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SRY Engl.: sex-determining region Y 
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1 Einleitung 

Epidemiologie 

Das Ovarialkarzinom tritt weltweit mit einer Inzidenz von über 200.000 Fällen 

pro Jahr auf und ist der vierthäufigste maligne Tumor der Frau [1]. Ovarialkarzi-

nome stehen weltweit an siebter Stelle der durch maligne Tumorerkrankungen 

bedingten Todesursachen unter Frauen. In Industrienationen stehen sie an 

sechster Stelle [2]. In Europa beträgt die 5-Jahres-Überlebensrate (5-JÜR) 

40%, womit die Prognose des Ovarialkarzinoms weiterhin ungünstig ist [3]. Da-

bei hängt diese stark vom initialen Tumorstadium zum Diagnosezeitpunkt ab. 

So beträgt die 5-JÜR bei Frauen mit dem Initialstadium FIGO IA-C (vgl. An-

hang: Klassifikation nach FIGO), d.h. mit einer Begrenzung des Tumors auf die 

Ovarien, 78% bis 89%. Breitet sich der Tumor weiter im Becken aus (FIGO IIA-

C) und greift auf das Peritoneum und/oder regionäre Lymphknoten über (FIGO 

IIIA-C), sinkt die 5-JÜR auf 68% (FIGO IIC) bzw. 28% (FIGO IIIC). Bei Ausbil-

dung von Fernmetastasen (FIGO IV) überleben nur noch 16% der Patientinnen 

das fünfte Jahr nach Erstdiagnose [4]. In 65% der Fälle stellen sich die Frauen 

in einem fortgeschrittenen Tumorstadium (FIGO III und IV) vor. Hauptgrund 

hierfür ist, dass die klinische Symptomatik, die zur diagnostischen Abklärung 

führt, anfangs oft unspezifisch ist und häufig erst in fortgeschrittenem Tu-

morstadium auftritt [3]. Dabei ist eine en-bloc Tumorresektion ohne Residualtu-

mor oft nicht möglich, da sich diese fortgeschrittenen Tumoren intraoperativ 

meist gemeinsam mit einem Befall des Omentums, des Darms, des Mesenteri-

ums, einer ausgedehnten Peritonealkarzinose und einem Mitbefall des Dia-

phragmas zeigen [5, 6]. Aktuell besteht der Grundpfeiler der Therapie aus einer 

Kombination von Tumorresektion und anschließender Chemotherapie mit Car-

boplatin und Paclitaxel [7]. Neben Alter und Tumorstadium bei Diagnosestellung 

ist der wichtigste unabhängige Prognosefaktor für das Überleben nach Tumor-

resektion, wie von Griffiths et al. schon 1975 festgestellt, bis heute die Größe 

des verbleibenden Resttumoranteils nach operativer Tumorresektion [8-12]. 
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Obwohl 80% der Tumoren anfänglich gut auf Chirurgie und Chemotherapie an-

sprechen, sterben letztendlich über 70% der Frauen im Verlauf an den Kompli-

kationen der fortschreitenden Erkrankung [13]. Somit ist das Ovarialkarzinom 

mit einer 5-JÜR um 40% vor dem Zervix- (5-JÜR: 60-75%) und dem Endomet-

riumkarzinom (5-JÜR: 78%) immer noch das Malignom des weiblichen Genital-

traktes mit der ungünstigsten Überlebensprognose [14].  

Das Gesamtüberleben der Frauen mit Ovarialkarzinom hat sich in den letzten 

50 Jahren trotz der Verbesserungen der chirurgischen Resektionstechnik [10, 

15-18] und verbesserter adjuvanter Chemotherapieschemata nicht wesentlich 

verbessert [7, 19-21]. Lag die 5-JÜR bei einem Tumor, der 1975 diagnostiziert 

wurde bei 37%, so verbesserte sich diese bei einem 2002 diagnostizierten Kar-

zinom auf 43%, was v.a. auf die Einführung spezifischer Chemotherapeutika 

zurückzuführen ist. Betrachtet man aber die Veränderung in der 10-JÜR, so gibt 

es zwischen Tumoren die 1975 diagnostiziert wurden und solchen, die 1999 

diagnostiziert wurden, lediglich eine Verbesserung von 32% auf 33.9% [22]. 

Da bis heute keine zuverlässigen Methoden zur frühen Tumordetektion gefun-

den werden konnten [23], sollte der Fokus auf die Entschlüsselung der moleku-

laren Pathomechanismen, die bei der Manifestation und Progression des Ova-

rialkarzinoms beteiligt sind, gerichtet werden, um spezifische Diagnoseverfah-

ren zur frühzeitigeren Tumordetektion zu finden und alternative, möglichst indi-

vidualisierte Therapieansätze zu entwickeln.  

 

Einteilung der Ovarialneoplasien 

Ovarialneoplasien stellen eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren dar. Nach 

der Einteilung abhänging vom Ausgangsgewebe im Ovar, unterscheidet die 

WHO-Klassifikation zwischen Tumoren, die: 

- aus den Keimzellen hervorgehen 

- solchen, die sich aus den bindegewebigen Anteilen entwickeln, 
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- metastatischen Sekundärtumoren und  

- epithelialen Tumoren, die aus dem Ovarepithel hervorgehen.  

Unterschieden wird jeweils zwischen benignen und malignen Formen, sowie 

Tumoren von Borderline Dignität. Diese stellen eine Übergangsform dar. Die 

vorliegende Arbeit wird sich hauptsächlich mit den malignen Tumoren der 

epithelialen Gruppe beschäftigen. 

Eine weitere Unterteilung erfolgt aufgrund verschiedener, pathologischer Ge-

webecharakteristika in folgende histologische Typen [24]: 

- seröse Ovarialkarzinome 

- muzinöse Ovarialkarzinome 

- endometrioide Ovarialkarzinome 

- klarzellige Ovarialkarzinome 

- transitionalzellige Ovarialkarzinome 

- gemischte epitheliale Ovarialkarzinome 

- undifferenzierte Ovarialkarzinome  

Alle Typen weisen eine starke Ähnlichkeit zu anderen Organen des weiblichen 

Genitaltrakts auf, so z.B. das endometrioide Ovarialkarzinom zum Endometrium 

des Uterus [25, 26].  

Klinische und pathologische Studien zeigen, dass diese Tumoren weiter in zwei 

große Hauptgruppen unterteilt werden können, deren Unterscheidung nicht an-

hand histologischer Kriterien erfolgt, sondern sich aus den verschiedenen Ent-

stehungswegen der Karzinome ergibt [27]. Zu Gruppe I gehören alle low-grade 

serösen, endometrioiden, klarzelligen und muzinösen Tumoren. Ihnen ist ge-

meinsam, dass sie sich stufenweise langsam von einer gutartigen Läsion zu 

einem Borderline Tumor entwickeln, welcher bereits Zell- und Gewebeatypien 

aufweist, allerdings noch keine Invasion in das umliegende Gewebe zeigt. Aus 

diesem geht anschließend ein low-grade Karzinom hervor. Bei Erstdiagnose 

sind diese Tumoren meist noch auf das Ovar begrenzt, entsprechend FIGO 

Stadium I. Sie sind genetisch relativ stabil, besitzen also keine Mutationen des 
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Tumorsuppressorgens 53 (TP53), wobei jeder histologische Typ wiederum 

durch ein typisches Set an Mutationen von Onkogenen oder Tumorsuppressor-

genen charakterisiert ist [28].  

Die Tumoren, die zu Gruppe II gehören, zeigen dahingegen eine hochmaligne, 

schnelle Progredienz mit Tendenz zur frühen Umgebungsinvasion. In den Ge-

notypen dieser Tumorarten findet man viele chromosomale Aberrationen. Über 

80% der Fälle weisen eine TP53 Mutation auf. Die Vielzahl der genetischen 

Anomalien unterscheidet sich deutlich von denen der Gruppe I-Tumoren, zeigt 

jedoch innerhalb dieser zweiten Gruppe gemeinsame besonders häufige auftre-

tende Aberrationen, so z.B. Amplifikationen in den Regionen 3q und 8q. Zur 

Gruppe II gehören die high-grade malignen serösen und endometrioiden Ovari-

alkarzinome und die Ovarialkarzinosarkome.  

 

Entstehungstheorien 

Diese genetischen Unterschiede zwischen den beiden Tumorgruppen innerhalb 

eines Organs legen nahe, dass verschiedene Tumorarten vorliegen, die von 

unterschiedlichen Geweben abstammen. Über den Ursprung, die Entstehung 

und die beteiligten Pathomechanismen, die zur Ausbildung dieser verschiede-

nen Tumorarten führen, gibt es beim Ovarialkarzinom unterschiedliche Theo-

rien. 

Eine dieser Theorien geht davon aus, dass am Anfang eine von Ovarialme-

sothel ausgekleidete Inklusionszyste steht. Diese durchläuft unter Einfluss ver-

schiedener, u.a. auch lokaler Faktoren wie z.B. Steroidhormonen, eine meta-

plastische Veränderung. Dabei entwickeln sich die verschiedenen histologi-

schen Zelltypen, die zum Spektrum der Ovarialkarzinome zählen. All diese ha-

ben Ähnlichkeiten zu anderen Geweben des weiblichen Geschlechtstrakts [29]. 

Dieser Entstehungsmechanismus wird vor allem bei den serösen low-grade 

Karzinomen, sowie den endometrioiden und muzinösen Karzinomen postuliert. 
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Dementsprechend findet man bei diesen Karzinomen auch häufig die Sequenz 

vom Adenom zum Borderline Tumor zum low-grade Karzinom. Wegen dieser 

Gemeinsamkeit werden diese Typen der Ovarialkarzinome auch unter dem Typ 

I der Ovarialkarzinome zusammengefasst.  Da man aber in Untersuchungen an 

Ovarialkarzinomen kaum Vorgängerläsionen für seröse high-grade Karzinome 

(Typ II Karzinom) fand, werden für diese Gruppe andere Entstehungstheorien in 

Erwägung gezogen.  

So besagt eine weitere Theorie, dass Ovartumoren mit Ähnlichkeiten zum Mül-

ler’schen Epithel, d.h. seröse, endometrioide und klarzellige Tumoren, aus dem 

sogenannten sekundären Müller’schen System hervorgehen. Dazu gehören alle 

Zellen, die nach der Entwicklung von Uterus, Tuben und Vagina aus dem Mül-

ler’schen Gang in der Embryonalzeit als residuale Zellen übrig bleiben. Dies 

sind das Ovarmesothel und Teile des Peritoneums. Dieses fimbrienbesetzte 

Säulenepithel, soll ebenfalls Zysten bilden, die im Verlauf entdifferenzieren und 

schließlich einen zunehmend großen malignen Tumor ausbilden, dessen lokale 

Ausbreitung so umfassend ist, dass letztendlich keine eindeutige Zuordnung zur 

Herkunft aus Tube oder Ovar mehr möglich ist [30]. 

Ähnlich ist eine weitere Theorie, die den Ursprung des Tumors im Tubengewe-

be vermutet und davon ausgeht, dass gerade ein Teil der größten Gruppe der 

Ovarialkarzinome, die serösen high-grade Karzinome, sich ursprünglich als 

seröse, intraepitheliale Karzinome im fimbrienbesetzten Teil der Tube ausbilden 

und anschließend in die Ovarien streuen. Jüngste Studien halten diese Theorie 

für sehr wahrscheinlich [31-34]. 

 

Molekulare Aberrationen 

Die Betrachtung von Ovarialkarzinomen auf molekularer Ebene führte zu einer 

weiteren Differenzierung der möglichen Entstehungsmechanismen. Genomum-

fassende Analysen chromosomaler Amplifikationen und Deletionen in Ovarial-
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karzinomgewebe zeigten zahlreiche wiederkehrende Aberrationen, v.a. in high-

grade Karzinomen. Die häufigsten Amplifikationen finden sich in den Chromo-

somenabschnitten 3q, 8q, 19q und 20 [35, 36]. Interessanterweise beherbergen 

viele dieser vervielfältigten Regionen Gene, die für Proteine kodieren, welche 

bekanntermaßen zur Ausprägung des embryonalen Stammzellphänotyps bei-

tragen [37]. Dazu gehört auch der Transkriptionsfaktor SOX2 auf dem Chromo-

somenabschnitt 3q26 [37], c-myc auf 8q [38] und Notch3 auf 19q [35]. Dabei 

wurde in vorhergehenden Untersuchungen der deutlichste Unterschied zwi-

schen serösen high-grade und low-grade Karzinomen gefunden: Gerade die am 

häufigsten amplifizierte Region 3q26, welche SOX2 beinhaltet, wurde bei den 

serösen high-grade Karzinomen signifikant häufiger amplifiziert gefunden als 

bei den serösen low-grade Karzinomen [36]. 

Auch bei Tumoren anderer Ursprungsgewebe fand man diese Genamplifikation. 

So fand man bei Untersuchungen an Plattenepithel- und Adenokarzinomen der 

Lunge ebenfalls eine häufige Amplifikation dieser Region [39, 40]. Dabei wurde 

die Überexpression des SOX2 Proteins als direkte Konsequenz einer hohen 

Kopieanzahl der Region 3q26.33 beobachtet und so der Transkriptionsfaktor 

SOX2 als zugehörige Zielregion identifiziert [37, 41, 42]. 

 

SOX2 

Die Abkürzung SOX steht für SRY BOX. Dabei ist SRY die geschlechtsbestim-

mende Region auf dem Y Chromosom (engl.: sex-determining region of Y). 

Diese Region gehört zu einer Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die über eine 

sogenannte HMG (engl.: high-mobility-group) Domäne verfügen, über welche 

die DNA Bindung vermittelt wird. Da alle Proteine der SOX Familie eine eben-

solche HMG Domäne besitzen, die in ihrer Struktur sehr ähnlich zu der des 

Transkriptionsfaktors SRY auf dem Y Chromosom ist, haben sie den Namen 

SRY BOX, kurz SOX, erhalten. Erstmals beschrieben wurde diese Gruppe von 

Proteinen Anfang der 90er Jahre [43].  
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SOX Proteine verfügen über spezielle Eigenschaften der DNA Bindung. Sie 

können im Gegensatz zu anderen Transkriptionsfaktoren in der kleinen Furche 

der DNA binden. Dadurch wirken sie in engster Nachbarschaft zu anderen 

Transkriptionsfaktoren. Weiterhin können sie Konformationsänderungen der 

DNA Struktur bewirken. Deswegen schreibt man ihnen eine wichtige architekto-

nische Rolle bei der Bildung biologisch wirksamer Multiproteinkomplexe aus 

verschiedenen DNA Bindungsproteinen zu [44, 45]. 20 dieser 30 bisher ent-

deckten SOX Gene spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der Organent-

wicklung und der Bestimmung von Apoptose, Zellerneuerung und -erhaltung 

[46]. In-vivo wird SOX2 in der frühen Embryogenese exprimiert und spielt eine 

wichtige Rolle im Zellschicksal von embryonalen und extra-embryonalen Zellty-

pen [47, 48]. So wurden sie bei verschiedenen Säugern, insbesondere bei 

Mäusen, schon in den frühen Entwicklungsstadien des Embryoblasten, des 

zentralen Nervensystems, des primitiven Ektoderms und der Augenlinse nach-

gewiesen [49]. Mausembryonen, die eine homozygote Deletion des SOX2 Gens 

trugen, starben hingegen bereits bei der Implantation der Blastozyste [50].  

Auch im Zusammenspiel mit anderen Faktoren spielt SOX2 eine wichtige Rolle 

in der frühen Entwicklung. So reguliert es gemeinsam mit dem Transkriptions-

faktor Oct3/4 die Expression von Genen, die an der frühen Embryogenese be-

teiligt sind, wie dem fibroblast growth factor (FGF4) und Osteopontin [46, 51]. 

Im zentralen Nervensystem wurde SOX2 in den frühen Entwicklungsstadien der 

Neuralplatte und des Neuralrohrs gefunden. Es wird angenommen, dass SOX2 

die neuronale Differenzierung dieser Zellen initiiert. Später hingegen wird SOX2 

nur noch in den neuroepithelialen Zellen der periventrikulären germinalen Matrix 

gefunden. Diese besitzen einen unreifen Phänotyp und sind dazu befähigt sich 

zu teilen. Bei weiterer Differenzierung und Migration dieser Zellen aus der 

Keimmatrix hinaus in Richtung ihrer Zielgebiete der späteren grauen Substanz, 

verliert sich der Nachweis von SOX2. [52-56]. Man fand SOX2 jedoch auch in 

unreifen Phänotypen von Teratomen und Glioblastomen des zentralen Nerven-

systems [57]. Aus Gewebe kindlicher Medulloblastome und Gliome wurden 

überdies Krebsstammzellen isoliert, die SOX2 exprimieren [58]. Ein Knockdown 
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des Proteins in diesen Zellen führte dabei zu einem Proliferationsstopp und ei-

ner Verringerung ihrer Tumorigenität [59]. 

Insbesondere SOX2 spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation von Zel-

lerneuerung und Pluripotenz in humanen embryonalen Stammzellen. Dabei hilft 

es ihnen ihr Differenzierungspotential beizubehalten. Eine Unterdrückung von 

SOX2 in diesen Zellen führt zu einem Verlust des undifferenzierten Stammzell-

status und einer verringerten Expression zahlreicher entscheidender Stamm-

zellfaktoren [60]. SOX2 ist gemeinsam mit anderen embryonalen Stammzellfak-

toren, wie Nanog und Oct3/4, außerdem an der Umwandlung adulter Zellen in 

induzierte pluripotente Stammzellen (IPS) beteiligt [61]. 

SOX2 ist jedoch in den Keimzellen der frühen embryonalen Gonaden bis zu 

den vollständig entwickelten Testes und Ovarien von Erwachsenen nicht zu 

finden [62]. 

 

Ziele dieser Arbeit 

Bisher weiß man wenig über die Rolle von SOX2 in der Pathogenese des Ova-

rialkarzinoms. Es ist lediglich die Tatsache bekannt, dass genau derjenige 

Chromosomenabschnitt, der das SOX2 Gen trägt, bei der histologischen Grup-

pe der serösen Ovarialkarzinome in vielen Fällen amplifiziert ist [36, 37]. Dieser 

Unterschied im Auftreten von SOX2 in den verschiedenen Tumorgruppen recht-

fertigt weitere Untersuchungen, die diesen Zusammenhang genauer betrach-

ten. 

Bei Aufnahme der eigenen Untersuchungen im April 2009 waren noch keine 

Untersuchungen an Ovarialkarzinomen zum nukleären SOX2 Expressions-

status veröffentlicht. Somit war es das Hauptziel dieser Arbeit die nukleäre Ex-

pression des SOX2 Proteins in einem Patientenkollektiv, das sich aus den ver-

schiedenen histologischen Typen der Ovarialkarzinome zusammensetzt, zu 

untersuchen.  
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Dazu wurde ein Gewebe Microarray (TMA) erstellt, der das gesamte Patienten-

kollektiv auf wenigen Paraffinblöcken zusammenfasst. Anschließend wurde das 

in Paraffin eingebettete Gewebe mittels Immunhistochemie auf seine SOX2 

Expression untersucht. Abschließend erfolgte die Korrelation dieser Ergebnisse 

mit den klinisch-pathologischen Daten und dem klinischen Outcome.  

Weiterhin wurde der Zusammenhang zwischen SOX2 Expression und der Amp-

lifikation des SOX2 Gens mithilfe einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs- 

(FISH) Analyse untersucht. 
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2 Material und Methoden 

Kollektiv 

Es wurde retrospektiv eine Datenbank von 230 Patientinnen erstellt, bei denen 

in den Jahren zwischen 2000 und 2008 konsekutiv die Diagnose eines Ovarial-

karzinoms gestellt wurde und die daraufhin an der Universitäts-Frauenklinik Tü-

bingen behandelt wurden. Alle Patientinnen unterzogen sich einer chirurgischen 

Behandlung und erhielten, falls angezeigt, eine Platin enthaltende Chemothera-

pie, die auf den aktuellen Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische 

Onkologie (AGO) basiert (www.ago-online.de) [7].  

Stadium Therapie nach AGO-Leitlinien 

FIGO IA, Grad 1 
Rein operative Therapie (optimal R0-Resektion) 

wenn möglich fertilitätserhaltend 

FIGO I-IIA  

(ohne IA,G1) 

Operative Therapie (optimal R0-Resektion) 

Adjuvante platinhaltige Chemotherapie, 

 6 Zyklen 

FIGO IIB-IV 

Operative Therapie (optimal R0-Resektion) 

Adjuvante platin- und taxanhaltige  Chemotherapie, 

 6 Zyklen 

Tabelle 1: Therapieempfehlungen für die Behandlung des Ovarialkarzinoms basierend auf den 
aktuellen Leitlinien der AGO [7]. 

 

Die weiteren Verlaufsdaten dieser Patientinnen wurden von der Patientenregist-

rierung des Tübinger Krebszentrums erfasst. 
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Alle histologischen Schnitte zu diesen Fällen wurden aus dem Archiv des pa-

thologischen Instituts bezogen und von einer Pathologin mit Zusatzausbildung 

im Bereich der Gynäkopathologie (A.S.) überprüft. Für jede Patientin wurden 

histologischer Typ und Grad des jeweiligen Tumors erfasst.  

Letztendlich konnten von 215 (92.5%) Patientinnen entsprechende Paraffinblö-

cke gefunden werden, die sich zur Erstellung eines Gewebe Microarrays (TMA) 

eigneten. Darunter waren 154 seröse, 39 endometrioide, 11 klarzellige, 5 muzi-

nöse und 6 transitionalzellige Karzinome vertreten (Abbildung 1). 152 (70.7%) 

Tumore befanden sich zum Diagnosezeitpunkt in Stadium FIGO III und somit in 

einem fortgeschrittenen Stadium. 130 (60.5%) Tumore waren mit Differenzie-

rungsgrad drei schlecht differenziert, 62 (28.4%) mäßig und 18 (8.4%) gut diffe-

renziert. Weiterhin fanden sich auch 5 Borderline Tumore im Kollektiv. 66 

(30.7%) Tumore präsentierten sich initital mit dem Lymphknotenstatus N0, d.h. 

ohne einen Befall der Lymphknoten. Bei 93 (43.3%) Karzinomen waren auch 

die Lymphknoten tumorinfiltiert (N1) (Tabelle 2). 
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Studienkollektivs aufgeschlüsselt nach histologischem Typ und den klinisch-pathologischen Parametern Tumorsta-
dium, Tumorgrad und Lymphknotenstatus (LK-Status).* Bei 2 Fällen waren keine Angaben über das Tumorstadium verfügbar. 

 

Klinisch-
pathologische 
Parameter 

Serös Endometrioid Klarzellig Transitionalzellig Muzinös Gesamt 

 N % N % N % N % N % N % 

Total 154 (71.6) 39 (18.1) 11 (5.1) 6 (2.8) 5 (2.3) 215 (100) 

Tumor Stadium*             

I 8 (5.2) 15 (38.5) 4 (36.4)   4 (80) 31 (14.4) 

II 22 (14.4) 7 (17.9) 1 (9.1)     30 (14.0) 

III 123 (80.4)   17 (43.6) 6 (54.5) 5 (80) 1 (20) 152 (70.7) 

Tumor Grad             

BL 5 (3.2)         5 (2.3) 

G1 3 (1.9) 11 (28.2)     4 (80) 18 (8.4) 

G2 44 (28.6) 17 (43.6)     1 (20) 62 (28.8) 

G3 102 (66.2) 11 (28.2) 11 (100) 6 (100)   130 (60.5) 

LK-Status             

N0 27 (17.5) 27 (69.2) 7 (63.6) 3 (50) 2 (40) 66 (30.7) 

N1 81 (37.7) 9 (23.1)     3 (60) 93 (43.3) 
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Abbildung 1: Verteilung der histologischen Typen im Gesamtkollektiv 

 

Erstellung des Gewebe-Mikroarrays (TMA) 

Von den Blöcken mit in Paraffin eingebettetem Gewebe der Ovarialkarzinome, 

wurden Schnitte mit einer Dicke von 4 µm angefertigt und auf Objektträger auf-

gezogen. Anschließend wurden sie mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Danach 

wurden die Schnitte erneut durchgesehen. Dabei wurden Tumorareale markiert, 

in denen mindestens 70% der Zellen Tumorzellen waren. Bei der Durchsicht 

der Schnitte wurden außerdem Bereiche markiert, in denen sich normales 

Ovar- und Tubengewebe fand. Die entsprechenden Gewebeproben dieser Be-

reiche sollten später als Kontrollen dienen.  

Aus den entsprechenden Bereichen der zugehörigen Paraffintumorblöcke wur-

den mit einem halbautomatischen Gewebearray Instrument (Beecher Instru-

ments Sun Prairie, WI, USA) Gewebsstanzen mit einem Durchmesser von 0,6 

mm entnommen. Diese wurden anschließend in Paraffinempfängerblöcke ein-

gefügt.  

Für jeden Fall wurden mindestens drei repräsentative Tumorproben aus den 

Paraffinblöcken entnommen. Von Fällen mit bilateralem Karzinom oder mehr 

als zwei Tumorblöcken bei einseitigen Tumoren wurden je drei Stanzen aus 

72% 

18% 

5% 
3% 2% 

serös

endometrioid

klarzellig

transitionalzellig

muzinös
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zwei Paraffinblöcken entnommen, sodass diese mit insgesamt sechs Proben 

auf dem Array vertreten sind. Schließlich wurden von diesen neu entstandenen 

Empfängerblöcken 4 µm dicke Schnitte gemacht, welche dann auf superfrost-

Objektträger aufgezogen wurden (Abbildung 2). 
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Spenderblöcke 

 

Tissue Microarray 

Abbildung 2: Der Weg vom Paraffinblock über den Gewebe Microarray bis zum histologischen 
Schnitt [63]. Oben: Gewebestanzen, die aus den Spenderblöcken entnommen wurden, werden 
in den Empfängerblock eingebracht und so zu einem Gewebe Microarray zusammengefasst. 
Unten: Die vom Empfängerblock angefertigten Schnittpräparate machen anschließend die 
gleichzeitige Beurteilung einer großen Anzahl an Tumoren möglich.                                                     

 

Schnittpräparat 

 

 

 

Gefärbte Schnittpräparate 
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Immunhistochemie 

2.1.1 Allgemeine Immunhistochemie 

Die immunhistochemische Färbung beruht auf einer Antikörper-Antigenreaktion 

eines spezifischen Antikörpers gegen das Protein, welches dargestellt werden 

soll (Abbildung 3). Dabei wurde für diese Arbeit die LAB (engl.: labeled avidin-

biotin) Technik angewandt [64]: Im ersten Schritt der Färbung wird ein Pri-

märantikörper mit hoher Affinität und Spezifität an das gesuchte Antigen gekop-

pelt. Anschließend erfolgt die Bindung eines biotinylierten Sekundärantikörpers. 

Gibt man im weiteren Verlauf mit dem Enzym Peroxidase markiertes Avidin da-

zu, bindet dieses aufgrund der hohen chemischen Affinität an das Biotin am 

Sekundärantikörper. Durch die Zugabe eines Wasserstoffperoxid-Chromogen-

Komplexes und die Spaltung des Wasserstoffperoxid (H2O2) durch die Peroxi-

dase zu H2O+O2 wird das Chromogen oxidiert und lagert sich als brauner Farb-

stoff an den gesamten Komplex an, sodass die Existenz des gesuchten Anti-

gens letztendlich sichtbar wird [64]. Für diese Arbeit wurde der Farbstoff Diami-

nobenzidin als Chromogen verwendet. 

Die Färbungen wurden mit dem vollautomatischen Immunfärbungssystem 

Ventana Discovery durchgeführt. Die Reagenzien waren von selbiger Firma 

(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA).  
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Abbildung 3: Prinzip der Immunhistochemie (frei nach Guesdon et al. [64]): Der Primärantikör-
per koppelt an das gesuchte Antigen. Anschließend erfolgt die Bindung des biotinylierten Se-
kundärantikörpers. Mit Peroxidase markiertes Avidin bindet an das Biotin. Ein zugegebener 
H2O2-Chromogen-Komplex wird durch die Peroxidase gespaltet und das Chromogen oxidiert. 
Dieses lagert sich als brauner Farbstoff an den gesamten Komplex an, sodass das gesuchte 
Antigen sichtbar wird. 

 

2.1.2 Immunhistochemische Färbung für SOX2 

Zu allererst wurden die Schnitte, die von den Paraffinblöcken gemacht und auf  

superfrost-Objektträger aufgezogen wurden, mit einem anorganischen Puffer 

entparaffinisiert. Die Vorbehandlung wurde mittels eines EDTA-basierten Puf-

fers mit pH 8,4 durchgeführt. Da die Zielantigene durch die Fixierung im Paraffin 

durch Proteinstrukturen verlegt und so für den Primärantikörper maskiert sein 

können, wurde zu Anfang eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung (HIER) 

durchgeführt. Auf diese Weise wird das Antigen freigelegt, sodass der Pri-

märantikörper daran binden kann.  

Beim anschließend applizierten Antikörper handelte es sich um einen polyklo-

nalen anti-humanen SOX2 Antikörper (AF 2018), der aus Ziegenserum gewon-

nen wird (Fa. R&D Systems, Verdünnung 1:40 in Ventana Verdünnungspuffer). 

Zur Detektion des Antigen-Antikörper Komplexes kam ein anti-Ziegen Sekun-

därantikörper zum Einsatz, welcher mit Diaminobenzidin markiert ist und durch 
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eine Reaktion mit Meerrettich Peroxidase sichtbar gemacht wird (DABMap Kit 

Ventana). Um das umliegende, nicht markierte Gewebe sichtbar zu machen, 

wurden die Schnitte mit Hämatoxylin und Bluing Reagent gegengefärbt und 

gewaschen. Die anschließende Dehydrierung erfolgte mit einer aufsteigenden 

Alkoholreihe (40%, 70%, 90%). Abschließend wurden die Schnitte mit dem Ein-

deckmedium Cytoseal abgedeckt. 

 

2.1.3 Auswertung der Immunhistochemie 

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen wurden mithilfe eines 

semiquantitativen Punktesystems ausgewertet, welches die relative Anzahl an 

angefärbten Zellkernen bewertet. War kein einziger Kern angefärbt, der Fall 

also komplett negativ war, wurde die Punktzahl 0 vergeben. Waren 0-10% der 

Kerne positiv, bekam der Fall die Punktzahl 1. Bei einem Prozentsatz von 10-

50% positiver Kerne wurde die Punktzahl 2 und bei >50% positiver Kerne die 

Punktzahl 3 vergeben.  

Score % SOX2 positive Zellen 

Score 0 0 (negativ) 

Score 1 >0 und <10 

Score 2 ≥10 und <50 

Score 3 ≥50  

Tabelle 3: Punktesystem zur Bewertung der immunhistochemischen Färbung für SOX2 Protein. 

 

Zur Auswertung wurden alle Fälle herangezogen, von denen nach immunhisto-

chemischer Färbung mindestens eine Gewebsstanze beurteilbar war. Die Beur-

teilung wurde von zwei Personen unabhängig voneinander durchgeführt (A.S., 

D.P.), wobei eine dieser Personen eine erfahrene Gynäkopathologin war. Die-
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ses Punktesystem gilt als etabliert und wurde bereits ausführlich beschrieben 

[65].  

 

Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)  

2.1.4 FISH allgemein 

Die FISH Methode wurde erstmals 1969 beschrieben [66]. Dabei handelt es 

sich um ein Verfahren, mit dem man auf chromosomaler Ebene bestimmte Nuk-

leinsäuresequenzen im Erbmaterial nachweisen kann. Man macht sich die Ei-

genschaften der DNA zunutze, welche bei normalen Bedingungen in hybridi-

sierter Doppelstrang-Formation vorliegt, jedoch bei hohen Temperaturen zu 

zwei Einzelsträngen denaturiert. Diese Stränge lassen sich bei Absenken unter 

den Schmelzpunkt erneut hybridisieren. Dann kann man neue Sonden in die 

Reaktion einbringen, welche die zur gesuchten Nukleinsäuresequenz homologe 

Basenabfolge besitzen.  

Bei der direkten FISH sind diese Sonden wiederum mit einem Fluoreszenz-

Farbstoff markiert und können direkt im Anschluss an den Hybridisierungsvor-

gang mit einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. 

Die indirekte FISH führt über Stoffe wie Biotin oder Digoxigenin. Diese sind an 

die Sonde gekoppelt und werden erst nach Hybridisierung über an Antikörper 

gebundene Fluoreszenz-Farbstoffe sichtbar gemacht. 

Um Deletionen, Translokationen oder Amplifikationen von speziellen Bereichen 

in der DNA aufzuspüren, werden sogenannte lokusspezifische Sonden einge-

setzt, die die Sequenz eines bestimmten Gens oder eines Genabschnitts ent-

halten und im Hybridisierungsschritt an diese binden.  
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2.1.5 FISH für SOX2 

Für die Beurteilung des SOX2 Amplifikationsstatus auf chromosomaler Ebene 

wurde eine zwei-Farben-Interphase-FISH durchgeführt, wie schon zuvor von 

Bass et al. [39] beschrieben.  

Die Zielsonde, welche mit der DNA am Locus 3q26.33 (zugrundeliegender BAC 

clone CTD-2348H10) hybridisiert, wurde hinzugefügt um die Anzahl an SOX2 

Kopien zu erfassen. Verglichen wurde mit einer Referenzsonde, die den Be-

reich um die Region 3p22.3 - 3p22.2 (zugrundeliegender BAC clone RP11-

286G5) abdeckt. Beide Sonden stammen von der Firma Life Technologies (Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA; ehemals Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA).  

Bei einer Temperatur von 73°C wurden die Sonden für 5 Minuten denaturiert. 

Die Schnitte vom Gewebe Microarray und die BAC Sonden wurden für 3 Minu-

ten bei 94°C kodenaturiert. Über Nacht fand bei 37°C die Hybridisierung statt. 

Die folgende Waschung erfolgte 5 Minuten lang mit 2xSSC Puffer.  

Die Zielsonde wurde mit Biotin markiert, welches später mithilfe eines Strep-

tavidin-konjugierten roten Fluorochroms (SAV-ALEXA Fluor-594, Life Techno-

logies) detektiert wurde. Die Referenzsonde wurde mit Digoxigenin gekenn-

zeichnet, welches in der Folge via eines anti-Digoxigenin-konjugierten grünen 

Fluorochroms (FITC, Roche, Basel, Schweiz) aufgespürt wurde. Demzufolge 

entsprechen die roten Signale der SOX2 Zielregion, die grünen der Referenzre-

gion. 

Im Folgenden das detaillierte FISH Protokoll: 

1. Tag  

Vorbehandlung 

 Entparaffinierung 

 1. „Aging“ bei 60°C für 1 Stunde 

 2. 3 x Xylene 10 min 
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3. 100% EtOH 2x2 min 

4. Lufttrocknung 

Freilegen der Zellkerne 

5. Tränken der Schnitte in 100mM Tris/ 50mM EDTA pH 7.0 

- 15 min Inkubieren bei 92.8°C (im Wasserbad) 

6. Spülen mit PBS (phosphate buffered saline) 

 7. Pepsinverdau mit 300 µl Digest All III, Pepsin 1:2 

- 14 min bei 37°C 

 8. Spülen mit PBS  

 9. Dehydrierung in EtOH 70%, 85%, 95%, 100%  

- Jeweils 2 min bei Raumtemperatur 

 10. Lufttrocknen 

Sondenvorbereitung 

 1. 45,5µl HB (Hybridisierungspuffer)  

   + 15µl of Cot-1 (Human Cot-1)  

   + 22,5µl von Bio-Sonde (Biotin markiert)  

   + 15 µl von Dig-Sonde (Digoxigenin markiert) 

- Denaturierung für 5 min bei 73°C 

Hybridisierung 

 1. Zugeben von 25µl Sondenlösung für 21 x 26mm Deckglas Grö-

ße 

2. Versiegelung mit Gummi Zement Ecken (Fixogum) um Gewe-

beaustrocknung zu vermeiden 

3. Einbringen in ThermoBrite 

4. Denaturierung für 3 min bei 94°C 

5. Hybridisierung über Nacht bei 37°C  

 

2. Tag 

 

Post-Hybridisierungs-Waschung 

 1. Tränken der Schnitte in 2x SSC für einige Minuten bei Raum-

temperatur 

2. Ablösen der Deckgläser 
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3. Inkubation für 6 min bei 75°C 

Detektion 

 1. Tränken der Schnitte in 0.5x SSC für 3 x 2min 

 2. CAS-Block (enthält 10% normales Ziegenserum)  bei RT für 

10min 

 3. FITC-anti-Dig/594 SAV 1:400 Verdünunng in CAS Block bei 1h 

 4. Tränken der Schnitte in 0.5x SSC bei RT für 3 x 2min 

DAPI Markierung 

 1. Kerngegenfärbung und Eindeckung der Präparate mit Eindeck-

medium DAPI bei Raumtemperatur 

 

2.1.6 Auswertung der FISH 

Der SOX2 Amplifikationsstatus wurde auf semiquantitative Weise beurteilt. Da-

bei wurde die Anzahl der roten Signale (= SOX2 Zielregion) mit der Anzahl der 

grünen Signale (= Referenzregion) verglichen. In normalen Kernen, deren 

Chromosome keine Amplifikation aufweisen, kann für jedes rote Signal ein ent-

sprechendes grünes Signal gefunden werden, d.h. in einem Verhältnis von 1:1.  

Fälle, in denen 30% der Gewebsproben eine Anzahl von roten Signalen aufwie-

sen, die die Anzahl an grünen Signalen um das 2-9 fache überstieg, wurden als 

positive Amplifikation beurteilt (vgl. Abbildungen 8 und 9 im Ergebnisteil).  

Diese Analyse wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss (Zeiss, 

Jena, Deutschland) unter einem 63-fachen Ölimmersionsobjektiv durchgeführt. 

Das Mikroskop ist mit passenden Filtern, einer Digitalkamera und der FISH 

Bildgebungs- und Erfassungsoftware Metafer 4 (Metasystems, Altussheim, 

Deutschland) ausgestattet.  

Pro Fall wurden mindestens 100 Kerne beurteilt um den Amplifikationsstatus 

anschließend von einem erfahrenen Untersucher (V.S.) ermitteln lassen zu 

können. Da über den Amplifikationsstatus der serösen Ovarialkarzinome bereits 

richtungsweisende Ergebnisse aus vorhergehenden Untersuchungen vorliegen, 
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und diese mit 154 Fällen die größte homogene Gruppe des Kollektivs darstellt, 

wurden ausschließlich diese Fälle in der FISH auf ihren Amplifikationsstatus hin 

untersucht [36]. Unter diesen 154 serösen Karzinomen fanden sich 15 Fälle, die 

nicht beurteilt werden konnten. Gründe hierfür waren insuffiziente Hybridisie-

rung beim Färbungsvorgang oder ein Mangel an Zielgewebe. 

 

Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse der immunhistochemi-

schen und FISH Untersuchung in Untergruppen analysiert und mit den klini-

schen Daten, den histologischen Subtypen und dem Grad verglichen.  

Je nach Eignung wurden der Chi-Quadrat- oder der exakte Fisher-Test ange-

wandt. Mithilfe der Kaplan-Meier-Methode wurden Kurven für das Gesamtüber-

leben erstellt und mittels des Log-Rank-Tests verglichen.  

Für alle Tests galt ein statistisches Signifikanzniveau von 5%. Die statistische 

Auswertung erfolgte unter Verwendung der SPSS Software (SPSS Inc, Chica-

go, IL, USA).  

Das Studienvorhaben wurde durch die Ethikkommission des Universitätsklini-

kums Tübingen bewilligt (ref. 307/2006). 
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3 Ergebnisse 

SOX2 Expressionsstatus im Kollektiv 

Die Untersuchungen ergaben, dass die Mehrheit der im Kollektiv befindlichen 

Ovarialkarzinome eine positive nukleäre Färbung für SOX2 aufweist. 

Insgesamt konnten wir in 130 von 215 Fällen (60.5%) auf dem Gewebearray 

mindestens eine Tumorzelle nachweisen, die eine positive nukleäre Färbung für 

SOX2 zeigt. Es konnten alle Fälle beurteilt werden. Die folgende Tabelle (Ta-

belle 4) zeigt die Verteilung der immunhistochemischen Scores innerhalb der 

histologischen Typen. 
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Tabelle 4: Ergebnisse der immunhistochemischen Färbung auf SOX2 

 

 

Histologischer 
Subtyp 

Gesamt SOX2 negativ SOX2 positiv Score 1 Score 2 Score 3 

 N N % N % N % N % N % 

Serös 154 57 (37.0) 97 (63.0) 60 (39.0) 16 (10.4) 21 (13.6) 

Endometrioid 39 16 (41.0) 23 (59.0) 13 (33.3) 5 (12.8) 5 (12.8) 

Klarzellig 11 6 (54.5) 5 (45.5) 1 (9.1) 2 (18.2) 2 (18.2) 

Muzinös 5 4 (80.0) 1 (20.0) 0 (0.0 ) 0 (0.0) 1 (20.0) 

Transitionalzellig 6 2 (33.3) 4 (66.7) 4 (66.7) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Gesamt 215 85  130  78  23  29  
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Abbildung 4A-D: Immunhistochemische Färbung auf SOX2 Expression an serösen high-grade 
Ovarialkarzinomen (200-fache Vergrößerung). Abbildung 4A: SOX2 Expressionsscore 0 in 
diesem Tumor; keine nukleäre SOX2 Expression. 

 

Abbildung 4B: Score 1: Weniger als 10% der Tumorzellen zeigen eine mäßige bis starke nuk-
leäre Anfärbung für SOX2.  



 Ergebnisse 

 

 27 

 

 

Abbildung 4C: Score 2: 10%-50% der Tumorzellen zeigen eine mäßige bis starke nukleäre 
Anfärbung für SOX2. 

 

Abbildung 4D: Score 3: Die Mehrheit der Tumorzellen, d.h. >50% zeigen eine mäßige bis star-
ke nukleäre Färbung für SOX2.  
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3.1.1 SOX2 und histologischer Typ 

Zwischen den verschiedenen histologischen Typen ergibt sich kein signifikanter 

Unterschied in der SOX2 Expression. So lassen sich bei den serösen Karzino-

men in 64,4%, bei den endometrioiden in 59% und bei den klarzelligen in 45,5% 

der Fälle SOX2 positive Tumorzellen nachweisen. Bei den seltenen histologi-

schen Typen zeigt sich bei den muzinösen Tumoren einer von fünf Fällen posi-

tiv (20%), bei den transitionalzelligen sind es vier von sechs (66.7%) (Abbildung 

5, Tabelle 4).  

Der p-Wert von 0.236 im Chi-Quadrat-Test zeigt, dass kein signifikanter Zu-

sammenhang zwischen histologischem Typ und der SOX2 Proteinexpression 

besteht. 

 

Abbildung 5: Prozentsatz der immunhistochemisch SOX2 positiven Tumoren jeder histologi-
schen Gruppe. Dabei ergibt sich kein siginifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 
histologischen Typen (p=0.236 im Chi-Quadrat-Test). 
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3.1.2 SOX2 und Tumorstadium 

Bei der Betrachtung von SOX2 und FIGO Tumorstadium ergab sich, dass ein 

positiver Zusammenhang zwischen SOX2 Expression und fortgeschrittenem 

Tumorstadium besteht.   

Im FIGO Stadium I waren 41,4% der Fälle positiv. Bei den Stadien II-IV waren 

es 60,6%. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p=0,023).  

Somit besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen fortschreitendem Tu-

morstadium und zunehmender SOX2 Expression (Abbildung 6, Tabelle 5). 

 

 

Abbildung 6: Prozentsatz immunhistochemisch SOX2 positiver Tumoren niedriger (FIGO I) 
und hoher (FIGO II-IV) Tumorstadien. Dabei ergibt sich ein siginifikanter Unterschied zwischen 
niedrigen und fortgeschrittenen FIGO Stadien. 
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3.1.3 SOX2 und Tumorgrad 

Auffallend ist, dass die SOX2 Expression positiv mit dem Tumorgrad korreliert. 

D.h. die SOX2 Expression ist in weniger differenzierten Tumoren häufiger.  

Insgesamt sind 41,2% der Fälle mit Differenzierungsgrad Grad 1 positiv für 

SOX2, bei Grad 3 sind es schon 68,2%. Dieser Unterschied war im Chi-

Quadrat-Test statistisch signifikant mit einem p-Wert von 0,001 (Abbildung 7,  

Tabelle 6). 

 

 

Abbildung 7: Prozentsatz immunhistochemisch SOX2 positiver Tumoren der verschiedenen 
Differenzierungsgrade. Je geringer der Differenzierungsgrad eines Tumors ist, desto höher ist 
der Anteil an SOX2 positiven Tumorzellen. Dieser Zusammenhang ist im Chi-Quadrat-Test 
signifikant mit einem p-Wert von 0.001. 
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Tabelle 5: SOX2 in Ovarialkarzinomen des Kollektivs, aufgeschlüsselt nach Tumorstadium, 
histologischen Subtypen und Tumorgrad; N = Anzahl, n.s. = nicht signifikant, BL=Borderline 

 

SOX2 Amplifikationsstatus der serösen Karzinome 

Mittels FISH Untersuchung wurde die größte Gruppe des Kollektivs, die serö-

sen high-grade Ovarialkarzinome auf Genamplifikationen untersucht. Die Ziel-

region der Untersuchung war der Locus um 3q26.33. In dieser Region liegt das 

Gen, das für das SOX2 Protein kodiert.  

Für insgesamt 146 von 167 Fällen (87,4%) auf dem Gewebearray ergaben sich 

beurteilbare Ergebnisse. Insgesamt zeigten 21,2%, d.h. 31 von 146 Fällen eine 

Amplifikation für SOX2. Obwohl es keinen Unterschied zwischen den Tumoren 

mit hoher oder niedriger SOX2 Proteinexpression gab, war ein Trend hin zu 

Klinisch-pathologische 
Parameter 

SOX2 negativ SOX2 positiv (>0%) p-Wert 

Tumorstadium N % N %  

    I   17 (58.6) 12 (41.4) 
0.023 

    II-IV 63 (35.2) 116 (64.8) 

Histologischer Subtyp      

    Serös 53 (35.6) 96 (64.4) 

n.s. 

    Endometrioid    16 (41) 23 (59) 

    Klarzellig 6 (54.5) 5 (45.5) 

    Muzinös 4 (80) 1 (20) 

    Transitionalzellig  2 (33.3) 4 (66.7) 

Tumorgrad      

    BL 4 (80) 1 (20) 

0.001 
    G1 10 (58.8) 7 (41.2) 

    G2 29 (47.5) 32 (52.5) 

    G3 42 (31.8) 90 (68.2) 
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einer häufigeren Amplifikation bei Tumoren mit hoher SOX2 Proteinexpression 

zu erkennen. So wiesen 23,7% der Fälle mit immunhistochemischem Score 1 

und 2 (Proteinexpressionsstärke zwischen 0 und 50%) eine Amplifikation auf. 

Bei Score 3 (Proteinexpressionsstärke >50%) waren es schon 33,3%.  

Letztendlich wies auch eine kleine Anzahl von 9% der immunhistochemisch 

SOX2 negativen Tumoren eine SOX2 Amplifikation auf. Außerdem gab es auch 

viele Tumoren mit einer hohen SOX2 Expression, mit keinerlei Hinweis auf eine 

Genamplifikation (Tabelle 6, Abbildung 8) 

 

 
 
 

SOX2 negativ 
SOX2 positiv 
(Score 1-2) 

SOX2 positiv 
(Score 3) 

Gesamt 

FISH N % N % N % N % 

Negativ   44 (83) 71 (76.3) 14 (66.7) 115 (78.8) 

Positiv 9 (17) 22 (23.7)* 7 (33.3)* 31 (21.2) 

Total 53 (100) 93 (100) 21 (100) 146 (100) 

Tabelle 6: SOX2 Amplifikationsstatus der serösen high-grade Ovarialkarzinome -  aufgeschlüs-
selt nach SOX2 Expression Score 0, Score 1-2 und Score 3 (*p-Wert = nicht signifikant im Chi-
Quadrat-Test). 
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Abbildung 8 oben und unten: Mit der FISH Methode gefärbte Schnittpräparate unter dem 
Fluoreszenz Mikroskop. Die grünen Signale bilden die Bindung der Referenzsonde an den Be-
reich um 3p22.3 - 3p22.2 ab. Die roten Signale stellen die Bindung der SOX2 Sonde an die 
Zielregion 3q26.33, den Genlokus von SOX2 dar. 
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Abbildung 9: SOX2 Amplifikationsstatus von serösen high-grade Ovarialkarzinomen untersucht 
mit FISH. Links: Tumorzellen mit normalem SOX2 Status ohne Amplifikation. Verhältnis roter 
zu grüner Signale 1:1 Rechts: Low-level Amplifikation mit einem Verhältnis roter zu grüner Sig-
nale von >2:1. 

 

Wenn man diese Ergebnisse zum Amplifikationsstatus der serösen high-grade 

Karzinome betrachtet, kann man sagen, dass eine SOX2 Genamplifikation kei-

neswegs eine notwendige Voraussetzung für die Proteinexpression ist. Da so-

wohl Tumoren SOX2 exprimieren, die keine Amplifikation von 3q26.33 aufwei-

sen, als auch andersherum Tumoren existieren, die zwar eine Amplifikation, 

jedoch keine Expression zeigen. 

Somit müssen neben chromosomalen Alterationen dieses Bereiches auch an-

dere Mechanismen dazu führen, dass das SOX2 Protein in Ovarial-

karzinomzellen exprimiert wird. 
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SOX2 Expression und Überlebensdaten 

Der Zusammenhang zwischen SOX2 Expression und Überleben wurde für die 

serösen high-grade Karzinome (Grad 2 und 3) in den fortgeschrittenen FIGO 

Stadien II-IV analysiert. Diese Gruppe stellte die größte homogene Untergruppe 

der Studie dar.  

 

3.1.4 SOX2 positive seröse high-grade Karzinome haben eine signi-

fikant bessere Prognose 

Die Analyse ergab, dass Tumoren, die zur Gruppe der serösen high-grade Ova-

rialkarzinome gehören, mit SOX2 Expression eine signifikant bessere Prognose 

haben. Dieser Unterschied ergab sich auch für Tumoren mit dem geringsten 

Maß an SOX2 Expression, d.h. auch für Karzinome ab Score 1 und mehr, also 

insgesamt für eine Proteinexpression in >0% der Tumorzellen.  

All diese Tumoren wiesen einen Trend zu einem längeren Gesamtüberleben 

auf. Im Median ergaben sich 39 vs. 25 Monate (p = 0.062). 

Außerdem zeigten sie ein günstigeres krankheitsfreies Intervall, wobei sich für 

Letzteres ein signifikanter Unterschied mit 27 Monaten bei SOX2 Expression 

vs. 21 Monate ohne SOX2 Expression ergab (p=0,041) (Abbildungen 9A und 

B). 
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Abbildung 10A: Kaplan-Meier Kurve für die serösen high-grade Karzinome der fortgeschritte-
nen Stadien (FIGO II-IV) - Gesamtüberleben. Patienten mit SOX2 exprimierenden Tumoren 
zeigen einen Trend hin zu einem längeren Gesamtüberleben (Medianes Überleben 39 vs. 25 
Monate; p=0.062). 

 

Abbildung 10B: Kaplan-Meier Kurve für die serösen high-grade Karzinome der fortgeschritte-
nen Stadien (FIGO II-IV) - rezidivfreies Überleben. Fälle mit SOX2 Expression (Score 1 und 
größer) zeigen ein signifikant längeres rezidivfreies Intervall. (Medianes Überleben 27 vs. 21 
Monate; p=0.041). 
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SOX2 im Kontrollgewebe 

Neben Tumorgewebe wurde auch Normalgewebe von nicht tumorbefallenen 

Tuben und Eierstöcken in den Array eingearbeitet, das nach der Färbung als 

Negativkontrolle ebenfalls auf SOX2 Expression untersucht wurde. 

Wie erwartet, wies gesundes Eierstockgewebe keine Zellen mit positiver nukle-

ärer SOX2 Färbung auf.  

Anders war dies beim Tubengewebe. Bei der Beurteilung des gefärbten gesun-

den Tubengewebes fiel auf, dass 100% aller Tuben, die auf dem Array vertre-

ten waren positiv für SOX2 angefärbt waren. Bei genauerer Betrachtung ergab 

sich weiterhin, dass nicht alle Zellen in den Tuben, sondern ausschließlich die 

zilientragenden Zellen SOX2 exprimierten. Bei Vergleich mit dem Punktesys-

tem, der für den restlichen Array bereits angewendet wurde, ergab sich zudem, 

dass all diesen Fällen der Score 3 zugeteilt werden konnte. Das Ovargewebe, 

welches sich, wie erwartet, nicht für SOX2 anfärben ließ, diente als Kontrollge-

webe (Abbildung 10 und 11). 

Dieser zufällige Nebenbefund wird im folgenden Dikussionsteil mit Hinblick auf 

die verschiedenen Entstehungstheorien des Ovarialkarzinoms genauer betrach-

tet.  
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Abbildung 11: Tubenepithel, dessen zilienbesetzte Zellen positiv für SOX2 angefärbt sind. 
(200-fache Vergrößerung) 

 

Abbildung 12: Kontrollgewebe des Ovars, welches in der SOX2 Färbung keine positive nukleä-
re Färbung aufweist. (200-fache Vergrößerung)
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4 Diskussion 

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass der embryonale Stammzellfak-

tor SOX2 in allen verschiedenen histologischen Typen der Ovarialkarzinome 

exprimiert wird. Wie zuvor schon erwähnt, besteht ein signifikanter Zusammen-

hang zwischen einem zunehmenden SOX2 Expressionsstatus und zunehmen-

dem Tumorgrad, wenn man ein gemischtes Kollektiv verschiedener histologi-

scher Typen, aber auch die Gruppe der serösen Karzinome an sich untersucht.  

Bisher war wenig bekannt über die Rolle von SOX2 im Ovarialkarzinom. Bis 

zum jetzigen Zeitpunkt gibt es lediglich zwei Studien, die einen Zusammenhang 

zwischen SOX2 Expression und Differenzierungsgrad herstellen. Auch diese 

unterstützen das Ergebnis einer positiven Korrelation von SOX2 Expression 

und geringem Differenzierungsgrad der Karzinome [67, 68]. Nur eine dieser 

Studien untersuchte die Auswirkung auf den klinischen Verlauf und das Überle-

ben und fand ebenfalls eine Korrelation mit einer schlechteren Prognose in ei-

ner Kohorte von Ovarialkarzinomen verschiedener histologischer Typen [68]. 

Der Hauptunterschied zur Arbeit von Ye et al. [67] besteht darin, dass ein ande-

rer Antikörper benutzt wurde und dass auch eine zytoplasmatische, und nicht 

nur die nukleäre Färbung gewertet wurde. Dies erklärt auch, warum die Autoren 

einen Prozentsatz von 80% für SOX2 positive Fälle fanden, welcher deutlich 

höher liegt, als der dieser Arbeit (60.5%). Der Untersuchung der nukleären 

SOX2 Expression, so wie sie in dieser Arbeit vorgenommen wurde kommt je-

doch eine entscheidende Bedeutung zu, weil gerade die Expression im Nukleus 

bestimmt, ob eine Zelle ihren pluripotenten Status beibehält [69]. 

In der zweiten Studie zum Zusammenhang zwischen SOX2 und Ovarialkarzi-

nomen wurde ebenfalls die nukleäre Färbung gewertet [68]. Es wurde mit 15% 

SOX2 positiver Fälle ein deutlich niedrigerer Prozentsatz gefunden. Die Arbeit 

von Zhang et al. bestätigt die Ergebnisse dieser Arbeit, indem sie ebenfalls eine 

positive Korrelation von SOX2 Expression mit geringerem Differenzierungsgrad 

und zunehmendem Tumorstadium aufzeigt [68].  
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Beim Mammakarzinom wurde die SOX2 Proteinexpression bisher v.a. in 

schlecht differenzierten Tumoren und in Tumoren mit Basal-Zell-Phänotyp 

nachgewiesen, welcher als undifferenziert und „stammzellartig“ gilt. Dabei wird 

SOX2 verdächtigt wesentlich zur Ausprägung dieses prognostisch ungünstige-

ren Tumortyps beizutragen [70]. 

In Mammakarzinomen vom schlecht-differenzierten und Basalzell-Typ wurde 

außerdem die Hochregulierung von SOX2 abhängigen Zielgenen beobachtet 

[71]. In einer dieser vorhergehenden Untersuchungen an hauptsächlich Hor-

monrezeptor positiven Mammakarzinomen wurde eine höhere SOX2 Expressi-

on bei Fällen mit Lymphknotenmetastasen beobachtet [65]. 

Zum besseren Verständnis der Mechanismen der SOX2 Regulation sollte die 

FISH Analyse für das SOX2 Gen beitragen. Dabei fanden sich mehr Fälle mit 

Amplifikation unter den stark-exprimierenden Tumoren, als unter den schwach 

exprimierenden. Dieses Ergebnis fand sich auch in vorhergehenden Studien, 

welche zeigten, dass 0% der serösen low-grade und Borderline Tumoren, aber 

40,8% der high-grade Karzinome eine Amplifikation der Region 3q aufweisen, 

dem Genlocus für das SOX2 Protein [36].  

Weiterhin zeigte sich, dass eine starke Proteinexpression auch in Abwesenheit 

einer nachweisbaren Genamplifikation möglich ist und es außerdem auch Fälle 

gibt, die eine Genamplifikation aufweisen, ohne das SOX2 Protein zu exprimie-

ren. Daraus kann man schließen, dass es neben der Genamplifikation auch 

noch andere davon unabhängige Mechanismen der Regulation geben muss. 

Der Zusammenhang zwischen SOX2 Expression und einer möglichen Genamp-

lifikation auf Chromosom 3q26 wurde vormals in Untersuchungen am Adeno-

karzinom der Lunge [40] und im Plattenepithelkarzinom verschiedenen histolo-

gischen Ursprungs [39, 41] beschrieben, welche die hier resultierenden Daten 

bestätigen. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen ergaben jene Stu-

dien einen positiven Zusammenhang zwischen SOX2 Genamplifikation und 

SOX2 Proteinexpression. Jedoch wurden auch viele SOX2 positive Fälle ge-
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funden, die keine Amplifikation aufwiesen und so die Existenz anderer Regula-

tionsmechanismen suggerieren.  

Eine Möglichkeit scheint die Abhängigkeit von anderen gewebsspezifischen 

Kofaktoren zu sein. Diese Annahme scheint naheliegend, wenn man sich die 

Ergebnisse von Überlebensanalysen anderer Studien anschaut. Diese zeigen 

einerseits, dass Patienten mit SOX2 exprimierenden Adenokarzinomen der 

Lunge eine schlechtere Prognose als Patienten mit SOX2 negativen Adenokar-

zinomen haben [40, 42]. Andererseits zeigten Patienten mit SOX2 experimie-

renden Plattenepithelkarzinomen der Lunge ein längeres, und solche die SOX2 

negativ waren ein kürzeres Überleben [37]. 

Diese Ergebnisse sind konsistent mit denen unserer Untersuchungen. Sie zei-

gen, dass auch high-grade Ovarialkarzinome mit dem geringsten Maß an SOX2 

Expression eine geringfügig bessere Prognose mit längerem rezidiv-freien 

Überleben aufweisen. 

Die bereits erwähnte Studie von Zhang et al. zeigt jedoch keinerlei Einfluss von 

SOX2 Proteinexpression auf das Gesamtüberleben. Jedoch belegen die Er-

gebnisse, dass das rezidiv-freie Überleben bei solchen Patientinnen kürzer ist, 

die einen SOX2 positiven Tumor hatten. Somit zeigt sich auch hier, dass ein 

Einfluss von SOX2 Expression auf das klinische Outcome vorhanden ist [68]. 

Im  Unterschied zu der vorliegenden  Arbeit wurde jedoch ein gemischtes  Kol-

lektiv von Ovarialkarzinomen mit unterschiedlicher Histologie und Ausgangs-

stadium untersucht. In der multivariaten Analyse war der Einfluss von SOX2 auf 

das  Überleben dann nicht mehr signifikant.   

Im Gegensatz dazu zeigt unsere Analyse, dass die Expression des Stammzell-

faktors in der Gruppe der serösen high-grade Karzinome sowohl mit einem län-

geren Gesamtüberleben, als auch mit einem längeren rezidiv-freien Intervall 

verbunden ist. 

Ein möglicher Mechanismus der SOX2 Regulation wurde kürzlich identifiziert: 

der Transkriptionsfaktor Dachshund1, der die Expression von SOX2 und Na-
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nog, einem weiteren embryonalen Stammzellfaktor über die Unterdrückung ih-

rer Promotorregion reguliert [72].  

Zusätzlich wurden die ersten Zielgene von SOX2 in in-vitro Studien gefunden, 

die sich mit der Fragestellung beschäftigten, wie das SOX2 Protein auf die Dif-

ferenzierung und den Zellzyklus einwirkt. Chen et al. fanden heraus, dass 

SOX2 tiefgreifende Auswirkungen auf Gene hat, die auf die Zellproliferation 

einwirken, wie z.B. Ki67 und Cyclin D1. Dies muss in der Zukunft durch in-vivo 

Studien bestätigt werden [73].  

Außerdem zeigen vorhergehende Daten, dass es zu einer Inhibition von 

Apoptosewegen kommt, wenn SOX2 in SOX2 negativen Ovarialkarzinomzellli-

nien überexprimiert wird (Lengerke et al., persönliche Mitteilung). 

Zu einem weiteren interessanten Ergebnis führte die Färbung von Tubengewe-

be, welches als Kontrollgewebe mit in den TMA eingearbeitet wurde. Dabei 

ergab sich, dass das Tubenepithel positiv für das SOX2 Protein gefärbt war. 

Genauer gesagt waren es diejenigen Zellen im Epithel, die zilientragend sind. 

Gemeinsam betrachtet mit den aktuell diskutierten Theorien zu den Entste-

hungswegen der Ovarialkarzinomen, die in der Einleitung bereits dargelegt 

wurden, unterstützt diese Beobachtung die Theorie, die den Ursprung für einen 

Teil der serösen high-grade Ovarialkarzinome in der Tube vermutet. 

Dies ist die erste Studie, die zeigt, dass SOX2 für einen Teil der Ovarialkarzi-

nome einen günstigen prognostischen Effekt hat. Bisher wurden nur wenige 

Stammzellmarker in klinischen Proben von Ovarialkarzinomen analysiert. ALDH 

beispielsweise wird in der Mehrzahl der Ovarialkarzinome exprimiert und ist wie 

SOX2 in unserer Studie mit einer günstigeren Prognose assoziiert [74]. 

Notch3 wurde in genomweiten Analysen als Hauptzielregion der häufig amplifi-

zierten Region 19q identifiziert [35]. Im Aszites von Patientinnen mit rezidivie-

rendem Ovarialkarzinom fand man eine erhöhte Konzentration von Notch3. 

Dieses war mit einer ungünstigeren Prognose assoziiert. Für Notch3 im Primär-

tumor ergab sich keine direkte Auswirkung auf die Prognose [75]. 
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Für diese Studie wurde ein Gewebe Microarray mit Tumoren verschiedener his-

tologischer Typen erstellt. Es wurden lediglich Fälle eingeschlossen, bei denen 

ein gut dokumentiertes klinisches Follow-up existierte. Nachfolgende Studien 

über andere Stammzellmarker an diesem Kollektiv werden zum weiteren Ver-

ständnis und zur Charakterisierung des möglichen Stamzellmarker-Phänotyps 

von Ovarialkarzinomen beitragen. Die Aussagekraft der Untersuchungen wird 

lediglich durch die geringe Repräsentation von low-grade Tumoren innerhalb 

der verschiedenen histologischen Typen im Kollektiv begrenzt. So müssen Fra-

gen, die die verschiedenen pathogenetischen Pfade betreffen zurückgestellt 

werden, bis das Kollektiv um entsprechende Fälle erweitert wurde. 

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass das 

Protein SOX2 in einer signifikanten Anzahl von Ovarialkarzinomen exprimiert 

wird und mit einer Genamplifikation einhergehen kann. Überraschenderweise 

war es mit einer besseren Prognose bei den serösen high-grade Karzinomen 

als größte Gruppe assoziiert. Diese wurden mit einer platinhaltigen Chemothe-

rapie behandelt.  

Möglicherweise können bestimmte Stammzellmarker als prädiktive Marker für 

das Ansprechen auf eine bestimmte chemotherapeutische Substanz dienen 

und somit die Therapieauswahl für Patientinnen mit Ovarialkarzinom individuell 

verbessern. Andere Marker wiederum, wie z.B. der Faktor Notch3, sind eng mit 

einem hohen Risiko für ein Tumorrezidiv assoziiert. 

In Zukunft muss eine Standardisierung  der Marker stattfinden, welche für eine 

potentielle diagnostische Anwendung geeignet sind. Anschließend kann die 

mögliche prädiktive Aussagekraft, die die Expression von Stammzellfaktoren für 

das klinische Verhalten von Tumoren haben könnte, in prospektiven Studien 

evaluiert werden. 
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5 Zusammenfassung 

Zielsetzung: Das Ovarialkarzinom ist aktuell der maligne Tumor der Frau mit 

der schlechtesten Überlebensprognose [14]. Trotz Änderung der Behandlungs-

leitlinien, hat sich die Prognose für Betroffene nur minimal verbessert. Die mo-

lekularbiologische Entschlüsselung von Pathomechanismen, die bei Tumorent-

stehung und -progredienz ursächlich beteiligt sind, ist ein wesentlicher Schritt, 

um effektivere Methoden zur Früherkennung und Therapie zu entwickeln. Die 

Entdeckung vielfältiger chromosomaler Aberrationen bei serösen high-grade 

Ovarialkarzinomen in jüngsten Studien wies den Weg zur Fragestellung der 

vorliegenden Arbeit [35-37]. Sie zeigten, dass die Region 3q26 insbesondere 

bei dieser Gruppe häufig in amplifizierter Form auftritt. Andere Studien ordneten 

diesem Gen als zugehöriges Produkt den embryonalen Stammzellfaktor SOX2 

zu und zeigten, dass er in anderen soliden Tumoren exprimiert wird [39, 40]. 

Diese Arbeit sollte Ovarialkarzinome auf eine vorhandene SOX2 Expression 

untersuchen und herausfinden, ob diese Expression auf genetischer Ebene de-

terminiert ist, welche weiteren Faktoren dazu beitragen und welche prognosti-

sche Bedeutung der SOX2 Expression zukommt.   

Material und Methoden: Durch die Erstellung eines TMA wurde ein Set von 

215 Ovarialtumoren verschiedener histologischer Typen zusammengefasst. An 

diesem Array wurde eine IHC Färbung auf SOX2 durchgeführt. Anschließend 

wurde an der größten homogenen Gruppe des Kollektivs, den serösen high-

grade Ovarialkarzinomen eine FISH Untersuchung vorgenommen, um diejeni-

gen Tumoren zu identifizieren, welche eine Amplifikation der Region 3q26 auf-

wiesen, dem SOX2 tragenden Genlokus.  

Ergebnis: Die Analysen der IHC zeigten, dass 60.5% der Ovarialkarzinome 

SOX2 exprimieren. Ein Zusammenhang zwischen Expression und histologi-

schem Typ wurde nicht gefunden. Jedoch konnte eine signifikante Zunahme 

der SOX2 Expression in höheren Tumorstadien (41.4% SOX2 positive Fälle in 

FIGO Stadium I vs. 60.6% in Stadium II-IV; p=0.023) und bei geringer differen-
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zierten Tumoren gefunden werden. (41,2% SOX2 positive Fälle mit Differenzie-

rungsgrad Grad 1 vs. 68.2% bei Grad 3; p=0,001). 

Bei der FISH Analyse zeigten 21,2% der Fälle eine Amplifikation des SOX2 

Gens. Dabei war ein Trend zu häufigerer Amplifikation bei Tumoren mit hoher 

SOX2 Proteinexpression zu erkennen (23.7% der Fälle mit IHC Score 1 und 2 

vs. 33.3%  bei Score 3). Auch unter den IHC SOX2 negativen Tumoren fand 

sich ein kleiner Teil (9%) mit SOX2 Amplifikation. Gleichwohl zeigten viele Tu-

moren mit hoher SOX2 Expression keinerlei Hinweis auf eine Genamplifikation.  

Überlebensanalysen zeigten, dass in der Gruppe der serösen high-grade Karzi-

nome eine Expression von SOX2 mit einem längeren Gesamtüberleben (39 vs. 

25 Monate (p = 0.062)) und einem signifikant längeren rezidiv-freien Intervall 

assoziiert war (27 vs. 21 Monate (p=0,041)).  

Schlussfolgerung: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Entität der 

Ovarialkarzinome zu den soliden Tumoren gehört, die den embryonalen 

Stammzellfaktor SOX2 exprimieren. Da die SOX2 tragende Region 3q26 aber 

nur bei einem Teil der Tumoren amplifiziert ist, steht fest, dass neben Genamp-

lifikation weitere Faktoren zur Expression dieses Proteins beitragen. So z.B. der 

Faktor Dachshund1, der die Expression von SOX2 und Nanog, einem weiteren 

embryonalen Stammzellfaktor über die Unterdrückung ihrer Promotorregion 

reguliert. Überraschenderweise ist die SOX2 Expression mit einer besseren 

Prognose in der größten Gruppe des Kollektivs, den serösen high-grade Karzi-

nomen assoziiert, welche mit einer platinhaltigen Chemotherapie behandelt 

wurden. Weitere Studien müssen evaluieren, welche Rolle die SOX2 Expressi-

on für den Verlauf und die Prognose von Ovarialkarzinomen  hat. 
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9 Anhang 

 FIGO Klassifikation 

 

I  Tumor begrenzt auf Ovarien 

 Ia 
Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf der 
Oberfläche des Ovars 

 Ib 
Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt, kein Tumor auf 
der Oberfläche der beiden Ovarien 

 Ic 
Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit Kapselruptur; Tu-
mor an der Ovaroberfläche oder maligne Zellen im Aszites/bei 
Peritonealspülung 

II  
Tumor befällt ein oder beide Ovarien und breitet sich im Be-
cken aus 

 IIa Ausbreitung auf und/oder Implantate Uterus und/oder Tube(n) 

 IIb Ausbreitung auf andere Beckengewebe 

 IIc 
Ausbreitung im Becken (2a oder 2b) und maligne Zellen im Aszi-
tes oder bei Peritonealspülung 

III  
Tumor befällt ein oder beide Ovarien, mit histologisch nach-
gewiesenen Peritonealmetastasen außerhalb des Beckens 
und/oder regionären Lymphknotenmetastasen 

 IIIa mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens 

 IIIb 
makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, 
größte Ausdehnung 2cm 

 IIIc 
Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, größte Ausdehnung 
> 2 cm und/oder regionäre Lymphknotenmetastasen 

IV  Fernmetastasen (Peritonealmetastasen ausgenommen) 
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