS1 Hs00167441-m1 1,03 0,9954
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay ATM Hs01112355-g1 0,95 0,9610
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay BRCA1 Hs01556191-m1 1,05 0,9996
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay BRCA2 Hs00609073-m1 1,06 0,9992
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay BRIP1 Hs00230743-m1 1,06 0,9597
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay CHEK2 Hs00200485-m1 0,96 0,9886
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay RAD51C Hs00365220-m1 1,01 0,9996
TaqMan® Gene Expression Single-tube Assay RAD51D Hs00172529-m1 1,07 0,9756

4.2.2 Relative Quantifizierung

Zur Auswertung wurde unter Verwendung der vergleichenden Ct-Methode (Comparative Ct-
method) die Relative Quantifizierung (RQ) gewählt.
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Der Schwellenwert (Threshold) wurde von der Software ABI PRISM® 7000 SDS 1.2.3 automa-
tisch gewählt und zusätzlich vom Benutzer kontrolliert. Als Kalibratorprobe wurde für alle un-
tersuchten Gene ein Ovarialkarzinom vom Borderlinetyp (Probe G12-I-06) ausgewählt. Da keine
DNA von Normalgewebe vorhanden war, ist die Verwendung des Borderlinetumors als Kom-
promiss beziehungsweise als Annäherung an Normalgewebe zu verstehen. Die Berechnung der
Relativen Quantifizierung erfolgte durch folgende Rechenschritte (Livak und Schmittgen 2001):

∆Ct = CtZielgen − CtendogeneKontrolle (2)

∆∆Ct = ∆CtProbe − ∆CtKalibrator (3)

RQ = 2−∆∆Ct (4)

Die RQ-Werte beinhalten demnach mit ∆∆Ct eine Differenzkomponente, die einen Bezug zwi-
schen der mRNA-Expression der einzelnen Proben und der Kalibratorprobe aufstellt. Diese Dif-
ferenzkomponente fällt durch Berücksichtigung in der Potenz (Formel 4) besonders stark ins
Gewicht. Die anhand von Formel 4 berechneten RQ-Werte bilden die Grundlage für weitere sta-
tistische Auswertungen. Die RQ-Werte werden im Folgenden auch als mRNA-Expressionswerte
bezeichnet.
Im Anhang (Tabelle A.45) sind die Histogramme der RQ-Werte abgebildet. Aufgrund des ex-
plorativen Charakters dieser Studie (n=49) und der in den meisten Fällen tendenziell zu den
niedrigen Werten hin verschobenen Verteilungskurven (a.e. logarithmischer Normalverteilung
entsprechend) wurden in dieser Arbeit nicht-parametrische Tests den korrespondierenden para-
metrischen Tests vorgezogen.

4.2.3 Bestimmung der Cut-Off-Werte für statistische Berechnungen

Horton und L. (2003) schlugen die mittlere mRNA-Expression als quantitativen Faktor zur Unter-
scheidung zwischen zwei Gruppen hinsichtlich des Gesamtüberleben bzw. des progressionsfreien
Überlebens vor. Die Cut-Off-Werte bewegten sich hierbei zwischen der 10% - 90% Quantile der
mittleren mRNA-Expression (Hothorn und Lausen 2003). Mithilfe der Programmiersprache R
(Maximally Selected Rank Statistics) wurden auf Grundlage der mRNA-Expressionswerte und
des Überlebens Cut-Off-Werte für die ausgesuchten Gene berechnet (Listings 2 und 3) (Hothorn
und Lausen 2002). mRNA-Expressionswerte unterhalb des Cut-Off-Wert wurden zusammenfas-
send als eine niedrige - und mRNA-Expressionswerte oberhalb des Cut-Off-Werts als eine hohe
mRNA-Expression klassifiziert. So gelang eine Unterscheidung zwischen einer Hoch- und Nied-
rigrisiko Patientengruppe.

4.2.4 Gesamtüberleben

Das Gesamtüberleben (Overall Survival) ist definiert als die Zeitspanne zwischen Diagnosestel-
lung und Versterben des Patienten (unabhängig der Todesursache) (Prentice 1989). In dieser
Arbeit wurde der Zeitpunkt der Operation als Zeitpunkt der Diagnosestellung gewählt. Auf
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Grundlage der genspezifisch berechneten Cut-Off-Werte (siehe 4.2.3) wurden die Patientinnen
in zwei Gruppen (niedrige/hohe mRNA-Expression im Tumor) dichotomisiert. Die Überlebens-
analysen wurden mit der Kaplan-Meier-Methode (Kaplan und Meier 1958) durchgeführt und
Unterschiede mit dem Log-Rank Test (Mantel 1966) abgeschätzt. Die Hazard Ratio wurde mit
dem Cox Proportional-Hazard model errechnet (Cox 1972). P-Werte wurde mit dem „likelihood
ratio“-Test abgeschätzt (Huelsenbeck und Crandall 1997). Das Skript für die Berechnungen mit R
sind in Listing 2 dargestellt. Die Tabelle 24 gibt einen Überblick über die statistische Auswertung.
Im Folgenden werden die Ergebnisse der sieben untersuchten Gene im Einzelnen vorgestellt.

ATM In der Gesamtkohorte (n=48) wurde für ATM ein Cut-Off-Wert von 0,363 berechnet. Die
RQ-Werte von 23 Patientinnen (47, 9%) waren ≤ 0,363. In dieser Patientinnengruppe zeigte sich
ein medianes Gesamtüberleben von 33,0 Monaten (95%-KI=[18,5; 52,8]). Bei 25 Patientinnen
(52, 1%) waren die RQ-Werte > 0,363. Das mediane Gesamtüberleben betrug in dieser Patien-
tinnengruppe 29,6 Monate (95%-KI=[28,1; ]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
war statistisch nicht signifikant (p=0,504). Die Hazard Ratio betrug 0,79 (95%-KI=[0,40; 1,58])
(Abbildung 14).

Abbildung 14: mRNA-Expression ATM , Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Gesamtkohorte
(n=48), p=0,504, HR=0,79 (95%-KI=[0,40; 1,58])

BRCA1 Der für BRCA1 in der Gesamtkohorte (n=48) berechnete Cut-Off-Wert lag bei 0,726.
Bei 21 Patientinnen (43, 8%) waren die korrespondierenden RQ-Werte ≤ 0,726, bei 27 Patientin-
nen (56, 2%) > 0,726. Das mediane Gesamtüberleben in der Patientinnengruppe mit RQ-Werten
unterhalb des Cut-Off-Wertes lag bei 52,8 Monaten (95%-KI=[29,3; ]). In der anderen Gruppe
war das mediane Gesamtüberleben 28,1 Monate (95%-KI=[18,5; 42,5]). Der Unterschied zwi-
schen den beiden Gruppen war statistisch signifikant (p=0,034). Die Hazard Ratio betrug 2,20
(95%-KI=[1,04; 4,64]) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: mRNA-Expression BRCA1 , Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Gesamtkohor-
te (n=48), p=0,034, HR=2,20 (95%-KI=[1,04; 4,64])

BRCA2 In der Gesamtkohorte (n=48) lag der für BRCA2 errechnete Cut-Off-Wert bei 0,382.
Sechs Patientinnen (12, 5%) wurden der Gruppe mit einem Cut-Off-Wert von ≤ 0,382 zugeord-
net. Das mediane Gesamtüberleben war hierbei 65,7 Monate (95%-KI=[36,9; ]). Die RQ-Werte
von 42 Patientinnen (87, 5%) waren > 0,382. In der Gruppe zeigte sich ein medianes Gesamtüber-
leben von 29,3 Monaten (95%-KI=[29,3; 48,6]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
war statistisch nicht signifikant (p=0,218). Die Hazard Ratio betrug 1,93 (95%-KI=[0,67; 5,58])
(Abbildung 16).

Abbildung 16: mRNA-Expression BRCA2 , Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Gesamtkohor-
te (n=48), p=0,218, HR=1,93 (95%-KI=[0,67; 5,58])

BRIP1 Für BRIP1 wurde in der Gesamtkohorte (n=48) ein Cut-Off-Wert von 0,440 bestimmt.
Die RQ-Werte bei zehn Patientinnen (20, 8%) waren ≤ 0,440. Das mediane Gesamtüberleben
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dieser Gruppe betrug 65,9 Monate (95%-KI=[65,7; ]). Bei 38 Patientinnen (79, 2%) waren die
RQ-Werte > 0,440. In dieser Gruppe war das mediane Gesamtüberleben 28,1 Monate (95%-
KI=[19,4; ]). Der Unterschied zwischen den Gruppen war statistisch signifikant (p=0,011). Die
Hazard Ratio betrug 3,40 (95%-KI=[1,27; 9,15]) (Abbildung 17).

Abbildung 17: mRNA-Expression BRIP1 , Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Gesamtkohorte
(n=48), p=0,011, HR=3,40 (95%-KI=[1,27; 9,15])

CHEK2 Der für CHEK2 berechnete Cut-Off-Wert betrug für die Gesamtkohorte (n=48) 1,698.
Bei 41 Patientinnen (85, 4%) waren die korrespondierenden RQ-Werte ≤ 1,698; bei sieben Pa-
tientinnen (14, 6%) > 1,698. Das mediane Gesamtüberleben in der ersten Patientinnengruppe
lag bei 33,0 Monaten (95%-KI=[27,3; 65,7]). In der zweiten Gruppe lag das mediane Gesamt-
überleben bei 28,1 Monaten (95%-KI=[18,5; ]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
war statistisch nicht signifikant (p=0,186). Die Hazard Ratio betrug 1,82 (95%-KI=[0,74; 4,48])
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: mRNA-Expression CHEK2 , Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Gesamtkohor-
te (n=48), p=0,186, HR=1,82 (95%-KI=[0,74; 4,48])

RAD51C In der Gesamtkohorte (n=48) lag der für RAD51C berechnete Cut-Off-Wert bei
0,462. 27 Patientinnen (56, 3%) wurden der Gruppe mit einem Cut-Off-Wert von ≤ 0,462 zu-
geordnet. Das mediane Gesamtüberleben war hierbei 41,0 Monate (95%-KI=[27,3; ]). Die RQ-
Werte von 21 Patientinnen (43, 7%) waren > 0,462. In dieser Gruppe zeigte sich ein medianes
Gesamtüberleben von 29,3 Monaten (95%-KI=[18,5; ]). Der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen war statistisch signifikant (p=0,036). Die Hazard Ratio betrug 2,16 (95%-KI=[1,04;
4,50]) (Abbildung 19).

Abbildung 19: mRNA-Expression RAD51C, Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Gesamtko-
horte (n=48), p=0,036, HR=2,16 (95%-KI=[1,04; 4,50])
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RAD51D In der Gesamtkohorte (n=48) ergab sich für RAD51D ein Cut-Off-Wert von 0,092.
Zehn Patientinnen (20, 8%) wurden der Gruppe mit einem Cut-Off-Wert von ≤ 0,092 zugeordnet.
Das mediane Gesamtüberleben lag dort bei 52,8 Monaten (95%-KI=[20,6; ]). Die RQ-Werte von
38 Patientinnen (79, 2%) waren > 0,092. In dieser Gruppe zeigte sich ein medianes Gesamtüber-
leben von 29,3 Monaten (95%-KI=[20,8; 48,6]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
war statistisch nicht signifikant (p=0,180). Die Hazard Ratio betrug 1,83 (95%-KI=[0,75; 4,46])
(Abbildung 20).

Abbildung 20: mRNA-Expression RAD51D, Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, Gesamtko-
horte (n=48), p=0,180, HR=1,83 (95%-KI=[0,75; 4,46])

Zusammenfassung Patientinnen mit jeweils niedriger mRNA-Expression von BRCA1 (HR=2,20),
BRIP1 (HR=3,40) bzw. RAD51C (HR=2,16) im Tumorgewebe wiesen ein statistisch signifikant
besseres Gesamtüberleben auf (Tabelle 24).
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Tabelle 24: Gesamtüberleben in Abhängigkeit der mRNA-Expression in der Gesamtkohorte
(n=48)

Anzahl Überleben p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert
(in Monaten) (Log Rank)

ATM 48 0,504 0,79 [0,40; 1,58] 0,509
niedrig 23 33,0
hoch 25 29,6

BRCA1 48 0,034 2,20 [1,04; 4,64] 0,034
niedrig 21 52,8
hoch 27 28,1

BRCA2 48 0,218 1,93 [0,67; 5,58] 0,190
niedrig 6 65,7
hoch 42 29,3

BRIP1 48 0,011 3,40 [1,27; 9,15] 0,006
niedrig 10 65,9
hoch 38 28,1

CHEK2 48 0,186 1,82 [0,74; 4,48] 0,221
niedrig 41 33,0
hoch 7 28,1

RAD51C 48 0,036 2,16 [1,04; 4,50] 0,042
niedrig 27 41,0
hoch 21 29,3

RAD51D 48 0,180 1,83 [0,75; 4,46] 0,160
niedrig 10 52,8
hoch 38 29,3

4.2.5 Progressionsfreies Überleben

Das progressionsfreie Überleben (Progression-Free Survival) ist definiert als die Zeitspanne zwi-
schen Behandlungsbeginn und Tumorprogress bzw. Versterben des Patienten (unabhängig der
Todesursache) als Endpunkt (Saad und Katz 2008). In dieser Arbeit wurde der Zeitpunkt
der Operation als Behandlungsbeginn gewählt und die Zeitspanne in Monaten angegeben. Auf
Grundlage der genspezifisch berechneten Cut-Off-Werte (siehe 4.2.3) wurden die Patientinnen
in zwei Gruppen (niedrige/hohe mRNA-Expression im Tumor) eingeteilt. Das progressionsfreie
Überleben (Progression Free Survival) wurde mit der Kaplan-Meier-Methode (Kaplan und Meier
1958) berechnet und Unterschiede mit dem Log-Rank Test (Mantel 1966) abgeschätzt. Die Ha-
zard Ratio wurde mit dem Cox Proportional-Hazard model errechnet (Cox 1972). P-Werte wurde
mit dem „likelihood ratio“-Test abgeschätzt (Huelsenbeck und Crandall 1997). Das Skript für die
Berechnungen mit R sind in Listing 3 dargestellt. Unterschiede hinsichtlich des progressionsfreien
Überlebens wurden in der Gesamtkohorte (n=48) untersucht. Tabelle 25 gibt einen Überblick
über die statistische Auswertung. Im Folgenden werden die Ergebnisse der sieben untersuchten
Gene vorgestellt.
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ATM Der für ATM berechnete Cut-Off-Wert bezüglich des progressionsfreien Überlebens be-
trug in der Gesamtkohorte (n=48) 0,396. Bei 29 Patientinnen (60, 4%) waren die korrespondieren-
den RQ-Werte ≤ 0,396, bei 19 Patientinnen (39, 6%) > 0, 396. Das progressionsfreie Überleben
in der ersten Patientinnengruppe lag bei 13,8 Monaten (95%-KI=[11,4; 19,6]). In der zweiten
Gruppe zeigte sich ein progressionsfreies Überleben von 19,7 Monaten (95%-KI=[12,4; ]). Der
Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch nicht signifikant (p=0,230). Die Hazard
Ratio betrug 0,66 (95%-KI=[0,34; 1,30]) (Abbildung 21).

Abbildung 21: mRNA-Expression ATM , progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, Ge-
samtkohorte (n=48), p=0,230, HR=0,66 (95%-KI=[0,34; 1,30])

BRCA1 In der Gesamtkohorte (n=48) ergab sich für BRCA1 hinsichtlich des progressionsfreien
Überlebens ein Cut-Off-Wert von 1,611. 41 Patientinnen (85, 4%) wurden der Gruppe mit einem
Cut-Off-Wert von ≤ 1,611 zugeordnet. Das mediane progressionsfreie Überleben betrug in dieser
Gruppe 15 Monate (95%-KI=[11,9; 33,0]). Die RQ-Werte von sieben Patientinnen (14, 6%) waren
> 1, 611. In dieser Gruppe zeigte sich ein medianes progressionsfreies Überleben von 13 Monaten
(95%-KI=[11,9; ]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch nicht signifikant
(p=0,127). Die Hazard Ratio betrug 1,92 (95%-KI=[0,82; 4,51]) (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Genexprssion BRCA1 , progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, Gesamt-
kohorte (n=48), p=0,127, HR=1,92 (95%-KI=[0,82; 4,51])

BRCA2 In der Gesamtkohorte (n=48) lag der für BRCA2 errechnete Cut-Off-Wert bei 0,382.
Sechs Patientinnen (12, 5%) wurden der Gruppe mit einem Cut-Off-Wert von≤ 0,382 zugeordnet.
Das mediane progressionsfreie Überleben war hierbei 47,7 Monate (95%-KI=[14,7; ]). Die RQ-
Werte von 42 Patientinnen (85, 5%) waren > 0, 382. In der Gruppe zeigte sich ein medianes
progressionsfreies Überleben von 14,5 Monaten (95%-KI=[11,9; 20,5]). Der Unterschied zwischen
den beiden Gruppen zeigte keine statistische Signifikanz (p=0,228). Die Hazard Ratio betrug
1,89 (95%-KI=[0,66; 5,37]) (Abbildung 23).

Abbildung 23: mRNA-Expression BRCA2 , progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, Ge-
samtkohorte (n=48), p=0,228, HR=1,89 (95%-KI=[0,66; 5,37])

BRIP1 In der Gesamtkohorte (n=48) lag der für BRIP1 berechnete Cut-Off-Wert hinsichtlich
des progressionsfreien Überlebens bei 0,440. Zehn Patientinnen (20, 8%) wurden der Gruppe
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mit einem Cut-Off-Wert von ≤ 0,440 zugeordnet. Das mediane progressionsfreie Überleben war
hierbei 48,3 Monate (95%-KI=[14,7; ]). Die RQ-Werte von 38 Patientinnen (79, 2%) waren >

0, 440. In der Gruppe zeigte sich ein medianes progressionsfreies Überleben von 13,0 Monaten
(95%-KI=[11,6; 19,7]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch signifikant
(p=0,019). Die Hazard Ratio betrug 2,81 (95%-KI=[1,15; 6,89]) (Abbildung 24).

Abbildung 24: mRNA-Expression BRIP1 , progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, Ge-
samtkohorte (n=48), p=0,019, HR=2,81 (95%-KI=[1,15; 6,89])

CHEK2 Der für CHEK2 berechnete Cut-Off-Wert beim progressionsfreien Überleben betrug
für die Gesamtkohorte (n=48) 0,713. Bei 13 Patientinnen (27, 1%) waren die korrespondierenden
RQ-Werte ≤ 0,713, bei 35 Patientinnen (72, 9%) > 0, 713. Das mediane progressionsfreie Über-
leben in der ersten Patientinnengruppe lag bei 11,4 Monaten (95%-KI=[9,2; ]). In der zweiten
Gruppe zeigte sich ein medianes progressionsfreies Überleben von 19,6 Monaten (95%-KI=[13,8;
33,0]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch nicht signifikant (p=0,127).
Die Hazard Ratio betrug 0,58 (95%-KI=[0,28; 1,18]) (Abbildung 25).
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Abbildung 25: mRNA-ExpressionCHEK2 , progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, Ge-
samtkohorte (n=48), p=0,127, HR=0,58 (95%-KI=[0,28; 1,18])

RAD51C In der Gesamtkohorte (n=48) lag der für RAD51C berechnete Cut-Off-Wert beim
progressionsfreien Überleben bei 0,268. Elf Patientinnen (22, 9%) wurden der Gruppe mit einem
Cut-Off-Wert von ≤ 0,268 zugeordnet. Das mediane progressionsfreie Überleben war hierbei 13,0
Monate (95%-KI=[10,9; ]). Die RQ-Werte von 37 Patientinnen (77, 1%) waren > 0, 268. In dieser
Gruppe zeigte sich ein medianes progressionsfreies Überleben von 15,6 Monaten (95%-KI=[12,8;
33). Zwischen den beiden Gruppen war der Unterschied statistisch nicht signifikant (p=0,193).
Die Hazard Ratio betrug 0,62 (95%-KI=[0,30; 1,28]) (Abbildung 26).

Abbildung 26: mRNA-Expression RAD51C, progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier,
Gesamtkohorte (n=48), p=0,193, HR=0,62 (95%-KI=[0,30; 1,28])

RAD51D In der Gesamtkohorte (n=48) ergab sich für RAD51D hinsichtlich des progressions-
freien Überlebens ein Cut-Off-Wert von 0,366. 40 Patientinnen (83, 3%) wurden der Gruppe mit
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einem Cut-Off-Wert von ≤ 0,366 zugeordnet. Das mediane progressionsfreie Überleben lag dort
bei 14,6 Monaten (95%-KI=[11,6; 21,9]). Die RQ-Werte von acht Patientinnen (16, 7%) waren
> 0, 366. In dieser Gruppe zeigte sich ein medianes progressionsfreie Überleben von 20,5 Mona-
ten (95%-KI=[12,4; ]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen zeigte keine statistische
Signifikanz (p=0,211). Die Hazard Ratio betrug 0,52 (95%-KI=[0,18; 1,47]) (Abbildung 27).

Abbildung 27: mRNA-Expression RAD51D, progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier,
Gesamtkohorte (n=48), p=0,211, HR=0,52 (95%-KI=[0,18; 1,47])

Zusammenfassung Patientinnen mit niedriger mRNA-Expression von BRIP1 im Tumorgewe-
be wiesen ein statistisch signifikant besseres progressionsfreies Überleben auf (HR=2,81) (Tabelle
25).
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Tabelle 25: Progressionsfreies Überleben in Abhängigkeit der mRNA-Expression in der Gesamt-
kohorte (n=48)

mRNA-Expression Anzahl Überleben p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert
(in Monaten) (Log Rank)

ATM 48 0,230 0,66 [0,34; 1,30] 0,225
niedrig 29 13,8
hoch 19 19,7

BRCA1 48 0,127 1,92 [0,82; 4,51] 0,158
niedrig 41 15,0
hoch 7 13,0

BRCA2 48 0,228 1,89 [0,66; 5,37] 0,198
niedrig 6 47,7
hoch 42 14,5

BRIP1 48 0,019 2,81 [1,15; 6,89] 0,012
niedrig 10 48,3
hoch 38 13,0

CHEK2 48 0,127 0,58 [0,28; 1,18] 0,147
niedrig 13 11,4
hoch 35 19,6

RAD51C 48 0,193 0,62 [0,30; 1,28] 0,215
niedrig 11 13,0
hoch 37 15,6

RAD51D 48 0,211 0,52 [0,18; 1,47] 0,181
niedrig 40 14,6
hoch 8 20,5

4.2.6 Assoziation der mRNA-Daten mit den MLPA BRCAness Daten

Im Folgenden werden die mRNA-Expressionswerte mit den Ergebnissen des MLPA BRCA1ness
Tests verglichen. Statistisch erfolgte der Vergleich anhand des exakten Test nach Fisher (Fisher
1922), welcher die mRNA-Expression unter Berücksichtigung des Cut-off-Wertes mit dem Ergeb-
nis der MLPA (BRCA1 -ähnlich/nicht-BRCA1 -ähnlich) in Hinblick auf mögliche Assoziationen
untersuchte (Tabelle 26). Bei einem p-Wert <0,05 wurde von einem statistisch signifikanten
Zusammenhang ausgegangen. Darüber hinaus wurden zur Berücksichtigung der absoluten RQ-
Werte - vor allem in Hinblick auf Werte nahe des Cut-Off-Schwellenwerts - zusätzliche statistische
Tests (Mann-Whitney-U-Test (Mann und Whitney 1947; Wilcoxon 1945)) durchgeführt. Auch
hierbei wurde bei einem p-Wert <0,05 vom einem statistisch signifikanten Zusammenhang aus-
gegangen. Die Ergebnisse des exakten Test nach Fisher zeigt Tabelle 26. Tabelle 27 fasst die
Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests zusammen. Die korrespondierenden Boxplots finden sich
in Abbildung 28. Bei beiden Analysen wurden jeweils keine statistisch signifikanten Zusammen-
hänge nachgewiesen.
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Tabelle 26: Assoziation des MLPA BRCA1ness Tests mit mRNA-Expressionswerten, exakter
Test nach Fisher, Gesamtkohorte (n=48)

Ergebnis der MLPA
mRNA-Expression Anzahl nicht-BRCA1-ähnlich BRCA1-ähnlich Odds Ratio p-Wert

ATM 48 30 18 1,24 0,772
niedrig 23 15 8
hoch 25 15 10

BRCA1 48 30 18 1,97 0,369
niedrig 21 15 6
hoch 27 15 12

BRCA2 48 30 18 0,071
niedrig 6 6 0
hoch 42 24 18

BRIP1 48 30 18 2,85 0,282
niedrig 10 8 2
hoch 38 22 16

CHEK2 48 30 18 0,63 0,696
niedrig 41 25 16
hoch 7 5 2

RAD51C 48 30 18 1,49 0,558
niedrig 27 18 9
hoch 21 12 9

RAD51D 48 30 18 0,53 0,468
niedrig 10 5 5
hoch 38 25 13

Tabelle 27: Vergleich des MLPA BRCA1ness Tests mit mRNA-Expressionswerten, Mann-
Whitney-U-Test, Gesamtkohorte (n=48)

Ergebnis der MLPA
Gen mRNA-Expressionshöhe nicht-BRCA1-ähnlich (n=30) BRCA1-ähnlich (n=18) p-Wert

ATM
Median 0,366 0,395 0,496

IQA 0,275 0,185

BRCA1
Median 0,742 1,260 0,113

IQA 0,562 0,906

BRCA2
Median 1,184 1,576 0,123

IQA 1,152 1,325

BRIP1
Median 0,741 1,155 0,207

IQA 0,646 0,895

CHEK2
Median 0,793 0,897 0,476

IQA 0,614 0,325

RAD51C
Median 0,430 0,459 0,958

IQA 0,436 0,215

RAD51D
Median 0,228 0,118 0,173

IQA 0,196 0,055
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Abbildung 28: Mann-Whitney-U-Test, n=48, x-Achse: Ergebnis des MLPA BRCA1ness Test
(BRCA1-ähnlich und nicht-BRCA1-ähnlich), y-Achse: RQ-Werte

4.2.7 Korrelationsanalysen

Zur Untersuchung, ob zwischen den mRNA-Expressionswerten der sieben betrachteten Gene
Korrelationen vorliegen, wurde für alle Beobachtungspaare der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman berechnet (Übersicht in Tabelle 28). Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
(rs) ist ein Maß für die Stärke des Zusammenhangs zweier ordinalskalierter Variablen (Spearman
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1904). Der Korrelationskoeffizient nach Spearman (rs) nimmt Werte zwischen -1 und +1 an. Für
die mRNA-Expressionswerte des Beobachtungspaares BRCA1 - BRIP1 wurde ein rs von 0.817
bestimmt (p< 0, 05). Zwischen der Höhe der mRNA-Expressionen von BRCA1 und BRIP1
liegt somit ein starker Zusammenhang vor. Das korrespondierende Streudiagramm für BRCA1 -
BRIP1 ist in Abbildung 29 dargestellt. Die übrigen Beobachtungspaare wiesen keine statistisch
signifikanten Korrelationen auf (Abbildung A.46).

Tabelle 28: Spearmans Rangkorrelationskoeffizienten der mRNA-Expressionsdaten

ATM BRCA1 BRCA2 BRIP1 CHEK2 RAD51C RAD51D

ATM 1,000 0,107 0,039 0,063 0,285 0,401 0,220
BRCA1 0,107 1,000 0,570 0,817 0,519 0,498 0,267
BRCA2 0,039 0,570 1,000 0,660 0,566 0,462 0,114
BRIP1 0,063 0,817 0,660 1,000 0,439 0,472 0,131
CHEK2 0,285 0,519 0,566 0,439 1,000 0,555 0,187
RAD51C 0,401 0,498 0,462 0,472 0,555 1,000 0,414
RAD51D 0,220 0,267 0,114 0,131 0,187 0,414 1,000

Abbildung 29: Streudiagramm der mRNA-Expressionswerte, x-Achse: RQ-Werte von BRCA1 ,
y-Achse: RQ-Werte von BRIP1 , rs=0.817, p< 0, 05

4.3 Klinisch-pathologische Parameter

4.3.1 Gesamtüberleben

Das Gesamtüberleben wurde hinsichtlich acht klinischer Parameter (Alter, Aszites, Familien-
anamnese, Fernmetastasen, Histologie, Lymphknotenstatus, makroskopischer Tumorrest nach
chirurgischem Debulking und Z.n. Mammakarzinom) in der Gesamtkohorte evaluiert (Tabelle
29).
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Tabelle 29: Gesamtüberleben, klinisch-pathologische Parameter

Anzahl Überleben p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert
(in Monaten) (Log Rank)

Alter 49 0,392 1,37 [0,67; 2,80] 0,386
<60 J. 18 36,9
≥60 J. 31 29,3
Aszites 40 0,822 0,92 [0,43; 1,95] 0,822
<500ml 19 35,8
≥500ml 21 33,0

Familienanamnese1 41 0,355 0,69 [0,31; 1,53] 0,369
negativ 16 28,1
positiv 25 48,6

Fernmetastasen 25 0,329 1,70 [0,57; 5,00] 0,355
M0 18 29,6
M1 7 22,8

Histologie2 49 0,097 0,52 [0,24; 1,14] 0,120
serös 38 36,9

endometrioid 6 26,8
andere 5 17,3

Lymphknotenstatus 39 0,483 1,34 [0,60; 2,98] 0,476
N0 19 41,0
N1 20 33,0

Makroskopischer Tumorrest 48 0,109 1,81 [0,87; 3,77] 0,105
nach chirurgischem Debulking3

≤0cm 20 41,0
>0 und <1cm 15 29,6

≥1cm 13 19,4
Z.n. Mammakarzinom 40 0,005 0,26 [0,10; 0,71] 0,004

nein 27 28,1
ja 13 80,4

1Familienanamnese: Informationen über Keimbahnmutationstestungen lagen nicht vor. Eine positive Familienanamnese war definiert als
ein Mammakarzinom in der eigenen medizinischen Historie und/oder ein Verwandter mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinom (Harter
et al. 2017), 2Patientinnen mit einem serösen Tumor wurden mit Patientinnen mit einem nicht-serösen Tumor verglichen, 3Patientinnen
mit einem makroskopischen Tumorrest wurden mit Patientinnen ohne einen makroskopischen Tumorrest verglichen

Histologie Basierend auf der Tumorhistologie wurden die Patientinnen in drei Gruppen einge-
teilt: Bei 38 Patientinnen war die Tumorhistologie serös und bei sechs Patientinnen endometrioid.
Die verbleibenden fünf Patientinnen mit einer anderen Histologie (muzinös, klarzellig, Karzino-
sarkom) wurden in einer gemeinsamen Gruppe zusammengefasst. Patientinnen mit einem Ova-
rialkarzinom seröser Histologie zeigten ein medianes Gesamtüberleben von 36,9 Monaten. Pati-
entinnen mit einem endometrioiden Ovarialkarzinom wiesen ein medianes Gesamtüberleben von
26,8 Monaten auf. Patientinnen, deren Ovarialkarzinom eine andere Histologie aufwies (muzi-
nös, klarzellig oder Karzinosarkinom), hatten ein medianes Gesamtüberleben von 17,3 Monaten.
Zwischen den Patientinnen mit einem serösen Ovarialkarzinom und den Patientinnen mit ei-
nem nicht-serösen Ovarialkarzinom war der Unterschied beim Gesamtüberleben statistisch nicht
signifikant (Log Rank p=0,097). Die Hazard Ratio betrug 0,52 (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Tumorhistologie, Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, n=49

Makroskopischer Tumorrest nach chirurgischem Debulking Bei 48 der 49 Patientinnen lagen
Informationen über den Tumorrest nach chirurgischem Debulking in Form einer eindimensio-
nalen Distanzmessung (in cm) vor. Basierend auf dem makroskopischen Tumorrest wurden die
Patientinnen in drei Gruppen eingeteilt: Bei 20 Patientinnen war kein makroskopischer Tumor-
rest vorhanden (≤0cm), bei 15 Patientinnen war die Größe des Tumorrestes >0 und <1cm und
bei 13 Patientinnen war die Größe des Tumorrests ≥1cm. Patientinnen ohne einen makroskopi-
schen Tumorrest wiesen ein medianes Gesamtüberleben von 41,0 Monaten auf. Patientinnen mit
einem makroskopischen Tumorrest >0 und <1cm zeigten ein medianes Gesamtüberleben von
29,6 Monaten; Patientinnen mit einem makroskopischen Tumorrest ≥1cm ein medianes Gesamt-
überleben von 19,4 Monaten. Zwischen den Patientinnen ohne einen makroskopischen Tumorrest
und den Patientinnen mit einem makroskopischen Tumorrest (unabhängig der Größe) zeigte sich
kein statistisch signifikanter Unterschied (Log Rank p=0,105). Die Hazard Ratio betrug 1,81
(Abbildung 31).
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Abbildung 31: Makroskopischer Tumorrest nach chirurgischem Debulking, Gesamtüberleben
nach Kaplan-Meier, n=48

Zustand nach Mammakarzinom In der Gesamtkohorte waren 13 Patientinnen mit einem
Mammakarzinom in der medizinischen Vorgeschichte. 27 Patientinnen hatten in der Anamne-
se ein Mammakarzinom verneint. Bei neun Patientinnen war nicht bekannt, ob diese bereits an
einem Mammakarzinom erkrankt waren oder nicht. Bei den Patientinnen mit Z.n. Mammakar-
zinom (n=13) betrug das mediane Gesamtüberleben 80,4 Monate (95%-KI=[65,7; ]). Bei den
Patientinnen ohne ein Mammakarzinom in der Anamnese (n=27) lag das mediane Gesamtüber-
leben bei 28,1 Monaten (95%-KI=[19,4; 48,9]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
war statistisch signifikant (p=0,005). Die Hazard Ratio betrug 0,26 (Abbildung 32).

Abbildung 32: Zustand nach Mammakarzinom, Gesamtüberleben nach Kaplan-Meier, n=40,
p=0,005, HR=0,26
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4.3.2 Progressionsfreies Überleben

Das progressionsfreie Überleben wurde hinsichtlich acht klinischer Parameter (Alter, Aszites, Fa-
milienanamnese, Fernmetastasen, Histologie, Lymphknotenstatus, makroskopischer Tumorrest
nach chirurgischem Debulking und Z.n. Mammakarzinom) in der Gesamtkohorte evaluiert (Ta-
belle 30).

Tabelle 30: Progressionsfreies Überleben, klinisch-pathologische Parameter

Anzahl Überleben p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert
(in Monaten) (Log Rank)

Alter 49 0,596 1,19 [0,62; 2,30] 0,593
<60 J. 18 15,0
≥60 J. 31 13,8
Aszites 40 0,977 0,99 [0,49; 2,02] 0,977
<500ml 19 14,5
≥500ml 21 16,6

Familienanamnese1 41 0,032 0,46 [0,23; 0,95] 0,040
negativ 16 12,8
positiv 25 19,6

Fernmetastasen 25 0,333 1,62 [0,60; 4,37] 0,352
M0 18 14,6
M1 7 11,9

Histologie2 49 0,279 0,67 [0,33; 1,38] 0,298
serös 38 15,0

endometrioid 6 18,2
andere 5 7,6

Lymphknotenstatus 39 0,743 0,88 [0,42; 1,85] 0,743
N0 19 14,7
N1 20 19,7

Makroskopischer Tumorrest 48 0,244 1,49 [0,76; 2,92] 0,239
nach chirurgischem Debulking3

≤0cm 20 15,0
>0 und <1cm 15 19,6

≥1cm 13 13,8
Z.n. Mammakarzinom 40 0,001 0,26 [0,11; 0,61] 0,0008

nein 27 12,8
ja 13 80,4

1Familienanamnese: Informationen über Keimbahnmutationstestungen lagen nicht vor. Eine positive Familienanamnese war definiert als
ein Mammakarzinom in der eigenen medizinischen Historie und/oder ein Verwandter mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinom (Harter
et al. 2017), 2Patientinnen mit einem serösen Tumor wurden mit Patientinnen mit einem nicht-serösen Tumor verglichen, 3Patientinnen
mit einem makroskopischen Tumorrest wurden mit Patientinnen ohne einen makroskopischen Tumorrest verglichen

Histologie Basierend auf der Tumorhistologie wurden die Patientinnen in drei Gruppen ein-
geteilt: Bei 38 Patientinnen war die Tumorhistologie serös und bei sechs Patientinnen endo-
metrioid. Die verbleibenden fünf Patientinnen mit einer anderen Histologie (muzinös, klarzellig,
Karzinosarkom) wurden in einer gemeinsamen Gruppe zusammengefasst. Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom seröser Histologie zeigten ein medianes progressionsfreies Überleben von 15,0
Monaten. Patientinnen mit einem endometrioiden Ovarialkarzinom wiesen ein medianes progres-
sionsfreies Überleben von 18,2 Monaten auf. Patientinnen, deren Ovarialkarzinom eine andere
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Histologie aufwies (muzinös, klarzellig oder Karzinosarkinom), hatten ein medianes progressions-
freies Überleben von 7,6 Monaten. Zwischen den Patientinnen mit einem serösen Ovarialkarzinom
und den Patientinnen mit einem nicht-serösen Ovarialkarzinom war der Unterschied beim pro-
gressionsfreies Überleben statistisch nicht signifikant (Log Rank p=0,279). Die Hazard Ratio
betrug 0,67 (Abbildung 33).

Abbildung 33: Tumorhistologie, progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, n=49

Makroskopischer Tumorrest nach chirurgischem Debulking Bei 48 der 49 Patientinnen lagen
Informationen über den Tumorrest nach chirurgischem Debulking in Form einer eindimensionalen
Distanzmessung (in cm) vor. Basierend auf dem makroskopischen Tumorrest wurden die Pati-
entinnen in drei Gruppen eingeteilt: Bei 20 Patientinnen war kein makroskopischer Tumorrest
vorhanden (≤0cm) und bei 15 Patientinnen bzw. 13 Patientinnen war die Größe des Tumor-
restes >0 und <1cm bzw. ≥1cm. Patientinnen ohne einen makroskopischen Tumorrest wiesen
ein medianes progressionsfreies Überleben von 15,0 Monaten auf. Patientinnen mit einem ma-
kroskopischen Tumorrest >0 und <1cm zeigten ein medianes progressionsfreies Überleben von
19,6 Monaten. Patientinnen mit einem makroskopischen Tumorrest ≥1cm hatten ein medianes
progressionsfreies Überleben von 13,8 Monaten. Zwischen den Patientinnen ohne einen makro-
skopischen Tumorrest und den Patientinnen mit einem makroskopischen Tumorrest (unabhängig
der Größe) zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (Log Rank p=0,244). Die Hazard
Ratio betrug 1,49 (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Makroskopischer Tumorrest nach chirurgischem Debulking, progressionsfreies
Überleben nach Kaplan-Meier, n=48

Familienanamnese In der Gruppe mit positiver Familienanamnese (n=25) betrug die mediane
progressionsfreie Überlebenszeit 19,6 Monate (95%-KI=[14,5; ]). In der Gruppe mit negativer Fa-
milienanamnese (n=16) zeigte sich ein medianes progressionsfreie Überleben von 12,8 Monaten
(95%-KI=[10,0; 19,7]). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen war statistisch signifikant
(p=0,032). Die Hazard Ratio betrug 0,46 (95%-KI=[0,23; 0,95]) (Abbildung 35).

Abbildung 35: Familienanamnese, progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier, n=41,
p=0,032, HR=0,46

Zustand nach Mammakarzinom In der Gruppe der Patientinnen mit einem Z.n. Mammakar-
zinom (n=13) war das mediane progressionsfreie Überleben 80,4 Monate (95%-KI=[16,6; ]). Bei
den Patientinnen ohne ein Mammakarzinom in der Anamnese (n=27) betrug das mediane Ge-
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samtüberleben 12,8 Monate (95%-KI=[10,6; 19,6]). Der Unterschied zwischen den beiden Grup-
pen war statistisch signifikant (p=0,001). Die Hazard Ratio betrug 0,26 (95%-KI=[0,11; 0,61])
(Abbildung 36).

Abbildung 36: Zustand nach Mammakarzinom, progressionsfreies Überleben nach Kaplan-Meier,
n=40, p=0,001, HR=0,26

4.4 Multivariable Cox-Regressionsanalyse

Die multivariable Cox-Regressionsanalyse untersucht mehrere Einflussgrößen auf das Überleben
(Wei et al. 1989). Die Hazard Ratio wurde mit dem Cox Proportional-Hazard model errechnet
(Cox 1972) und p-Werte wurde mit dem „likelihood ratio“-Test abgeschätzt (Listings 4 und 5)
(Huelsenbeck und Crandall 1997). Pro stattgefundenen zehn „Events“ wurde eine Variable un-
tersucht (Harrell et al. 1984; Peduzzi et al. 1996). Gene, die in den linearen Regressionanalyse
einen p-Wert < 0,05 aufwiesen, wurden in die multivariablen Analysen als mögliche Einfluss-
größen miteingeschlossen. Das Ergebnis des MLPA BRCA1ness Tests und das Vorliegen eines
makroskopischen Tumorrests nach chirurgischem Debulking, dessen prognostischer Wert in der
Literatur als ausreichend belegt gilt (Rosen et al. 2014), wurden ebenfalls berücksichtigt.

4.4.1 Gesamtüberleben

Da 33 Patientinnen im Beobachtungszeitraum verstorben sind (33 „Events“), wurden für das Ge-
samtüberleben jeweils drei Variablen ausgewählt und in einer multivariablen Analyse untersucht,
wobei die in Frage kommenden Variablen in unterschiedlichen Konstellationen miteinander vergli-
chen wurden (insgesamt drei Kombinationen). In den Tabellen 31, 32 und 33 sind die Ergebnisse
der multivariablen Analysen dargestellt. In den multivariablen Analysen des Gesamtüberlebens
waren hierbei die BRIP1 mRNA-Expression (HR=4,38, p=0,005 und HR=2,86, p=0,048) so-
wie das Ergebnis des MLPA BRCA1ness Tests (HR=0,33, p=0,008) unabhängige prognostische
Marker (Tabellen 31 und 32).
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Tabelle 31: Multivariable Cox-Regressionsanalyse, Gesamtüberleben, Gesamtkohorte (n=48),
Variablen: BRIP1 mRNA-Expression, Ergebnis des MLPA BRCA1ness Test, ma-
kroskopischer Tumorrest

Variable Anzahl
univariable Cox-Regression multivariable Cox-Regression

Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert

BRIP1 48 3,40 [1,27; 9,15] 0,006 4,38 [1,56; 12,32] 0,005
niedrig 10
hoch 38

MLPA P376-B3 BRCA1ness 49 0,55 [0,27; 1,14] 0,102 0,33 [0,14; 0,75] 0,008
nicht-BRCA1 -ähnlich 30

BRCA1 -ähnlich 19
Makroskopischer Tumorrest 48 1,81 [0,87; 3,77] 0,105 1,93 [0,86; 4,35] 0,118

nach chirurgischem Debulking
≤0cm 20
>0cm 28

Tabelle 32: Multivariable Cox-Regressionsanalyse, Gesamtüberleben, Gesamtkohorte (n=48),
Variablen: BRIP1 mRNA-Expression, RAD51C mRNA-Expression, makroskopi-
scher Tumorrest

Variable Anzahl
univariable Cox-Regression multivariable Cox-Regression

Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert

BRIP1 48 3,40 [1,27; 9,15] 0,006 2,86 [1,01; 8,13] 0,048
niedrig 10
hoch 38

RAD51C 48 2,16 [1,04; 4,50] 0,042 1,58 [0,73; 3,46] 0,248
niedrig 27
hoch 21

Makroskopischer Tumorrest 48 1,81 [0,87; 3,77] 0,105 1,16 [0,52; 2,57] 0,717
nach chirurgischem Debulking

≤0cm 20
>0cm 28

Tabelle 33: Multivariable Cox-Regressionsanalyse, Gesamtüberleben, Gesamtkohorte (n=48),
Variablen: BRIP1 mRNA-Expression, BRCA1 mRNA-Expression, makroskopischer
Tumorrest

Variable Anzahl
univariable Cox-Regression multivariable Cox-Regression

Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert

BRIP1 48 3,40 [1,27; 9,15] 0,006 2,87 [0,91; 8,93] 0,071
niedrig 10
hoch 38

BRCA1 48 2,20 [1,04; 4,64] 0,034 1,24 [0,53; 2,91] 0,627
niedrig 21
hoch 27

Makroskopischer Tumorrest 48 1,81 [0,87; 3,77] 0,105 1,27 [0,58; 2,75] 0,550
nach chirurgischem Debulking

≤0cm 20
>0cm 28
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4.4.2 Progressionsfreies Überleben

Bei 38 „Events“ im Beobachtungszeitraum wurden für das progressionsfreie Überleben drei Va-
riablen ausgewählt und in einer multivariablen Analyse untersucht. In Tabelle 34 ist das Ergebnis
der multivariablen Analyse dargestellt. Die BRIP1 mRNA-Expression (HR=3,34, p=0,021) war
hierbei ein unabhängiger prognostischer Marker (Tabelle 34).

Tabelle 34: Multivariable Cox-Regressionsanalyse, progressionsfreies Überleben, Gesamtkohorte
(n=48), Variablen: BRIP1 mRNA-Expression, RAD51C mRNA-Expression, makro-
skopischer Tumorrest

Variable Anzahl
univariable Cox-Regression multivariable Cox-Regression

Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert Hazard Ratio [95%-KI] p-Wert

BRIP1 48 2,81 [1,15; 6,89] 0,012 3,34 [1,20; 9,30] 0,021
niedrig 10
hoch 38

RAD51C 48 0,62 [0,30; 1,28] 0,215 0,46 [0,19; 1,10] 0,082
niedrig 11
hoch 37

Makroskopischer Tumorrest 48 1,49 [0,76; 2,92] 0,239 1,49 [0,68; 3,26] 0,317
nach chirurgischem Debulking

≤0cm 20
>0cm 28
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5 Diskussion

5.1 MLPA BRCA1ness Test

Eine große Herausforderung bei der Behandlung des Ovarialkarzinoms stellt - neben des meist
späten Diagnosezeitpunktes und des Vorkommens von Rezidiven - das häufige Auftreten einer
Platinresistenz im weiteren Therapieverlauf dar. Die Kenntnis eines HRD bzw. eines „BRCA-
ness“ Phänotyps ist von großer Relevanz, da klinische Konsequenzen (Welche Patientinnen profi-
tieren von einer platinbasierten Therapie? Welchen Patientinnen kann eine nebenwirkungsreiche
Behandlung erspart werden?) abgeleitet werden könnten: Ovarialkarzinome mit einer patho-
genen BRCA1 -Variante zeigen in der Regel eine hohe Sensitivität gegenüber Carboplatin, da
ein DNA-Reparatur-defizienter Hintergrund die Tumorzellen besonders empfindlich gegenüber
DNA-schädigenden Agenzien (wie sie platinbasierte Medikamente darstellen) macht. Darüber
hinaus lassen neuere Studien vermuten, dass auch der Verlust anderer DNA-Reparaturgene einen
BRCA1 -ähnlichen Phänotyp hervorrufen könnte, der mit Platinsensitivität einhergeht (Penning-
ton et al. 2014). Diese molekulare Eigenschaft wird mit dem Schlagwort „BRCAness“ (oder alter-
nativ als HRD) bezeichnet. In Hinblick auf den MLPA BRCA1ness Test sollten im Rahmen dieser
Arbeit mehrere Aspekte untersucht und diskutiert werden: Zunächst sollte evaluiert werden, ob
der ursprünglich für das Mammakarzinom entwickelte MLPA BRCA1ness Test analog auch beim
Ovarialkarzinom anwendbar ist und die Tumore in einen BRCA1 -ähnlichen bzw. nicht-BRCA1 -
ähnlichen Phänotyp dichotomisieren kann. In einem nächsten Schritt sollte diskutiert werden, ob
der MLPA BRCA1ness Test das Potential eines diagnostischen Tests zur Feststellung eines HRD
bzw. „BRCAness“ Phänotyps beim Ovarialkarzinom hat. Zu diesen Zwecken sollte das Ergebnis
des MLPA Tests mit klinisch-pathologischen Daten und den Ergebnissen der Genexpressionsun-
tersuchungen assoziiert und im Anschluss im Kontext der aktuellen Literatur bewertet werden.
Des Weiteren sollte durch Überlebenszeitanalysen (Gesamtüberleben, progressionsfreies Überle-
ben) der MLPA BRCA1ness Test hinsichtlich seiner prognostischen Wertigkeit evaluiert werden
(Arbeitshypothese: ein BRCA1 -ähnlicher Phänotyp ist mit einem besseren Überleben assoziiert).

5.1.1 Anwendbarkeit des MLPA BRCA1ness Test beim Ovarialkarzinom

Die Rohdaten jeder einzelnen Probe wurden zu Qualitätszwecken mithilfe des von MRC Holland
zur Verfügung gestellten „Quality Control Flowchart“ bewertet. Mit Ausnahme des Vorliegens
von Q-Fragmenten außerhalb des Normbereichs bei 17 von 49 Proben wurden alle Anforderungen
erfüllt. Die außerhalb des Normbereichs liegenden Q-Fragmente sind Hinweise auf eine zu gering
eingesetzte DNA-Menge. Da alle sonstigen Qualitätsanforderungen dem Standard entsprachen,
wurde auf eine Versuchswiederholung bei den genannten 17 Proben verzichtet. Das Vorliegen der
erfüllten Qualitätsparameter wurde als Nachweis dafür gewertet, dass der MLPA BRCA1ness
Test - ursprünglich für das Mammakarzinom konzipiert - rein technisch in unserer Kohorte aus
Ovarialkarzinomen anwendbar ist und Ergebnisse liefert. Die Frage, ob und wie diese Ergebnisse
zu interpretieren sind, ist Bestandteil der folgenden Ausführungen.
Der MLPA BRCA1ness Test klassifizierte 19 Proben (38,8%) als BRCA1 -ähnlich und 30 Pro-
ben (61,2%) als nicht-BRCA1 -ähnlich. Nach aktuellem Kenntnisstand wird davon ausgegangen,
dass rund 40-50% aller Ovarialkarzinome (unabhängig vom histologischen Subtyp) ein Defizit
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der HR aufweisen, das zu einem „BRCAness“ Phänotyp führt (Elvin et al. 2017; Moschetta
et al. 2016). Es ist jedoch festzuhalten, dass die Häufigkeitsangaben in der Literatur aufgrund
unterschiedlicher Tests stark schwanken. Grundsätzlich ist die in dieser Arbeit mit der MLPA
nachgewiesene Häufigkeit eines „BRCAness“ Phänotyp mit 38,8% vereinbar mit der aktuellen
Literatur, allerdings sollten aufgrund der sehr geringen Stichzahl von n=49 untersuchten Proben
keine allgemeingültigen Schlüsse gezogen werden.

5.1.2 Assoziation des BRCA1-ähnlichen Phänotyps mit einem besseren Gesamtüberleben

Auf Grundlage vorangegangener Veröffentlichungen (Pennington et al. 2014; Swisher et al. 2017)
wurde angenommen, dass ein BRCA1 -ähnliches Tumorprofil ein HRD widerspiegeln könnte,
welches wiederum mit einer besseren Sensitvität gegenüber platinhaltiger Chemotherapie und
mit einem konsekutiv besseren Outcome assoziiert sein könnte. Mithilfe von Kaplan-Meier-
Überlebenskurven und Cox-Regressionsanalysen wurde in drei Subgruppen diese Annahme un-
tersucht und zudem in der multivariablen Analyse evaluiert, ob das Ergebnis der MLPA ggf. eine
prognostische Wertigkeit besitzt. In der Gruppe der Patientinnen mit einem fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom (FIGO-Stadium III/IV) konnte die Annahme des Überlebensvorteils bestätigt
werden (p=0,036). In der multivariablen Cox-Regressionsanalyse konnte in der Gesamtkohorte
ein als BRCA1 -ähnlich klassifiziertes Tumorprofil zudem als positive prognostische Variable für
das Gesamtüberleben identifiziert werden.
Allerdings ist limitierend festzuhalten, dass die Ergebnisse der MLPA auf einer nicht für das
Ovarialkarzinom etablierten Methode beruhen und durch eine andere Methode bestätigt werden
sollten (siehe 5.1.5). In Hinblick auf die Ergebnisse der MLPA liegen zum Vergleich in der Li-
teratur lediglich Ergebnisse für das Mammakarzinom vor: In einer Studie zum triple-negativen
Mammakarzinom (TNBC) wiesen Patientinnen mit einem BRCA1 -ähnlichen Profil ein statis-
tisch signifikant kürzeres progressionsfreies Überleben auf. Zudem wurde hier auf Grundlage
multivariabler Analysen das Vorliegen eines BRCA1 -ähnlichen Tumorprofils in der MLPA als
ein negativer prognostischer Faktor aufgeführt (Mori et al. 2016). Die Diskrepanz dieser Ergeb-
nisse könnte entweder auf die unterschiedlichen Tumorentitäten und/oder auf die verschiedenen
Chemotherapeutika (anthrazyklinbasierte vs. platinhaltige Therapie) zurückzuführen sein.

5.1.3 BRCA1-ähnlicher Phänotyp und klinisch-pathologische Parameter

Assoziation des BRCA1-ähnlichen Phänotyps mit einer positiven Familienanamnese Zwi-
schen dem Parameter Familienanamnese und dem Ergebnis der MLPA ergab sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang (p=0,012, OR=6,19, Tabelle 22). Eine positive Familienanamne-
se wurde definiert als ein Mammakarzinom in der Eigenanamnese und/oder mind. einem Ver-
wandten mit einem Mamma- und/oder Ovarialkarzinom (Harter et al. 2017). Hervorzuheben
ist, dass keine Informationen darüber vorlagen, ob bei den Patientinnen dieser Studie eine Tes-
tung auf Keimbahnmutationen in den Kerngenen durchgeführt wurde. Somit ist unklar, welche
Patientinnen eine prädisponierende Keimbahnmutation in den bekannten Genen haben/hatten.
Man könnte annehmen, dass eine positive Familienanamnese eine erbliche Prädisposition wider-
spiegelt, die in einem BRCA1 -ähnlichen Phänotyp in der MLPA zu Tragen kommt. Um diese
Annahme zu bestätigen, müssten die Patientinnen auf das Vorliegen einer Keimbahnmutation
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(z.B. durch TruRisk® Gen-Panel) getestet werden. Auf Grundlage der aktuellen Empfehlungen
des Deutschen Konsortiums für familiären Brust- und Eierstockkrebs ist der Gentest für alle
Patientinnen mit einer Ovarialkarzinomerkrankung vor dem 80. Geburtstag indiziert (Deutsches
Konsortium: Familiärer Brust- und Eierstockkrebs 2020). Da die Mehrheit der Patientinnen zum
Zensusdatum bereits verstorben waren (67,3%), ist davon auszugehen, dass mittlerweile weitere
Patientinnen verstorben sind und die Testung auf Keimbahnmutationen zum jetzigen Zeitpunkt
nicht mehr möglich ist.

Fehlende Assoziation des BRCA1-ähnlichen Phänotyps mit einer serösen Histologie Ovari-
alkarzinome mit einer serösen Histologie sind häufiger mit einem HRD assoziiert als Ovarialkar-
zinome mit einer anderen Histologie (Elvin et al. 2017). In dieser Studie konnte zwischen dem
Ergebnis des MLPA BRCA1ness Test und der Histologie (serös/nicht-serös) in der betrachte-
ten Gesamtkohorte kein statistisch signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden (p=0,729,
OR=0,71, Tabelle 22). Dieses Ergebnis könnte zum einen auf eine zu geringe Stichprobenzahl
zurückzuführen sein. Zum anderen ist der MLPA BRCA1ness Test beim Ovarialkarzinom (noch)
nicht validiert (siehe 5.1.5).

5.1.4 BRCA1-ähnlicher Phänotyp und mRNA-Expression

Zur genaueren molekularen Charakterisierung eines HRD bzw. eines „BRCAness“ Phänotyps
sollte evaluiert werden, welche der sieben ausgewählten Gene (ATM , BRCA1 , BRCA2 , BRIP1 ,
CHEK2 , RAD51C und RAD51D) herunterreguliert sind und mit einem „BRCAness“ Phänotyp
assoziiert sind. Mithilfe von statistischen Tests (exakter Test nach Fisher, Mann-Whitney-U-
Test) wurden die mRNA-Expressionen mit dem Ergebnis der MLPA (BRCA1 -ähnliches (n=18)
bzw. nicht-BRCA1 -ähnliches (n=30) Tumorprofil im MLPA BRCA1ness Test) verglichen. Die
Hypothese zu Beginn der Arbeit war, dass ein Zusammenhang zwischen einer niedrigen BRCA1
mRNA-Expression und einem BRCA1 -ähnlichen Tumorprofil besteht. Es wurde angenommen,
dass (ohne Kenntnis der genauen zugrunde liegenden Genveränderung) eine reduzierte BRCA1
mRNA-Expression in einer beeinträchtigten HR und somit in einem „BRCAness-Phänotyp“ re-
sultieren würde. Diese Annahme konnte in den Analysen nicht bestätigt werden: Die Patien-
tinnengruppen zeigten keinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit der BRCA1 mRNA-
Expression (Tabellen 26 und 27, Abbildung 28). Da der MLPA BRCA1ness Test ursprünglich für
die Anwendung beim Mammakarzinom konzipiert und somit keine Daten für das Ovarialkarzinom
vorliegen, muss für die Interpretation dieser Ergebnisse auf Daten für das Mammakarzinom zu-
rückgegriffen werden. Beim Mammakarzinom wurde bislang nur die BRCA1 mRNA-Expression
(in Hinblick auf einen Zusammenhang mit dem MLPA BRCA1ness Test) evaluiert: In einer
neueren Veröffentlichung konnte bei 151 untersuchten triple-negativen Mammakarzinomen ein
BRCA1 -ähnliches Tumorprofil im MLPA BRCA1ness Test mit einer statistisch signifikant nied-
rigeren BRCA1 mRNA-Expression assoziiert werden (Tian et al. 2019). Des Weiteren zeigten
in der Studie von E. H. Lips et al. 2011 alle 13 Mammakarzinome mit einer niedrigen BRCA1
mRNA-Expression ein BRCA1 -ähnliches Tumorprofil im MLPA BRCA1ness Test.

Neben der BRCA1 mRNA-Expression wurden in dieser Arbeit analog die mRNA-Expressionen
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der anderen Gene (ATM , BRCA2 , BRIP1 , CHEK2 , RAD51C, RAD51D) mit dem Ergebnis
des MLPA BRCA1ness Test verglichen. Die Überlegung war, dass sich auch pathogene Muta-
tionen (somatisch oder in der Keimbahn) in anderen Genen der HR jeweils in einer reduzierten
mRNA-Expression und einem HRD bzw. einem „BRCAness“-Phänotyp widerspiegeln würden.
Anlass dieser Annahme war die Veröffentlichung von Pennington et al. 2014, bei der sich nicht
nur das Vorliegen einer BRCA1 - oder BRCA2 -Keimbahnmutation, sondern auch der Nachweis
einer somatischen Mutation bzw. Keimbahnmutation in anderen Genen der HR als Prädiktor für
das Ansprechen auf platinhaltige Chemotherapie und das Gesamtüberleben darstellte. Das An-
sprechen auf Chemotherapie gilt als indirekter Indikator von „BRCAness“ (Gelmon et al. 2011).
In dieser Arbeit konnten jedoch keine statistisch signifikanten Zusammenhänge zwischen den bei-
den Patientinnengruppen (BRCA1 -ähnliches oder nicht-BRCA1 -ähnliches Tumorprofil) und den
jeweiligen mRNA-Expressionen der untersuchten Gene nachgewiesen werden (Tabellen 27 und
26, Abbildung 28). Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein BRCA1 -ähnliches Tumorpro-
fil nicht mit einer reduzierten Genexpression eines bestimmten Gens der HR assoziiert werden.
Dies könnte zum einen auf die geringe Stichprobenanzahl von n=49 zurückzuführen sein. Zum
anderen ist nicht ausgeschlossen, dass das Ergebnis der MLPA, die initial für die Anwendung
beim Mammakarzinom entwickelt wurde, in dieser Arbeit (teilweise) falsch negative oder falsch
positive Ergebnisse erbracht hat und somit valide Daten als Grundlage für die durchgeführten
statistischen Analysen fehlen (siehe 5.1.5).

5.1.5 Limitationen der Studie und Ausblick

Ob der MLPA BRCA1ness Test geeignet ist, ein BRCA1 -ähnliches bzw. nicht-BRCA1 -ähnliches
Tumorprofil auf Grundlage von charakteristischen genomischen Deletionen bzw. Amplifikatio-
nen (genomische Signatur) beim Ovarialkarzinom zu identifizieren, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht abschließend geklärt werden. Für eine Validierung der Anwendbarkeit des MLPA
BRCA1ness Tests beim Ovarialkarzinom ist es essentiell, die in dieser Arbeit vorliegendenen
Ergebnisse (BRCA1 -ähnliches bzw. nicht-BRCA1 -ähnliches Tumorprofil) zunächst mithilfe an-
derer Methoden zu evaluieren und ggf. Unterschiede herauszuarbeiten. Dies könnte z.B. durch
eine aCGH oder eine SNP-Array-Analyse geschehen. Eine vergleichende Untersuchung der Pro-
ben mithilfe der seit kurzem zur Verfügung stehenden LOH-Scores (Mirza et al. 2016; Swis-
her et al. 2017) wäre eine weitere Möglichkeit, die Ergebnisse dieser Arbeit einzuordnen. Die
kürzliche Etablierung eines NGS-basierten homologen Rekombinationsassays, der den BRCA1 -
Mutationsstatus und den Anteil von genomweiten LOH in einem neuen Algorithmus kombiniert
und so das Ansprechen auf PARP-Inhibitoren bei Patienten mit einem Ovarialkarzinomrezidiv
vorhersagt (Swisher et al. 2017), gibt Anlass, das diagnostische Potential einer MLPA grund-
sätzlich kritisch zu diskutieren. Eine MLPA bietet zwar den Vorteil als kosteneffiziente (aktuelle
Kosten einer MLPA Reaktion bei MRC Holland: EUR 12/USD 15) und robuste Methode ideal
für die klinische Routineanwendung zu sein, jedoch erfordert sie die vorherige Festlegung auf die
zu analysierenden genomischen Loci (E. H. Lips et al. 2011; Stuppia et al. 2012). Ein weiterer
Nachteil gegenüber eines NGS-basierten Ansatzes stellt insbesondere die fehlende Möglichkeit
einer parallelen Sequenzanalyse dar. Es bleibt abzuwarten, ob die MLPA als diagnostisches Tool
im Allgemeinen und der MLPA BRCA1ness Test im Speziellen gegenüber NGS-basierten genom-
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weiten Methoden in der Zukunft bestehen wird.
Das Ergebnis des durch den MLPA BRCA1ness Test kategorisierten Tumorprofils sollte zudem
unbedingt in Zusammenschau mit potentiell vorliegenden Keimbahnmutationen und somatischen
Mutationen von Genen der HR sowie epigenetischen Alterationen bewertet werden. Zur Identifi-
zierung solcher könnten ein NGS-basiertes Multigen-Panel, eine Exom-Sequenzierung oder eine
methylierungssensitive MLPA zum Einsatz kommen. Die Gegenüberstellung des auf Grundlage
der MLPA bestimmten Tumorprofils und identifizierter genetischer Aberrationen könnte helfen,
die Ätiologie eines BRCAness-Phänotyps bzw. die Ursache eines HRD auf molekularer Ebene
besser zu verstehen. Ein Verständnis des molekularen Pathomechanismus bildet die Grundlage
um Patientinnen zu identifizieren, die von einer Therapie mit platinhaltiger Chemotherapie oder
PARP-Inhibitoren profitieren würden.

5.2 Bestimmung der mRNA-Expressionswerte im Tumorgewebe

Spätestens seit dem Einzug der PARP-Inhibitoren in die klinische Routinediagnostik nimmt die
personalisierte Tumortherapie einen immer wichtiger werdenden Stellenwert bei der Behandlung
des Ovarialkarzinoms ein und die Identifizierung eines individuellen Tumorprofils ist zunehmend
von klinischem Interesse. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Herunterregulation von
ausgewählten Genen (ATM , BRCA1 , BRCA2 , BRIP1 , CHEK2 , RAD51C, RAD51D), die an
dem DNA-Reparaturmechanismus der homologen Rekombination beteiligt sind, mit einem bes-
seren Überleben assoziiert sind. Hierzu wurden die Genexpressionen im Tumorgewebe bestimmt
und anschließend in zwei Gruppen (niedrige bzw. hohe mRNA-Expression) dichotomisiert.

5.2.1 Überlebenszeitanalysen

ATM Zwischen den beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe ATM mRNA-Expressi-
on im Tumor) zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in Hinblick auf das Gesamt-
sowie das progressionsfreie Überleben. In den univariaten Analysen wurde keine Assoziation
mit dem Überleben nachgewiesen (Tabellen 24 und 25). In der Literatur liegen lediglich Daten
zur prognostischen Wertigkeit der ATM mRNA-Expression bzw. der ATM -Proteinexpression
bei anderen Tumorentitäten vor, wobei die Datenlage hierbei widersprüchlich ist. Beim Mamm-
akarzinom wurden hohe ATM mRNA-Expressionswerte mit einem besseren Outcome assoziiert
(Bueno et al. 2013; Ye et al. 2007). Beim Magenkarzinom konnte in einer randomisierten Phase-
II-Studie, bei der die ATM -Proteinexpression in zwei Gruppen miteinander verglichen wurden,
bei Patienten, die einen Verlust der ATM -Proteinexpression im Tumor aufwiesen, ein verbesser-
tes Gesamtüberleben nachgewiesen werden (Bang et al. 2015). Dieses Ergebnis konnte jedoch in
der anschließenden Phase-III-Studie nicht bestätigt werden (Bang et al. 2017). Zur weiterführen-
den Evaluierung eines prognostischen Stellenwertes der ATM mRNA-Expression speziell beim
Ovarialkarzinom müsste die in dieser Arbeit betrachtete Patientinnenkohorte z.B. im Sinne einer
Multicenterstudie wesentlich erweitert werden und neben der Untersuchung auf mRNA-Ebene
ebenfalls auf Proteinebene untersucht werden.
Im Kontext des erblichen Brust- und Eierstockkrebs sind pathogene Keimbahnvarianten in ATM
zwar mit einem 2-3fach erhöhten Brustkrebsrisiko, (bislang) jedoch nicht mit einem erhöhten
Ovarialkarzinomrisiko assoziiert worden (Waha et al. 2018). Dies könnte in Zusammenschau mit
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dem Ergebnis der Genexpressionsuntersuchungen gegebenenfalls ein Hinweis darauf sein, dass
ATM bei der Genese des Ovarialkarzinoms keinen hohen Stellenwert hat.

Assoziation einer niedrigen BRCA1 mRNA-Expression mit einem besseren Gesamtüberle-
ben Zwischen den beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe BRCA1 mRNA-Expression
im Tumor) zeigte sich beim Gesamtüberleben ein statistisch signifikanter Unterschied (Tabelle
24). In der univariaten Analyse wiesen Patientinnen mit einer niedrigen mRNA-Expression ein
statistisch signifikant besseres Gesamtüberleben auf (Tabelle 24). Beim progressionsfreien Über-
leben war kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachweisbar und es
zeigte sich in der univariaten Analyse keine Assoziation mit dem progressionsfreien Überleben
(Tabelle 25). Die BRCA1 mRNA-Expression wurde in die multivariable Cox-Regressionsanalyse
für das Gesamtüberleben miteingeschlossen, wobei die BRCA1 mRNA-Expression sich nicht als
unabhängiger prognostischer Marker zeigte (Tabelle 33). Obige Ergebnisse zur BRCA1 mRNA-
Expression sind sehr gut vereinbar mit den Daten vorangegangener Publikationen, insbesondere
mit einer kürzlich veröffentlichten Studie, die u.a. die BRCA1 mRNA-Expression in 201 Ova-
rialkarzinomen evaluierte und in Hinblick auf eine mögliche Assoziation mit dem Gesamt- und
progressionsfreien Überleben evaluierte (Tsibulak et al. 2018). Niedrige BRCA1 mRNA-Werte
waren mit einem statistisch signifikant besseren Gesamtüberleben, jedoch nicht mit einem sta-
tistisch signifikant besseren progressionsfreien Überleben verknüpft werden. Im Gegensatz zu der
vorliegenden Arbeit konnte jedoch in der multivariablen Cox-Regressionsanalyse in der Gesamt-
kohorte eine prognostische Wertigkeit der BRCA1 mRNA-Expression dargestellt werden.
Es liegen einige weitere Studien zur Gen- (bzw. Protein-) expression von BRCA1 im Ovarialkarzi-
nom und zu seinem Stellenwert für das Überleben vor, die allesamt zu vergleichbaren Ergebnissen
kamen und sich in Einklang mit den Daten dieserArbeit präsentieren: Quinn et al. 2007 unter-
suchte bei 70 Patientinnen, die eine platinbasierte Chemotherapie erhielten, den Zusammenhang
zwischen der BRCA1 mRNA-Expression im Tumor und dem Überleben. Hierbei wiesen Patien-
tinnen mit niedrigen bzw. intermediären BRCA1 -mRNA-Werte im Tumor im Vergleich zu Pati-
entinnen mit hohen BRCA1 -mRNA-Werten ein statistisch signifikant besseres Gesamtüberleben
auf. In der Veröffentlichung konnte zudem bei Zellen mit einem Knockdown der BRCA1 mRNA-
Expression eine erhöhte Sensitivität gegenüber platinhaltiger Therapie nachgewiesen werden. In
der retrospektiven Studie von Lesnock et al. 2013 wurde nachgewiesen, dass Patientinnen mit
einer niedrigen BRCA1 -Proteinexpression im Tumorgewebe (BRCA1 -Immunfärbung in <10%
der Tumorzellen) ein statistisch signifikant besseres Gesamtüberleben bei einer intraperitonealen,
platinbasierten Chemotherapie aufwiesen. In der Studie von Carser et al. 2011 wurde eine fehlende
bzw. niedrige BRCA1 -Proteinexpression (Immunhistochemie) im Tumorgewebe bei Patientinnen
mit einer klassischen intravenösen platinhaltigen Chemotherapie mit einem statistisch signifikant
besseren Gesamt- sowie progressionfreien Überleben assoziiert. Zudem wurde die BRCA1 Imm-
unfärbung als positiver prognostischer Marker in multivariablen Analysen nachgewiesen.
Als Erklärung für die Ergebnisse obiger Publikationen wird in den Veröffentlichungen diskutiert,
dass niedrige bzw. fehlende BRCA1 mRNA-Expressionswerte im Tumor eine beeinträchtigte
HR zur Folge haben. Ausdruck der fehlerhaften HR wären eine hohe Sensitivität des Tumors
gegenüber platinhaltiger Chemotherapie (Stichwort synthetische Letalität), die sich in einem
verbesserten Outcome widerspiegelt. Gestützt wird diese Hypothese durch zahlreiche Veröffent-
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lichungen, die bei Patientinnen mit einer BRCA1 -Keimbahnmutation eine hohe Ansprechrate
auf platinhaltige Chemotherapeutika und einem konsekutiv besseren Outcome gezeigt haben
(Boyd et al. 2000; Cass et al. 2003; Chetrit et al. 2008; Harter et al. 2016; Tan et al. 2008;
Vencken et al. 2011). Die dargestellten Ergebnisse gaben bzw. geben nach wie vor Anlass zu dis-
kutieren, ob die BRCA1 mRNA-Expression ein geeigneter prognostischer Marker zur Vorhersage
des Ansprechens auf eine platinhaltige Chemotherapie darstellt. Da Platinsensitivität assoziiert
ist mit einer Sensitivität gegenüber PARP-Inhibitoren (Mirza et al. 2016), sollte die BRCA1
mRNA-Expression als potentieller prognostischer Marker in Hinblick auf das Ansprechen auf
PARP-Inhibitoren ebenfalls untersucht werden. Zusammenfassend reihen sich die Resultate der
BRCA1 mRNA-Expressionsuntersuchungen der vorliegenden Arbeit in die Ergebnisse mehrerer
Publikationen ein, wobei nur einige Studien explizit die BRCA1 mRNA-Expression betrachten.
Die BRCA1 mRNA-Expression konnte zwar in der multivariablen Cox-Regressionsanalyse als
unabhängiger prognostischer Markerkandidat nicht bestätigt werden, allerdings könnte dies auch
auf eine zu geringe Stichprobenzahl zurückzuführen sein.

BRCA2 Zwischen den beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe BRCA2 mRNA-Ex-
pression im Tumor) zeigte sich beim Gesamt- sowie progressionsfreien Überleben kein statistisch
signifikanter Unterschied (Tabellen 24 und 25). Da sich in den univariaten Analysen keine sta-
tistische Signifikanz zeigte, wurde die BRCA2 mRNA-Expression in die multivariablen Analy-
sen nicht miteingeschlossen. Für die BRCA2 Gen- bzw. Proteinexpression im Ovarialkarzinom
liegen im Gegensatz zur BRCA1 Gen- bzw. Proteinexpression in der Literatur nur sehr weni-
ge Daten vor: In einer kürzlich veröffentlichten Studie mit 201 untersuchten Patientinnen (Be-
handlung mit platinhaltiger Chemotherapie) zeigten Patientinnen mit einer niedrigen BRCA2
mRNA-Expression im Ovarialkarzinom ein statistisch signifikant besseres Gesamt- und progres-
sionsfreies Überleben. Zudem konnte in der Subgruppe der Patientinnen mit einem high-grade
serösen Ovarialkarzinom die BRCA2 mRNA-Expression als unabhängiger prognostischer Para-
meter nachgewiesen werden (Tsibulak et al. 2018). In einer früheren Veröffentlichung zur BRCA2
mRNA-Expression bei sporadischem Mammakarzinomen wurden niedrige BRCA2 mRNA-Level
mit einem statistisch signifikant besseren 5-Jahres-(krankheitsfreien)-Überleben assoziiert und
die BRCA2 mRNA-Level in der multivariablen Analysen als unabhängiger prognostischer Fak-
tor nachgewiesen (Egawa et al. 2002). Die Resultate der beiden genannten Studien konnten
in dieser Arbeit nicht reproduziert werden, was gegebenenfalls auf die vergleichsweise geringe
Stichprobenzahl von 49 untersuchten Tumorproben zurückzuführen ist. Vor dem Hintergrund
der Studie von Tsibulak et al. 2018 scheint die BRCA2 mRNA-Expression als prognostischer
Marker zum gegenwärtigen Zeitpunkt vielversprechend und sollte in größer angelegten Studien
weiter evaluiert werden.

BRIP1 mRNA-Expression - prognostischer Marker beim Ovarialkarzinom? Zwischen den
beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe BRIP1 mRNA-Expression im Tumor) zeigte
sich beim Gesamt- sowie beim progressionsfreien Überleben jeweils ein statistisch signifikanter
Unterschied (Tabellen 24 und 25). Patientinnen mit einer niedrigen BRIP1 mRNA-Expression
im Tumor wiesen in den univariaten Analysen ein statistisch signifikant besseres Gesamt- sowie
progressionsfreies Überleben auf (Tabellen 24 und 25). In den multivariablen Cox-Regressionsana-
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lysen stellte sich die BRIP1 mRNA-Expression als unabhängiger prognostischer Marker heraus
(Tabellen 31 und 32).
Genannte Ergebnisse stehen in Einklang mit einer neueren Publikation, bei der u.a. die BRIP1
mRNA-Expression in 99 Ovarialkarzinomen von Patientinnen, die im Anschluss mit platinhalti-
ger Chemotherapie (taxane-platinum oder platinum-cyclophosphamide) behandelt wurden, eva-
luiert wurde. In der Gruppe der Patientinnen, die eine Kombinationstherapie aus Taxanen/Car-
boplatin erhielten (n=22), waren erhöhte BRIP1 mRNA-Level sowohl in der univariaten und
als auch in der multivariablen Analyse mit einem kürzeren krankheitsfreien Überleben assoziiert
(Moes-Sosnowska et al. 2019). Auch in weiteren Tumorentitäten konnte ein Zusammenhang der
BRIP1 mRNA-Expression mit dem Outcome hergestellt werden: Beim luminalen Mammakar-
zinom wurden hohe BRIP1 mRNA-Level mit einem statistisch signifikant schlechteren Gesamt-
überleben assoziiert (Gupta et al. 2018). Bei mit 5-Fluoruracil (5-FU) behandelten Patienten
mit metastasiertem Kolonkarzinom wurden erhöhte BRIP1 mRNA-Level mit einem signifkant
kürzeren krankheitsfreien Überleben verknüpft (Nakanishi et al. 2012).
Der beobachtete Zusammenhang aus hoher BRIP1 mRNA- bzw. Proteinexpression und dem
Tumorprogress lässt sich anhand der Funktion von BRIP1 nachvollziehen: BRIP1 nimmt eine
entscheidende Rolle bei der Regulation der DNA-Reparatur und des Zellzyklus ein (Peng et al.
2006). So konnte z.B. eine Stillegung von BRIP1 mit einer Inhibition von proapoptotischen Si-
gnalwegen und eine Überexpression von BRIP1 mit einer gesteigerten Zellproliferationsrate kor-
reliert werden (Tu et al. 2011). Obige Ausführungen legen nahe, dass hohe BRIP1 mRNA-Level
im Tumorgewebe - vor allem bei Patienten mit platinhaltiger Chemotherapie - einen ungünstigen
Faktor darstellen.
Interessanterweise wurde BRIP1 erst neulich in familiären Fällen als Hochrisikogen für Ei-
erstockkrebs, nicht aber für familiären Brustkrebs beschrieben (Weber-Lassalle et al. 2018):
Loss-of-Function Keimbahnvarianten in BRIP1 wurden mit einem deutlichen erhöhten Risiko
(Odds Ratio=20,97), an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, assoziiert (Weber-Lassalle et al.
2018). Gegebenenfalls unterstreichen die Ergebnisse der Genexpressionsuntersuchungen die Rolle
von BRIP1 bei der Genese des Ovarialkarzinoms. Trotz genannten Stellenwertes von BRIP1 -
Keimbahnmutationen für das Ovarialkarzinom sind Veröffentlichungen zur BRIP1 mRNA-Ex-
pression und ihrer Assoziation mit dem Überleben zum gegenwärtigen Zeitpunkt auf die Studie
von Moes-Sosnowska et al. 2019 begrenzt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur BRIP1
mRNA-Expression im Ovarialkarzinom leisten somit einen wichtigen Beitrag zum Verständnis
der Rolle von BRIP1 beim Ovarialkarzinom. Zudem verdeutlichen sie vor dem Hintergrund ge-
nannter Publikationen das Potential der BRIP1 mRNA-Expression als prognostischen Marker.

CHEK2 Zwischen den beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe CHEK2 mRNA-Ex-
pression im Tumor) zeigte sich beim Gesamt- sowie beim progressionsfreien Überleben kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied (Tabellen 24 und 25). Da sich in den univariaten Analysen
keine statistische Signifikanz zeigte, wurde die CHEK2 mRNA-Expression in die multivaria-
blen Analysen nicht miteingeschlossen. Eine mögliche Assoziation der CHEK2 mRNA- bzw.
Proteinexpression mit dem klinischen Outcome wurde beim Ovarialkarzinom bereits in meh-
reren Studien untersucht, wobei sich widersprüchliche Ergebnisse präsentierten. Hohe CHEK2
mRNA-Level wurden in einer Studie mit 154 Tumoren sowohl in der univariablen als auch in
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der multivariablen Analyse mit einem schlechteren rezidivfreien Überleben assoziiert. In einer
anderen Veröffentlichung zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer
hohen CHEK2-Proteinexpression und einem kürzeren Gesamtüberleben (Ehlén et al. 2011). In
einer weiteren Studie mit 335 Patientinnen mit einem high-grade serösen Ovarialkarzinom wurde
eine hohe CHEK2-Proteinexpression im Tumor mit einem schlechteren progressionsfreien- sowie
Gesamtüberleben assoziiert (Davidson et al. 2018). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei in einer
weiteren Veröffentlichung mit 125 Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom kein statistisch signi-
fikanter Zusammenhang der CHEK2-Proteinexpression mit dem Gesamt- bzw. progressionfreien
Überleben und eine hohe CHEK2-Proteinexpression war mit einem statistisch signifikant besseren
Ansprechen auf platinhaltige Chemotherapie assoziiert (Alkema et al. 2014). Ein Zusammenhang
zwischen einer erniedrigten CHEK2-Proteinexpression und einer Platinresistenz konntein einer
weiteren Veröffentlichung bei Ovarialkarzinomzelllinien aufgezeigt werden (Zhang et al. 2005).
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass bislang noch keine einheitlichen Daten zur CHEK2 mRNA-
Expression und der Assoziation mit dem Ansprechen auf Chemotherapie/Überleben vorliegen.
Die Resultate dieser Arbeit tragen nicht dazu bei, diese Widersprüche aufzulösen. Es kann nicht
auszuschließen, dass die widersprüchlichen Ergebnisse auf unterschiedliche Methoden (mRNA-
/Proteinexpression) und unterschiedliche Studienkollektive (z.B. Histologie, FIGO-Stadium) zu-
rückzuführen sind.
In Zusammenhang mit erblichem Brust- und Eierstockkrebs ist CHEK2 mit einem moderat er-
höhten Brustkrebsrisiko, (bislang) jedoch nicht mit einem erhöhten Risiko für Eierstockkrebs as-
soziiert worden (Waha et al. 2018). Das Ergebnis der Genexpressionsuntersuchungen von CHEK2
in dieser Studie könnte vor diesem Hintergrund ein weiterer Hinweis darauf sein, dass CHEK2
bei der molekularen Genese des Ovarialkarzinoms ggf. keine relevante Rolle spielt.

RAD51C mRNA-Expression - prognostischer Marker beim Ovarialkarzinom? Zwischen den
beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe RAD51C mRNA-Expression im Tumor) zeigte
sich beim Gesamtüberleben ein statistisch signifikanter Unterschied (Tabelle 24). In der univa-
riaten Analyse wiesen Patientinnen mit einer niedrigen RAD51C mRNA-Expression ein statis-
tisch signifikant besseres Gesamtüberleben auf (Tabelle 24). In Hinblick auf das progressionsfreie
Überleben zeigte sich zwischen den beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe RAD51C
mRNA-Expression im Tumor) hingegen kein statistisch signifikanter Unterschied (Tabelle 25),
sodass die RAD51C mRNA-Expression bei der multivariablen Analyse für das progressionsfreie
Überleben nicht berücksichtigt wurde. Für das Ovarialkarzinom gibt es (bislang) keine Veröf-
fentlichungen hinsichtlich einer Assoziation der RAD51C mRNA-Expression mit dem klinischen
Outcome, sodass bei der Interpretation der Ergebnisse auf andere Tumorentitäten (nur Protein-
expression) zurückgegriffen werden muss. Insgesamt sind die oben dargestellten Ergebnisse dieser
Arbeit sehr gut vereinbar mit den Veröffentlichungen, bei denen die RAD51C-Proteinexpression
in anderen Tumorerkrankungen untersucht wurde. Übereinstimmend ist eine reduzierte/fehlen-
de RAD51C Proteinexpression mit einem besseren klinischen Outcome assoziiert worden: In
einer Kohorte von Patienten-/innen mit der Diagnose eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzi-
noms und einer Behandlung mit platinhaltiger Chemotherapie war der Nachweis einer hohen
RAD51C-Proteinexpression (in der Immunhistochemie) im Tumorgewebe mit dem Vorliegen ei-
ner Platinresistenz assoziiert. Des Weiteren war eine hohe RAD51C-Proteinexpression mit ei-
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nem schlechteren Gesamt- sowie krankheitsfreien Überleben verknüpft und stellte in der mul-
tivariablen Analyse einen unabhängigen Prädiktor für das Überleben dar (Chen et al. 2016).
In einer kürzlich veröffentlichen Studie wiesen Mammakarzinompatientinnen, deren Tumor kei-
ne RAD51C-Proteinexpression (in der Immunhistochemie) aufwiesen, ein statistisch signifikant
besseres Gesamtüberleben auf. Zudem war die RAD51C-Proteinexpression in der multivariablen
Cox-Regressionsanalyse ein unabhängiger prognostischer Faktor für das Gesamtüberleben (Liao
et al. 2018). Die beobachtete Assoziation zwischen einer hohen RAD51C-Expression und einem
besseren Outcome unter Therapie mit platinhaltiger Chemotherapie lässt sich anhand der phy-
siologischen Funktion von RAD51C gut herleiten: RAD51C spielt gemeinsam mit den anderen
RAD51-Paralogen eine entscheidende Rolle bei der Initiation der HR (Formation des Nukleopro-
teinfilaments) (Sullivan und Bernstein 2018), sodass bei einer Dysfunktion bzw. einem Ausfall
von RAD51C eine beeinträchtige HR zu erwarten ist.

Die Ergebnisse der Überlebenszeitanalysen und der uni- bzw. multivariablen Analysen dieser
Arbeit sind in Zusammenschau mit den oben genannten Veröffentlichungen vielversprechend
und unterstützen die RAD51C mRNA-Expression als möglichen prognostischen Marker für das
Ovarialkarzinom. In einem weiteren Schritt müssten nun die in dieser Arbeit auf mRNA-Ebene
nachgewiesenen Expressionsunterschiede auf Proteinebene (z.B. mittels Immunhistochemie) be-
stätigt werden. Zusätzlich müsste in Zellexperimenten nachgewiesen werden, dass Tumorzellen
mit einer niedrigen RAD51C Expression eine erhöhte Sensitivität gegenüber platinhaltiger Che-
motherapie und PARP-Inhibitoren aufweisen. Zur Untersuchung von RAD51C als potentieller
prognostischer Marker beim Ovarialkarzinom sind großangelegte Studien notwendig.
Im Kontext des erblichen Brust- und Eierstockkrebs ist für Trägerinnen einer pathogenen Keim-
bahnvariante in RAD51C ein erhöhtes Risiko für das Auftreten eines Ovarialkarzinoms im Ver-
gleich zur Normalbevölkerung (Odds Ratio von 5,2) beschrieben (Waha et al. 2018). Ein si-
gnifikant erhöhtes Risiko für Brustkrebs konnte bislang nicht eindeutig nachgewiesen werden
(Pelttari et al. 2011). Unter Berücksichtigung der Ergebnisse der Genexpressionsuntersuchungen
dieser Studie könnte dies ein weiterer Hinweis darauf sein, dass RAD51C bei der Genese des
Ovarialkarzinoms eine wichtige Rolle einnimmt.

RAD51D Zwischen den beiden Patientinnengruppen (niedrige bzw. hohe RAD51D mRNA-Ex-
pression im Tumor) zeigte sich beim Gesamt- sowie beim progressionsfreien Überleben kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied (Abbildungen 20 und 27). Da sich in den univariaten Analysen
keine statistische Signifikanz zeigte, wurde die RAD51D mRNA-Expression in die multivariablen
Analysen nicht miteingeschlossen. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt ließen sich im Rahmen der Li-
teraturrecherche keine Veröffentlichungen finden, die einen möglichen Zusammenhang zwischen
der RAD51D mRNA-Expression im Ovarialkarzinom und dem Outcome untersucht haben. Auch
bezüglich eines Zusammenhangs des Überlebens mit der RAD51D mRNA-Expression oder der
RAD51D Proteinexpression in anderen Tumorgeweben fanden sich keine Studien. RAD51D ist
eines von mehreren RAD51 Paralogen und hat gemeinsam mit diesen eine entscheidende Rolle
bei der Initiation der HR (Formation des Nukleoproteinfilaments) (Sullivan und Bernstein 2018).
Bei einer Dysfunktion von RAD51D wäre (analog wie bei RAD51C) eine beeinträchtige HR mit
einer hohen Sensitivität gegenüber platinhaltiger Chemotherapie und einem besseren Outcome
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denkbar. Zur Bestätigung dieser Hypothese wären allerdings großangelegte Studien notwendig.
Abschließend bleibt die Rolle der RAD51D mRNA-Expression im Kontext des Ovarialkarzinoms
unklar.

5.2.2 Korrelation zwischen der BRCA1 und BRIP1 mRNA Expression

In der Korrelationsanalyse konnte zwischen der Höhe der mRNA-Expression von BRCA1 und
BRIP1 ein starker positiver Zusammenhang nachgewiesen werden (rs=0.817, p< 0, 05, Abbil-
dung 29). Namensgebend interagiert BRIP1 (BRCA1-interacting protein 1) beim DNA-Repa-
raturmechanismus der homologen Rekombination mit BRCA1 (über BRCT Repeats) (Botuyan
et al. 2004; Clapperton et al. 2004; Joo et al. 2002; Peng et al. 2006). Es ist gut denkbar, dass
die auf mRNA-Ebene nachgewiesene starke Korrelation das Zusammenspiel auf Proteinebene
widerspiegelt.

5.2.3 Limitationen der Studie und Ausblick

Die Berechnung der mRNA-Expressionsdaten erfolgte unter Verwendung der Methode der Re-
lativen Quantifizierung (RQ), wobei ein Bezug zwischen der mRNA-Expression der einzelnen
Proben und der Kalibratorprobe aufgestellt wurde (Livak und Schmittgen 2001). Die Kalibra-
torprobe war hierbei ein Borderlinetumor, da kein Normalgewebe als Bezugsgewebe vorhanden
war. Zur Einordnung der Ergebnisse der mRNA-Expressionuntersuchungen aus Tumorgewebe
wäre es hilfreich gewesen, diese zudem jeweils in Relation mit der mRNA-Expression im Nor-
malgewebe zu betrachten und diese im Kontext der aktuellen Literatur zu bewerten: So zeigten
sich bei einer Analyse der BRCA1 und BRCA2 mRNA-Expressionen im Ovarialkarzinom im
Vergleich zum Normalgewebe statistisch signifikant höhere mRNA-Expressionslevel (Tsibulak et
al. 2018). Als Ursache wurde diskutiert, dass aufgrund der hohen Proliferationsraten der Tu-
morzellen eine genomische Instabilität entsteht, die kompensatorisch zu einer Hochregulierung
der DNA-Reparaturgene BRCA1 und BRCA2 führt (Gudas et al. 1995; Tsibulak et al. 2018).
Dementsprechend könnte untersucht werden, ob eine hohe genomomische Instabilität in Tumor-
zellen analog eine Hochregulierung anderer zentraler DNA-Reparaturgene verursacht.

Patientinnen mit niedrigen BRIP1 , BRCA1 bzw. RAD51C mRNA-Werten im Tumor wiesen ein
statistisch signifikant besseres Gesamtüberleben bzw. progressionsfreies Überleben (für BRIP1 )
auf. Es wurde unter Berücksichtigung vorangegangener Veröffentlichungen postuliert, dass die
niedrigen mRNA-Level Ausdruck eines HRD sind, das sich in Platinsensitivität und einem
konsekutiv besseren Überleben widerspiegelt. Eine Möglichkeit zur Überprüfung dieser Theorie
wäre, die Platinsensitivität anhand klinischer Kategorien zu untersuchen und mit der mRNA-
Expression zu vergleichen. Etablierte klinische Kategorien sind hierbei das platin-resistente (Re-
zidiv innerhalb der ersten sechs Monate nach Abschluss der initialen platinhaltigen Chemothera-
pie), platin-sensitive (Erkrankung spricht primär auf platinhaltige First-line-Chemotherapie an;
Rezidiv frühestens sechs Monate nach Abschluss der platinhaltigen Chemotherapie) und platin-
refraktäre (Erkrankung spricht nicht auf platinhaltige Chemotherapie an oder innerhalb von vier
Wochen nach Ende der Therapie progredient) Ovarialkarzinome (Onkologie Leitlinienprogramm
2016). Für die Patientinnenkohorte dieser Arbeit lagen jedoch keine solchen klinischen Daten
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vor, sodass zur Überprüfung der aufgestellten Hypothese ein anderer Ansatz gewählt werden
müsste. Denkbar wäre z.B. die Untersuchung der Platinsensitvität durch in-vitro Versuche.

Mit der Zulassung des ersten PARP-Inhibitors Olaparib in Deutschland im Dezember 2014 und
dem damit zunehmenden therapeutischen Stellenwert wäre es von großem klinischen Interesse
gewesen, mit PARP-Inhibitoren behandelte Patientinnen in diese Arbeit zu integrieren und die
Ergebnisse der Experimente (mRNA-Expressionsanalysen, MLPA BRCA1ness Test) auf eine As-
soziation mit klinischen Daten (Überleben, Ansprechen auf PARP-Inhibitoren) dieser Patientin-
nen hin zu untersuchen. Da Olaparib etwa zeitgleich mit dem Beginn dieser Arbeit im Dezember
2014 in Deutschland zugelassen wurde, war ein solches Studiendesign leider nicht umsetzbar,
könnte jedoch bei gegenwärtigen bzw. zukünftigen Studien berücksichtigt werden. Grundsätz-
lich erfolgte in den letzten Jahren zur Identifizierung von potentiellen Biomarkern zunehmend
die Abkehr von der Charakterisierung ausgewählter Einzelgenen hin zu komplexen Multiomics-
Ansätzen, die Genom-, Transkriptom-, Metabolom- und Proteom-Daten im Rahmen von Big-
Data-Analysen in Kombination miteinander bewerten (Nam 2017). Es ist anzunehmen, dass die
in dieser Arbeit zur Bestimmung der mRNA-Lebel verwendete quantitative Echtzeit-PCR gegen-
über Transkriptom-Analysen bzw. Multiomics-Ansätzen im Kontext der Biomarkerentdeckung
nicht langfristig bestehen wird.

5.3 Klinisch-pathologische Parameter

Klinische Parameter wie das Patientinnenalter, die Größe des Tumorrests nach chirurgischem
Debulking und die Histologie stellen etablierte klinische Prognosefaktoren beim Ovarialkarzinom
dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von klinisch-patholoischen Daten der Patien-
tinnenkohorte erhoben. Daher sollte zusätzlich evaluiert werden, ob die prognostische Wertigkeit
dieser Variablen in dieser spezifischen Patientinnenkohorte reproduziert werden können.

5.3.1 Evaluierung von etablierten klinisch-pathologischen Prognoseparametern

Makroskopischer Tumorrest nach chirurgischem Debulking Die Größe des verbleibenden Tu-
morrests nach chirurgischem Debulking stellt einen etablierten Prognosefaktor beim Ovarialkar-
zinom dar (Akahira et al. 2001; Chi et al. 2001). So weisen Patientinnen ohne einen makrosko-
pischen Tumorrest nach tumorreduktiver Operation ein statistisch signifikant besseres Gesamt-
und progressionsfreies Überleben auf (Winter et al. 2007). In dieser Arbeit konnten genannte
Erkenntnisse obiger Publikationen nicht reproduziert werden: Bei der auf der Größe des makro-
skopischen Tumorrest basierenden Einteilung der Patientinnen in drei Gruppen (≤0cm, >0 und
<1cm, ≥1cm; angelehnt an die vorangegangenen Veröffentlichungen) zeigten zwar Patientinnen
ohne einen makroskopischen Tumorrest ein besseres Gesamt- und progressionsfreies Überleben,
allerdings waren die Unterschiede im Vergleich zu den Patientinnen mit einem makroskopischen
Tumorrest statistisch nicht signifikant (Abbildungen 31 und 34). In den multivariablen Analysen
konnte das Vorliegen eines makroskopischen Tumorrests anders als in obigen Veröffentlichungen
nicht als Prognosefaktor bestehen (Tabellen 31 - 34). Wie anhand der Kaplan-Meier-Kurven zu
entnehmen ist, war bei einer Stichprobenzahl von n=49 sowohl beim Gesamt- als auch beim pro-
gressionsfreien Überleben eine Tendenz sichtbar. Es ist anzunehmen, dass die fehlende statistische
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Signifikanz auf die geringe Stichprobenanzahl zurückzuführen ist.

Alter Das Alter bei Diagnosestellung gilt als etablierter prognostischer Faktor beim Ovarialkar-
zinom: Ein zunehmendes Alter wurde bereits in mehreren Studien mit einem erhöhten Sterberi-
siko sowie einem erhöhten Risiko für einen Krankheitsprogress assoziiert (Chi et al. 2001; Winter
et al. 2007). In dieser Arbeit betrug das mittlere Patientinnenalter (zum Zeitpunkt der Opera-
tion) 59,7 Jahre. Aufgrund der geringen Patientinnenanzahl von n=49 wurden die Patientinnen
in zwei Gruppen (<60 Jahre (36,7%) und ≥60 Jahre (63,3%)) eingeteilt und auf die Bildung
von mehreren Gruppen (z.B. <40 Jahre, 40-49 Jahre, 50-59 Jahre usw.) verzichtet. Patientinnen,
die zum Zeitpunkt der Operation jünger als 60 Jahre waren, zeigten zwar ein besseres Gesamt-
sowie progressionsfreies Überleben (Tabellen 29 und 30), jedoch waren die Unterschiede statis-
tisch nicht signifikant. Die Dichotomisierung in lediglich zwei Gruppen (<60 Jahre/≥60 Jahre)
wird der weiten Altersspanne von 26-77 Jahren ggf. nicht gerecht. Zur Bestätigung des Alters als
prognostischer Parameter müsste die Kohorte dieser Arbeit wesentlich erweitert und in mehr als
zwei Subgruppen unterteilt werden.

Histologie Die Histologie gilt als prognostischer Faktor beim Ovarialkarzinom: So zeigen Pati-
entinnen mit einem Ovarialkarzinom seröser Histologie im Vergleich zu Patientinnen mit einem
Ovarialkarzinom muzinöser oder klarzelliger Histologie ein statistisch signifikant besseres pro-
gressionsfreies sowie Gesamtüberleben. Im Vergleich zu Patientinnen mit einem endometrioiden
Ovarialkarzinom haben Patientinnen mit einem serösen Ovarialkarzinom ein schlechteres progres-
sionsfreies bzw. Gesamtüberleben (Winter et al. 2007). In dieser Arbeit konnten die genannten
Unterschiede zwischen dem Überleben nur teilweise reproduziert werden: Patientinnen mit einem
serösen Ovarialkarzinom (medianes Überleben: 36,9 Monate) zeigten sowohl gegenüber Patien-
tinnen mit einem endometrioiden Ovarialkarzinom (medianes Gesamtüberleben: 26,8 Monate)
als auch gegenüber Patientinnen mit einer anderen Tumorhistologie (klarzellig, muzinös, Kar-
zinosarkom; medianes Gesamtüberleben: 17,3 Monate) ein besseres medianes Gesamtüberleben,
wobei der Unterschied keine statistische Signifikanz erreichte (Abbildung 30). Beim progressions-
freien Überleben hatten Patientinnen mit einem endometrioiden Ovarialkarzinom - vereinbar mit
genannter Veröffentlichung - das beste mediane Überleben (medianes Überleben: 18,2 Monate).
Allerdings waren hier ebenfalls die Unterschiede statistisch nicht signifikant (Abbildung 33). Die
Stichprobenzahl war in den einzelnen Gruppen mit n=38, n=6 und n=5 sehr gering, sodass die
fehlende statistisch Signifikanz am ehesten auf die geringe Patientinnenanzahl zurückzuführen
ist.

Prognostische Bedeutung der Eigen- und Familienamanese 51% der Patientinnen dieser Ar-
beit wiesen eine positive Familienanamnese in Hinblick auf erblichen Brust- und Eierstockkrebs
auf. Eine positive positive Familienanamnese war gegeben, wenn ein Mammakarzinom in der
medizinischen Vorgeschichte und/oder mind. ein Verwandter mit einem Mamma- und/oder Ova-
rialkarzinom vorlag. Die Definition wurde in Übereinstimmung mit der Veröffentlichung von
Harter et al. 2017 gewählt. In dieser Veröffentlichung war mit einer Häufigkeit von 43% die An-
zahl der Patientinnen mit einer positiven Familienanamnese ähnlich hoch. Nach den aktuellen
Empfehlungen des Deutschen Konsortiums für familiären Brust- und Eierstockkrebs wären für
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alle Patientinnen dieser Studie die Einschlusskriterien in eine sogenannte Hochrisikofamilie erfüllt
(„mindestens eine Frau mit Ovarialkarzinomerkrankung vor dem 80. Geburtstag“), sodass eine
genetische Beratung bzw. ein Gentest auf das Vorliegen einer Keimbahnmutation in den Kernge-
nen indiziert wäre (Deutsches Konsortium: Familiärer Brust- und Eierstockkrebs 2020). Bei den
Patientinnen dieser Studie lagen keine Informationen über eine mögliche Keimbahnmutation in
den Kerngenen vor. Dies ist in erster Linie darauf zurückzuführen, dass die Behandlungen der
Patientinnen im Klinikum rechts der Isar teilweise bis zum Jahr 2004 zurück reichen. Aufgrund
der großen klinischen Relevanz sollte den noch lebenden Patientinnen bzw. den unmittelbaren
Verwandten von verstorbenen Patientinnen auch zum jetzigen Zeitpunkt noch nachträglich eine
genetische Beratung angeboten werden.

Die 13 Patientinnen (26,5%), die (vor der Diagnose des Ovarialkarzinoms) an einem Mammakar-
zinom erkrankt waren, hatten im Vergleich zu Patientinnen ohne ein Mammakarzinom in der
medizinischen Vorgeschichte ein statistisch signifikant besseres Gesamt- und progressionsfreies
Überleben (Abbildungen 32 und 36). Eine möglicher Erklärungsversuch ist, dass die Konstel-
lation aus Mamma- und Ovarialkarzinom einen Hinweis auf das Vorliegen einer erblichen Prä-
disposition im Sinne einer pathogenen Keimbahnmutation in einem Gen der HR darstellt bzw.
eine erbliche Prädisposition widerspiegelt. So ist hinreichend belegt, dass Patientinnen mit einer
BRCA1 -Keimbahnmutation eine hohe Ansprechrate auf platinhaltige Chemotherapeutika und
ein konsekutiv besseres Überleben zeigen (Boyd et al. 2000; Cass et al. 2003; Chetrit et al. 2008;
Harter et al. 2016; Tan et al. 2008; Vencken et al. 2011). Des Weiteren konnten Keimbahnmuta-
tionen in weiteren Genen der HR (u.a. BRIP1 , ATM , BRCA2 ) ebenfalls mit Platinsensitivität
und einem besseren Überleben assoziiert werden (Pennington et al. 2014). Allerdings bleibt ohne
Kenntnis einer möglichen zugrunde liegenden Keimbahnmutation diese Annahme spekulativ.

5.3.2 Methodische Limitationen dieser Studie

Bestimmung des Überlebens Das Gesamtüberleben ist definiert als die Zeitspanne zwischen
Diagnosestellung und Versterben des Patienten (unabhängig der Todesursache) (Prentice 1989).
Da bei den Patientinnen dieser Arbeit der Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht bekannt war,
wurde alternativ der Zeitpunkt der Operation als Startpunkt des Gesamtüberlebens gewählt. Ei-
ne Diskrepanz zwischen diesen beiden Zeitpunkten ist nicht auszuschließen, sodass das in dieser
Arbeit berechnete Gesamtüberleben das tatsächliche Gesamtüberleben in einigen Fällen gegebe-
nenfalls nicht korrekt widerspiegelt.
Bei der Bestimmung des Tumorprogress als Endpunkt des progressionsfreien Überlebens beste-
hen grundsätzlich einige Herausforderungen (Korn und Crowley 2013). Eine einheitliche auf kli-
nischen, sonographischen, histologischen, zytologischen oder radiologischen Befunden basierende
Bestimmung des Tumorprogress ist hierbei Voraussetzung zur möglichst korrekten Berechnung
des progressionsfreien Überlebens (Eisenhauer et al. 2009; Rustin et al. 2011). In dieser Ar-
beit fanden sich bei der Erhebung der klinisch-pathologischen Daten aus den Tumorregistern
nur Angaben zum Zeitpunkt des Tumorprogress. Ob zur Bestimmung des Tumorprogress eine
einheitliche Definition verwendet wurde, konnte retrospektiv nicht eruiert werden.
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Chemotherapeutika Das in dieser Arbeit (Beginn Ende 2014) untersuchte Tumorgewebe ent-
stammte Operationen aus einem Zeitraum von 2004 bis 2011. Bevacizumab und PARP-Inhibitoren
wurden erst später als Bestandteil des Behandlungskonzepts zugelassen (Burger et al. 2011; J.
Ledermann et al. 2012), sodass dementsprechend bei den Patientinnen dieser Arbeit allein Che-
motherapeutika die medikamentöse Behandlung darstellten. Die Art der Chemotherapie war
retrospektiv allerdings nicht bei allen Patientinnen vollständig zu rekonstruieren. Bei sieben Pa-
tientinnen (14,3%) lagen keinerlei Informationen über ein medikamentöses Behandlungskonzept
vor, bei zwei Patientinnen (4,1%) war lediglich bekannt, dass ein anderes, nicht näher definiertes
Chemotherapieschema als Paclitaxel/Carboplatin verwendet wurde (Tabelle 1). Die Ergebnisse
dieser Arbeit (mRNA-Expressionsanalysen, MLPA BRCA1ness Test) wurden stellenweise auch
im Kontext einer platinhaltigen Chemotherapie eingeordnet. Es ist zwar davon auszugehen, dass
die platinbasierte Chemotherapie bei allen Patientinnen standardmäßig Bestandteil der Therapie
war, Ausnahmen können jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden.

6 Zusammenfassung

Vor dem Hintergrund des Einzuges von PARP-Inhibitoren in die Primärtherapie beim fortge-
schrittenen Ovarialkarzinom sowie der häufigen Platinresistenz im Therapieverlauf gewinnen dia-
gnostische Tools zur Identifizierung eines „BRCAness“-Phänotyps bzw. eines HRD zunehmend an
Bedeutung. Als erster Teil dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob der für die Anwendung beim
Mammakarzinom entwickelte MLPA BRCA1ness Test eine geeignete Methode zur Identifizierung
eines „BRCAness“-Phänotyp beim Ovarialkarzinom darstellt. Die Verteilung der auf Grundla-
ge der MLPA bestimmten Tumorprofile (BRCA1 -ähnlich: 19 Proben (38,8%), nicht-BRCA1 -
ähnlich: 30 Proben (61,2%)) ist vereinbar mit den Häufigkeiten in der aktuellen Literatur, wonach
40-50% aller Ovarialkarzinome (unabhängig vom histologischen Subtyp) ein HRD aufweisen, das
sich in einem „BRCAness“-Phänotyp widerspiegelt. Zwischen einer auffälligen Familienanamnese
für Mamma- und Ovarialkarzinome und einem BRCA1 -ähnlichen Tumorprofil konnte darüber
hinaus ein statistisch signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Es wurde auf Grundlage
von vorangegangenen Publikationen angenommen, dass niedrige mRNA-Expressionen der DNA-
Reparaturgene mit einem BRCA1 -ähnlichen Tumorprofil (sog. „BRCAness“-Phänotyp) verknüpft
sein könnten. Die Ergebnisse der MLPA (BRCA1 -ähnliches/nicht-BRCA1 -ähnliches Tumorpro-
fil) wurden daher auf eine mögliche Assoziation mit den mRNA-Expressionenwerten von sieben
Kerngenen (ATM , BRCA1 , BRCA2 , BRIP1 , CHEK2 , RAD51C, RAD51D) der homologen
Rekombination evaluiert. Die Analysen konnten jedoch keine statistisch signifikanten Zusam-
menhänge nachweisen. Des Weiteren wurde angenommen, dass Patientinnen, deren Tumor ein
„BRCAness“-Phänotyp (bzw. ein HRD) aufweist, ein besseres Ansprechen auf platinhaltige Che-
motherapie und ein folglich besseres Outcome aufweisen. Diese Annahme konnte in der Kohorte
der Patientinnen im FIGO Stadium III/IV beim Gesamtüberleben bestätigt werden. In der mul-
tivariablen Analyse beim Gesamtüberlebens konnte das durch die MLPA bestimmte Tumorprofil
als unabhängiger prognostischer Faktor bestehen. Zusammenfassend geben die dargestellten und
größtenteils (trotz geringer Stichprobenzahl) vielversprechenden Ergebnisse Anlass, den MLPA
BRCA1ness Test als mögliche Methode zum Nachweis eines BRCAness-Phänotyps beim Ova-
rialkarzinom mit einer zweiten Methode (z.B. array-CGH) zu bestätigen und in einer größeren
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Kohorte zu evaluieren. In Anbetracht der seit kurzem zur Verfügung stehenden genomweiten
diagnostischen Tools (Assays der genomischen Instabilität, Transkriptionsprofile) ist es jedoch
unerlässlich, einen MLPA-basierten Ansatz auch kritisch zu diskutieren.
Nachdem - mit Ausnahme von etablierten klinischen Parametern (z.B. Tumorrest) - zuverläs-
sige prognostische Faktoren beim Ovarialkarzinom fehlen und zudem spätestens seit dem Ein-
zug der PARP-Inhibitoren in die Routinediagnostik die molekulare Tumorcharakterisierung von
großem Interesse ist, sollte als zweiter Teil dieser Arbeit die mRNA-Expressionen von sieben
relevanten Genen mit Beteiligung am DNA-Reparaturmechanismus der homologen Rekombina-
tion im Tumorgewebe evaluiert werden. Die mRNA-Expressionswerte wurden in niedrig bzw.
hoch eingeteilt und anschließend hinsichtlich einer möglichen Korrelation mit dem progressions-
freien Überleben/Gesamtüberleben untersucht. Niedrige mRNA-Expressionswerte von BRIP1 ,
BRCA1 und RAD51C waren jeweils mit einem statistisch signifikant besseren Gesamtüberleben
und niedrige mRNA-Expressionswerte von BRIP1 zusätzlich mit einem statistisch signifikant
besseren progressionsfreien Überleben assoziiert. Die BRIP1 mRNA-Expression stellte darüber
hinaus in der multivariablen Regressionsanalyse einen unabhängigen prognostischen Parameter
dar. In Zusammenschau von vorangegangenen Publikationen, die beim Ovarialkarzinom sowie
analog bei anderen Tumorentitäten eine niedrige BRIP1 mRNA-Expression mit einem besse-
ren Überleben assoziierten, unterstützen obige Ergebnisse das Potential der BRIP1 mRNA-
Expression als potentieller prognostischer Marker beim Ovarialkarzinom. Im Kontext des fami-
liären Brust- und Eierstockkrebs wurden Keimbahnmutationen in BRIP1 bzw. RAD51C inter-
essanterweise mit einem signifikant erhöhten Risiko für das Auftreten von Eierstockkrebs, nicht
jedoch mit einem erhöhten Mammakarzinomrisiko assoziiert, sodass diese beiden Gene gegen-
wärtig als „Ovarialkarzinomgene“ diskutiert werden. Gemeinsam mit den genannten Ergebnissen
der mRNA-Genexpressionsuntersuchungen ist dies ein Hinweis, dass BRIP1 und RAD51C eine
wichtige Rolle bei der Genese des Ovarialkarzinoms spielen könnten. Die Resultate der mRNA-
Expressionsanalysen von BRIP1 und RAD51C sowie von BRCA1 geben Anlass zur Evaluierung
der Ergebnisse auf Proteinebene sowie in in größeren Kohorten.
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Listing 1: Skript Programm R: Paket pamr
1 source("http://bioconductor.org/biocLite.R")
2 biocLite("pamr")
3

4 library (pamr)
5 pamrB1excel <-pamr.from.excel(’C:/PAM data/all_normalisationNKI_nb_110131_Lennart.

txt’, 86, sample.labels=TRUE , batch.labels= FALSE)
6 #86 is the number of column in the input file
7 #be aware of the right input file path name
8

9 #trainen
10 pamr_b1_vs_spor.train <- pamr.train(pamrB1excel)
11

12 #predict
13 pamrB1exceltest <-pamr.from.excel(’C:/PAM data/2016 -06 -08 Auswertung MLPA Run 10_

bearbeitet.txt’, 3, sample.labels=TRUE , batch.labels= FALSE)
14 #20 is the number of columns in the input file
15

16 test_predict <-pamr.predict(pamr_b1_vs_spor.train , pamrB1exceltest$x, threshold =0)
17 table( pamrB1exceltest$y,test_predict)
18

19 #variations in prediction
20 test_predict <-pamr.predict(pamr_b1_vs_spor.train , pamrB1exceltest$x, threshold=0,

type= "posterior")
21 test_predict
22

23 data.frame(SampleID=pamrB1exceltest$samplelabels , test_predict)
24

25 write.table(data.frame(sample=pamrB1exceltest$samplelabels , test_predict), sep="\t"
, row.names=F, file=’C:/PAM data/PAMR_RESULTS_20120301. txt’)

Listing 2: Skript Programm R: Befehl maxstat (am Beispiel der ATM mRNA-Genexpression
beim Gesamtüberleben in der Gesamtkohorte)

1 test <- maxstat_test(Surv(monatebiszensus , event=Tod) ~ RQ_ATM , data = dat)
2 cutpoint <- as.numeric(unlist(test@estimates)[1])
3 cutpoint
4 dat$groesser.cutoff.ATM <- as.numeric(dat$RQ_ATM > cutpoint)
5

6 atmplot <- survfit(Surv(monatebiszensus , event=Tod) ~ I(RQ_ATM > as.numeric(
test@estimates$estimate [[1]])), data = dat , conf.int =0.95, type="kaplan -meier")

7 plot(atmplot , conf.int=FALSE , col=c(’green ’,’blue’), lty = 1:2, , xlab = "Überleben
in Monaten", ylab = "kum. Überleben", las =1)

8 legend (60 ,0.95,c("Genexpression < 0,363","Genexpression 0,363"), col=c(’green ’,
’blue’), lty = 1:2, cex =0.8)

9 mtext(text="p= 0,504", side=3, adj=1, font=4, cex =0.7)
10 survdiff(Surv(monatebiszensus , event=Tod) ~ I(RQ_ATM > as.numeric(test@estimates$

estimate [[1]])), data = dat)
11 atmplot
12 cphb_atm = coxph(Surv(monatebiszensus , event=Tod) ~ I(RQ_ATM > as.numeric(

test@estimates$estimate [[1]])), data = dat)
13 cphb_atm
14 summary(cphb_atm)

Listing 3: Skript Programm R: Befehl maxstat (am Beispiel der ATM mRNA-Genexpression
beim progressionsfreien Überleben in der Gesamtkohorte)

1 test <- maxstat_test(Surv(monatebiszensus_pfs , event=Rezidiv) ~ RQ_ATM , data = dat)
2 cutpoint <- as.numeric(unlist(test@estimates)[1])
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3 cutpoint
4 dat$groesser.cutoff.ATM <- dat$RQ_ATM > cutpoint
5

6 atmplot <- survfit(Surv(monatebiszensus_pfs , event=Rezidiv) ~ I(RQ_ATM > as.numeric
(test@estimates$estimate [[1]])), data = dat , conf.int=0.95, type="kaplan -meier"
)

7 plot(atmplot , conf.int=FALSE , col=c(’green ’,’blue’), lty = 1:2, , xlab = "
Progressionsfreies Überleben in Monaten", ylab = "
Progressionswahrscheinlichkeit", las=1)

8 legend (50 ,0.95,c("Genexpression < 0,396","Genexpression 0,396"), col=c(’green ’,
’blue’), lty = 1:2, cex =0.8)

9 mtext(text="p= 0,230", side=3, adj=1, font=4, cex =0.7)
10 survdiff(Surv(monatebiszensus_pfs , event=Rezidiv) ~ I(RQ_ATM > as.numeric(

test@estimates$estimate [[1]])), data = dat)
11 atmplot
12 cphb_atm = coxph(Surv(monatebiszensus_pfs , event=Rezidiv) ~ I(RQ_ATM > as.numeric(

test@estimates$estimate [[1]])), data = dat)
13 cphb_atm
14 summary(cphb_atm)

Listing 4: Skript Programm R: Befehl coxph (Cox Proportional-Hazard model, am Beispiel von
drei ausgewählten Variablen beim Gesamtüberleben)

1 multi.cox <- coxph(Surv(monatebiszensus , event=Tod) ~ dat$groesser.cutoff.BRIP1 +
dat$mlpa + dat$tumorrest , data=dat)

2 summary(multi.cox)

Listing 5: Skript Programm R: Befehl coxph (Cox Proportional-Hazard model, am Beispiel von
drei ausgewählten Variablen beim progressionsfreien Überleben)

1 multi.cox <- coxph(Surv(monatebiszensus_pfs , event=Rezidiv) ~ dat$groesser.cutoff.
BRIP1 + dat$groesser.cutoff.RAD51C + dat$tumorrest , data=dat)

2 summary(multi.cox)
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Abbildung A.39: Darstellung der linearen Regressionsgerade, ALAS1 (Haushaltsgen), m =
−3, 25

Abbildung A.40: Darstellung der linearen Regressionsgerade, BRCA1 , m = −3, 20

Abbildung A.41: Darstellung der linearen Regressionsgerade, BRIP1 , m = −3, 91

99



Anhang 100

Abbildung A.42: Darstellung der linearen Regressionsgerade, CHEK2 , m = −3, 42

Abbildung A.43: Darstellung der linearen Regressionsgerade, RAD51C, m = −3, 29

Abbildung A.44: Darstellung der linearen Regressionsgerade, RAD51D, m = −3, 17
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Abbildung A.45: Histogramme der RQ-Werte von ATM , BRCA1 , BRCA2 , BRIP1 , CHEK2 ,
RAD51C und RAD51D
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Abbildung A.46: Streudiagramme der mRNA-Expressionswerte von ATM , BRCA1 , BRCA2 ,
BRIP1 , CHEK2 , RAD51C und RAD51D
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Tabellen

Tabelle A.35: SALSA MLPA P376-B3 BRCA1ness Probemischung
chromosomale Position

Länge(nt) SALSA MLPA Sonden Referenz BRCA1 BRCA2 Lost im BRCA1 -likeaCGH Profil Gained im BRCA1 -likeaCGH Profil

64-70-76-82 Q-Fragmente
88-92-96 D-Fragmente

100 X-Fragmente
105 Y-Fragmente
124 Referenzsonde 7q11
130 BRCA2 Sonde 13q13
134 GATA3 Sonde 10p14
140 SEMA3B Sonde 3p21
148 CAPN3 Sonde 15q15
155 BTG1 AREA Sonde 12q21
160 Referenzsonde 7q31
167 BRCA1 Sonde 17q21
172 FBN1 Sonde 15q21
178 Referenzsonde 10q11
184 GPR98 Sonde 5q14
193 HLTF Sonde 3q24
202 PAH Sonde 12q23
208 Referenz Sonde 14q11
214 LMNB1 Sonde 5q23
220 Referenzsonde 10q22
226 APC Sonde 5q22
233 PTEN Sonde 10q23
241 DEPDC1B Sonde 5q12
247 ABCC4 Sonde 13q32
255 Referenzsonde 21q11
265 TPMT Sonde 6p22
274 FANCE Sonde 6p21
283 GCH1 Sonde 14q24
291 PCCA Sonde 13q32
301 HFE Sonde 6p22
310 Referenzsonde 2p25
319 RDH12 Sonde 14q22
328 RASSF1 Sonde 3p21
337 BRCA2 Sonde 13q13
346 THBS1 Sonde 15q14
355 Referenzsonde 2p13
364 LOC254312 Sonde 10p14
373 ATR Sonde 3q23
382 PDCD10 Sonde 3q26
390 BRCA1 Sonde 17q21
400 CEP290 Sonde 12q21
409 MCCC2 Sonde 5q13
418 PCCA Sonde 13q32
427 PIK3CA Sonde 3q26
436 FGF23 Sonde 12p13
445 Referenzsonde 2p11
454 BMP4 Sonde 14q22
463 PTEN Sonde 10q23
474 ETV6 Sonde 12p13
483 CASR Sonde 3q21
492 FGF14 Sonde 13q33
500 Referenzsonde 11p15
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