Aus der Klinik und Poliklinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe-Innenstadt der
Ludwig-Maximilians-Universitat Mlinchen

Direktor: Prof. Dr. med. Klaus Friese

Analyse von Biomarkern
- einzeln oder als Zweierkombinationen - in der praoperativen

Diagnostik von Patientinnen mit Ovarialtumoren

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat zu Midnchen

vorgelegt von

Maj Kristin Freydanck

aus Bad Hersfeld

Muinchen 2013



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Udo Jeschke

Mitberichterstatter: Priv. Doz. Dr. Michael Fiegl
Prof. Dr. med. Adelbert Roscher

Mitbetreuung durch den

promovierten Mitarbeiter: Priv. Doz. Dr. med. Christoph Scholz

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h.c. Maximilian Reiser, FACR, FRCR

Tag der mindlichen
Prufung: 10.10.2013



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

1. EINIQIUNG oo 1
1.1 OVANAIKArZINOM ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaans 1
1.1.1 EPIAemIOIOgIE .. ... 1
1.1.2 Atiologie und RISIKOTAKIOrEN ............cceoveueieeeieeeeeeeeee e 1
1.1.3 Histologische KIassifikation ... 2
1.1.4 Tumorausbreitung und Fernmetastasierung ...........ccccueeeeveiieiiiiniins 4
1.1.5 Stadieneint@iluNg .........uuuiiiii e 5
1.1.6 FrUNEIKENNUNG .....ceiiiiiiiiiieee et e e e e e e e e e e e 5
1.1.7 Prognosefaktoren .............eeeiiiiiiiiiiii e 6

PR R T I 1= = o[ USSP PPUPUPPRR 7
119 NACNSOIGE ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 7

1.2 TUMOIMAIKET ...ttt e e e et e e e e e e aaaeeaaeaeeaaaans 8
1.3 BIOMAIKET ..o e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 9
1.3.1 Muzin-Glykoproteine CA 125 und CA 72-4 ... 9
1.3.1.1 Cancer ANtIgen 125 ... ... 9

1.3.1.2. Cancer ANtIgeN 72-4 ... 11

1.3.2 Human Epididymis Specific Protein 4 (HE4) ..., 12
1.3.3 Die Galektine-1 UNd =3.........ooiiiiiiiiiiiie et 13
1.3.3.1 Galektin-1 .o 14

1.3.3.2 Galektin-3 ... 16

1.4 Fragestellung ... 19
2. Patientinnen, Material und Methoden ... e 21
2.1 PatientiNNEn . ... 21
2 KOHEKEIV | .t e e e e e e 21

N B o =Y (Y2 | TSR 25



2.2 Verwendete Gerate, Chemikalien, Losungsansatze und Antikorper ................... 30

A T = I 1 Y TSR 30
2.2.2 IMMUNNISTOCNEMIE .....eeiiiiiiiiiii e 30
2.3 Festphasen-ELISA-Sandwich-Verfahren (schematisch) ..............ccccooiiiiiis 32
2.3.1 Bestimmung vOn CA 125 ... 34
2.3.2Bestimmung VON CA 72-4 ...ttt 34
2.3.3Bestimmung VON HE4 ... 34
2.3.4 Bestimmung von Galektin-1 ... 35
2.3.5 Bestimmung von Galektin-3 ... 36
2.4 IMMUNNISTOCREMIE ....uiiiiiiiiii e 38
2.4 1 In situ-lImmunlokalisation von Galektin-1 und Galektin-3 ........................... 38
2.4.2 Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte.......................... 42
2.5 StatistiSChe ANAIYSE ........eeiiiii e 43
3. ErgebniSSe. ... oot 45

3.1 Bestimmung von CA 125, CA 72-4, HE4, Galektin-1 und Galektin-3

1 IR 1o PSP 45
K Tt O 07 N 2 T PP PP PUUPPR RPN 45
B2 CA T2-4 e a e e e e e e ———— 47
B B HEA .. e e e ——— 49
3.1.4 MoUSE-GalEKtiN-1 ... ..o 51
3. 1.5 GaleKlin-3 ..o ———————————— 53
3.1.6 Ubersicht liber die Verteilung der Messergebnisse..............cccccceeveurenene... 55
3.1.7 KorrelationSanalySe .........cooeeiiiiiiiiii ittt 58

3.1.7.1 Korrelation unabhangig von der Dignitat der Befunde.................... 58

3.1.7.2 Korrelation in Abhangigkeit von der Dignitat der Befunde............... 60
3.1.8 Zweierkombinationen verschiedener Biomarker ..............ccccccceieiiiiieeenenenn. 61
3.1.9 Weitere UntersuChUNgeN .........oooiiiiiiiiie e 62



3.2 Untersuchung der Expression von Galektin-1 und Galektin-3 in

histologischen Praparaten ... 63
3.2.1 GaleKtiN-T ..o ———————————————— 63

3.2.1.1 EXPression im TUMON.........ooviiiiiiieee e e e 63

3.2.1.2 EXPression im Stroma ........coevviiiiiiiiiiiieee e 64
3.2.2 GaleKLiN-3 ..o ————————————————— 68

3.2.2.1 EXPression imM TUMION.........ooeeiiiiiiiceiee et e e e 68

3.2.2.2 EXPression im Stroma .........oevviiiiiiiiiiei e 69
3.2.3 Ubersicht liber die Verteilung der ErgebniSse ............ccooveveeeveeveeeeenenene. 72
3.2.4 KorrelationSanalySe ........coooueiiiiiiii it 73

3.2.4.1 Korrelation unabhangig von der Dignitat der Befunde.................... 73

3.2.4.2 Korrelation in Abhangigkeit von der Dignitat der Befunde............. 74

L S 0 T (W == e o 76
g I = 1o o 4 F= T T SO S R 76

4.1.1 Der Biomarker CA 125 und seine Bedeutung fur Friherkennung

UNA DIAGNOSIK ... 76
4.1.2 Der Biomarker CA 72-4 und seine Bedeutung fur die Friherkennung

und Diagnostik im Vergleich zu CA 125 ..., 78
4.1.3 Der Biomarker HE4 und seine Bedeutung fur Friherkennung

und Diagnostik im Vergleich zu CA 125 ..., 81
4.1.4 Die Galektine 1 und 3 und ihre Bedeutung als Biomarker fur

die Diagnostik des OvarialkarzinOms .............ooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 83

4.1.4.1 Galektin-T ..o e 83

4.1.4.2 Galektin-3 ..o 84
4.1.5 Korrelation einzelner Marker .........ccocoeeiiieeeeieiiiieeeeeees e e e e e eeeeeeaenes 86
4.1.6 Kombination von Biomarkern und Anwendbarkeit in der Praxis................. 88

4.2.Interpretation der Expressionsmuster der Galektine 1 und 3
in malignen und benignen Tumoren des Ovars unter Berucksichtigung
ihrer Rolle in Tumorimmunologie und Metastasierung............ccccevveveeiiiiiiiinnnnnnn. 90
4.2.1 Expression von Galektin-1 in malignen und benignen Tumoren

und dem umgebenden Stroma ...........oooiiiiiiiiiiiii e 90



4.2.2 Expression von Galektin-3 in malignen und benignen Tumoren

und dem umgebenden Stroma ..........cooooiiiiiiiiiiiieeee e 92

4.2.3 Korrelation der Expression von Galektin-1 und -3..........ccccoooeiiiiiiiiiiiinnnnnn, 93

4.3 Klinische Relevanz und AUSDIICK ..o 95
5. ZusammenfasSUNQG ... 97
6. LiteraturverzeiChnis ... —————- 99
7. Verwendete ADKUIrZUNGEN .........oooiiiiiiiiiiinnsennennnnn s sssssssnnnns 108
8. Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen...........ccccciiiiiiiniiiiiiniisssseeeeeens 110
8.1 ADDIIAUNGEN ...t e e e e 110
8.2 TaADEIIEN ... e e e e 112
L2 TR D F- 1] == T [V T 115
10. VorabpubliKationen ..o 117



1. Einleitung

1.1 Ovarialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das epitheliale Ovarialkarzinom steht in Deutschland nach dem Mamma-, Kolon-,
Bronchial- und Endometriumkarzinom mit einem Anteil von 4,8 % an funfter Stelle
der haufigsten Krebserkrankungen bei Frauen. In Deutschland erkranken jahrlich
etwa 9600 Frauen an einem malignen Ovarialtumor (Burges and Schmalfeldt, 2011).
Die Erkrankungsraten sind in den letzten 20 Jahren in etwa konstant geblieben, die
FunfjahresUberlebensrate ist seit 1988 von 35 % auf 41 % gestiegen. Die hdochste
Inzidenz des epithelialen Ovarialkarzinom findet sich in der 7. Lebensdekade (Engel
et al., 2007).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist auch heute noch nicht vollstandig geklart. Zu
90 % sind somatische Mutationen, die zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen,
Aktivierung von Onkogenen oder zu veranderter Expression von Wachstumsfaktoren
fuhren, die Ursache der malignen Entartung. In 10 % der Falle liegt eine
Keimbahnmutation der Tumorsuppressorgene BRCA1 oder BRCA2 und somit ein so
genanntes familidares Ovarialkarzinom vor (Runnebaum, 2009). Frauen mit
Mutationen im BRCA1-Gen haben ein Risiko von 40 % bis zum 70. Lebensjahr an
einem Ovarial- und ein Risiko von 65 % an einem Mammakarzinom zu erkranken.
Bei Frauen mit BRCA2-Mutationen betragt das Ovarialkarzinomrisiko 11 % und das
Mammakarzinomrisiko 45 %. Auch bei Frauen in deren Familie hereditare, nicht
polypdse Kolonkarzinome (,Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer®* HNPCC)
vorkommen, ist das Risiko an einem malignen Ovarialtumor zu erkranken auf 10-12
% erhoht (Kuschel et al., 2007). Neben einer positiven Familienanamnese wurden
noch weitere Faktoren identifiziert, die mit einem erhdéhten Karzinomrisiko verbunden
sind. Davon ausgehend, dass die erhdohte Proliferation des ovariellen
Oberflachenepithels nach einer Follikelruptur Gelegenheit zur Entstehung von
Mutationen bietet, fuhrt eine erhdhte Zahl von Ovulationen, etwa bei friher

Menarche, spater Menopause oder Nulliparitat, zu einer Risikosteigerung



(Runnebaum, 2009, Hennessy et al., 2009). Die Einnahme von Ovulationshemmern
sowie Schwangerschaft und Stillen sollen dagegen protektiv wirken (Hennessy et al.,
2009). Es wird diskutiert, ob auch erhdhte Konzentrationen des luteinisierenden
Hormons (LH), des follikelstimulierenden Hormons (FSH) oder von Androgenen das
Risiko erhdhen (Schorge et al., 2010, Hennessy et al., 2009). Daflr spricht, dass
Patientinnen mit einem Polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) ein erhdhtes
Karzinomrisiko zu haben scheinen.

WeilRe Hautfarbe oder Wohnort in Nordamerika, Nordeuropa oder Israel sowie
hoheres Alter sind ebenso Risikofaktoren, wie eine Uber mehr als 10 Jahre
durchgefuhrte Hormonersatztherapie.

Ein niedrigeres Ovarialkarzinomrisiko haben Frauen mit Zustand nach Hysterektomie
oder Tubenligatur.

Mdglicherweise senkt der Gebrauch von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) das
Karzinomrisiko entsprechend der Hypothese, dass entzindliche Reize die

Suszeptibilitat fur Mutationen erhéhen (Schorge et al., 2010).

1.1.3 Histologische Klassifikation

Das Spektrum der ovariellen Neoplasien ist aullerst vielfaltig. Gemal einer
Hypothese von Koébel und Kollegen aus dem Jahr 2008 handelt es sich bei den
unterschiedlichen histologischen Subtypen des  Ovarialkarzinoms um
unterschiedliche Erkrankungen, die sich in ihrer Klinik, ihrem Ansprechen auf
Chemotherapie und ihrer Detektierbarkeit durch Biomarker unterscheiden (Kobel et
al., 2008).

Die bedeutendste Gruppe maligner Ovarialtumoren mit einem Anteil von 90 % sind
die epithelialen Karzinome, deren wichtigste Vertreter an dieser Stelle naher
charakterisiert werden sollen.

Der haufigste Subtyp, der ca. 50 % der epithelialen Ovarialtumore ausmacht, ist der
serose. Er leitet sich vom Epithel der Tubenmukosa ab und enthalt typischerweise
feingliedrigere papillare Strukturen. Bei schlechterer Differenzierung kann aber auch
ein solides Wachstumsmuster in den Vordergrund treten.

Die muzindsen ovariellen Neoplasien weisen unregelmallig proliferierte muzindse
Drisen auf. Die entdifferenzierten Formen zeigen siegelringzell- oder

pseudomyxomartige Wachstumsmuster.



Die  Histologie der endometroiden  Karzinome  entspricht der des
Endometriumkarzinoms, das in 25 % der Falle gleichzeitig mit einem endometroiden
Ovarialkarzinom auftritt. Hochdifferenzierte endometroide Karzinome sind zudem
haufiger mit einer ovariellen Endometriose assoziiert (Kommoss, 2009, Balzer et al.,
2000).

Ferner ist davon auszugehen, dass es sich bei 10 % der Ovarialkarzinome um extra-
ovarielle, peritoneale Karzinome handelt. Sie imponieren initial als peritoneal-
metastasierte Karzinome mit nur gering betroffenen Ovarien und entsprechen
prognostisch einem primaren Ovarialkarzinom des Stadiums Ill/IV (Hennessy et al.,
2009, Kommoss, 2009). Die untenstehende Tabelle 1.1 gibt nochmals einen
Uberblick Uber die histologische Klassifikation maligner Ovarialtumoren nach WHO
(nach Balzer et al., 2000, Diebold et al., 2007).

Tab. 1.1 Ubersicht (iber die histologische Klassifikation der Ovarialtumoren nach Balzer et al., 2000,
Diebold et al., 2007.

Eptiheliale Ovarialtumoren (90 %) * Serose Adenokarzinome (50 %)

* Muzinése Adenokarzinome (10-15 %)

* Endometroide Adenokarzinome (10-
15 %)

» Klarzellige Adenokarzinome (2 %)

 Karzinome mit Ubergangsepithel,
auch Brennertumore (1 %)

* Undifferenzierte Karzinome (5-10 %)

Keimstrangstroma-Tumoren (5-8 %) * Granulosazelltumore

» Sertoli-Stromazelltumore, auch
Androblastome

* Gynandroblastome

e Unklassifizierbar

Keimzelltumoren (3-5 %) e Dysgerminom

* Dottersacktumoren
e Chorionkarzinom
* Teratom

* Embryonales Karzinom




* Polyembryon

¢ Gemischte Formen

Man geht davon aus, dass zwei Typen epithelialer Ovarialtumoren existieren. So
entwickeln sich Karzinome vom Typ | schrittweise aus Borderline-Tumoren zu
serdsen, muzindsen, endometroiden oder klarzelligen Karzinomen mit hoher
Differenzierung (G1), wahrend die Malignome vom Typ I, in denen man haufig
BRCA und p53-Mutationen nachweisen kann, schlecht- oder entdifferenzierte
Karzinome (G2/G3) umfassen. (Hennessy et al., 2009).

Die Borderline-Tumoren selbst, die auch als Karzinome geringer maligner Potenz
(LMP-Tumoren) bezeichnet werden (Balzer et al., 2000), sind mit einer guten
Prognose vergesellschaftet. Sie zeigen eine atypische Epithelproliferation ohne
invasiv-destruierendes Wachstum und sind in 90 % der Falle serbés oder muzinds
(Kommoss, 2009).

1.1.4 Tumorausbreitung und Fernmetastasierung

Das Ovarialkarzinom breitet sich frih und sehr haufig intraperitoneal aus. Dabei
folgen  abgeschilferte  Tumorzellen der physiologischen Zirkulation der
Peritonealflissigkeit und implantieren sich in die Serosa der Peritonealhdhle. Frihe
Implantate sind vor allem entlang der parakolischen Rinnen und im
Diaphragmabereich zu finden. In der Folge kommt es auch zur Bildung von
Absiedlungen am Dunndarmmesenterium und Omentum majus. An der Leberkapsel,
im Omentum minus oder auf der Oberflache von Magen oder Dickdarm findet man
seltener und Uberwiegend spat Implantationsmetastasen. Tumorbedingte
Verklebungen der Dinndarmserosa und des Mesenteriums konnen zu einem
Dunndarmileus flhren.

Die pelvinen und paraaortalen Lymphknoten sind haufig befallen. Seltener sind
supraclavikulare und axillare Lymphknotenmetastasen.

Hamatogene Metastasen sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung selten, treten
aber zunehmend im weiteren Verlauf auf. Am haufigsten manifestieren sich
Fernmetastasen beim Ovarialkarzinom als Pleurakarzinose (Balzer et al., 2000,
Kreienberg, 2009).



1.1.5 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms folgt der FIGO (Fédération Internationale
de Gynécologie et d'Obstétrique)-Klassifikation von 1985. Neben dieser wird auch
die TNM-Klassifikation (Tumor-Node-Metastasis) der UICC (International Union
against Cancer) von 2002 angewendet.

FUr das histopathologische Grading des Ovarialkarzinoms sind viele Systeme
entwickelt worden, Silverberg schlug 1998 ein Gradingsystem vor, das unabhangig
vom histologischen Typ und unter Einbeziehung von Mitosenzahl, Kernpleomorphie
und Architektur angewendet wird (Diebold et al., 2007, Mayr and Diebold, 2000).

1.1.6 Friuherkennung

Die Symptome in den Fruhstadien, wie Schmerzen im Abdomen, Blutungsstérungen
und Vollegefuhl sind nicht spezifisch und lassen erst spat an eine Neoplasie im
kleinen Becken denken (Andersen et al., 2010).

Somit werden auch heute noch 75 % der Ovarialkarzinome erst in den FIGO-Stadien
[l oder IV diagnostiziert, wenn die Langzeitiberlebensraten unter 40 % liegen. Im
Stadium | und Il sind die Langzeituberlebensraten mit Gber 80 % als weitaus
gunstiger anzusehen (Hennessy et al., 2009, Mahner et al., 2009a, Burges and
Schmalfeldt, 2011).

Eine frihere Diagnosestellung kénnte die Uberlebensraten des Ovarialkarzinoms
somit dramatisch ansteigen lassen. Die Anforderungen, die an einen Screeningtest
bei einem Karzinom mit relativ niedriger Inzidenz, wie dem Ovarialkarzinom, gestellt
werden, sind jedoch hoch. Um ein Screening bei asymptomatischen Frauen zu
rechtfertigen, musste der Test mindestens eine Sensititvitat von 75 % und eine
Spezifitat von 99,7 % erzielen, um einen den geforderten positiv pradiktiven Wert
(PPV) von 10 % zu erreichen (Rosen et al., 2005).

So hat etwa die transvaginale Sonographie in der Friherkennung des
Ovarialkarzinoms nur begrenzten Nutzen, weil dieses Verfahren viele falsch positive
Ergebnisse und damit viele unnétige Operationen verursacht (Andersen et al., 2010,
Hennessy et al., 2009).

Die Verwendbarkeit von Biomarkern zum Screening wurde in einer grof3en Anzahl
von Studien untersucht. Die Ergebnisse waren bis jetzt jedoch leider enttauschend.
CA 125, der zuverlassigste bisher bekannte Marker flr das Ovarialkarzinom, findet in

der klinischen Routine breite Anwendung als Verlaufsmarker. Er ist jedoch nicht
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sensitiv und spezifisch genug, um zum Screening benutzt zu werden (Hennessy et
al., 2009). Gerade in fruhen Stadien zeigt CA 125 nur in 50-66 % der Falle erhdhte
Werte (Meier, 1997), andererseits sind falsch positive Ergebnisse, vor allem in der
Pramenopause, sehr haufig (Schelling et al., 2007).

Die einzige Gruppe, fur die ein Screening deshalb momentan empfohlen wird, sind
Frauen mit hereditarem Ovarialkarzinom, innerhalb derer das Ovarialkarzinom eine
hdhere Inzidenz hat. Diese Frauen sollen ab einem Alter von 35 Jahren alle sechs
Monate eine vaginale Tastuntersuchung, einen transvaginalen Ultraschall und eine
CA 125 Messung erhalten. Eine Reduktion der Mortalitat durch diese MaRnahmen

konnte allerdings noch nicht nachgewiesen werden (Schorge et al., 2010).

1.1.7 Prognosefaktoren

Das FIGO-Stadium ist der starkste Prognosefaktor des Ovarialkarzinoms. So haben
Patientinnen im Stadium FIGO | eine Funfjahresuberlebensrate von mindestens
80%, wahrend Patientinnen im Stadium Ill, in dem sich die Mehrheit der Frauen bei
Erstdiagnose befindet, nur noch eine Wahrscheinlichkeit von 25-40 % haben, den
gleichen Zeitraum zu Uberleben. Im Stadium IV sinkt der Wert sogar auf etwa 10 %
(Mahner et al., 2009b, Balzer et al., 2000, Hennessy et al., 2009, Mahner et al.,
2009a).

Der prognostische Wert des Tumorstadiums wird in hohem Malfde von der Sorgfalt
und Expertise des Operateurs beim intraoperativen Staging bestimmt.

Bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen ist der postoperative Tumorrest ein sehr
wichtiger prognostischer Faktor. Ist dieser kleiner als 1 cm im Durchmesser, so
vergroRert sich die Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Der Differenzierungsgrad des Tumors ist vor allem in Stadium | und Il nach FIGO von
prognostischer Bedeutung, in den fortgeschritteneren Stadien ist dies umstritten.

Das Alter bei Diagnosestellung und der Allgemeinzustand spielen ebenfalls eine
Rolle fur das Outcome der Patientin (Balzer et al., 2000, Mahner et al., 2009b).

Auch die unterschiedlichen histologischen Subtypen unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Prognose. So sind die klarzelligen und die muzindsen Karzinome prognostisch
ungunstiger als serdse oder endometroide (Burges and Schmalfeldt, 2011,
Schmalfeldt et al., 2007).



1.1.8 Therapie

Die Therapiemodglichkeiten beim Ovarialkarzinom umfassen die chirurgische
Tumorreduktion sowie die Chemo- und die Strahlentherapie, wobei letztere nur noch
selten angewendet wird.

Die operative Therapie ist der Grundpfeiler in der Behandlung des Ovarialkarzinoms
und umfasst die maximale Reduktion der Tumormasse sowie die Durchfuhrung eines
kompletten Stagings.

In spezialisierten onkologischen Zentren kann dabei haufiger eine RO- oder R1-
Situation erreicht werden (Kreienberg, 2009, Hilpert et al., 2007, Hennessy et al.,
2009, Vernooij et al., 2007).

Auler bei Patientinnen im Stadium FIGO la (G1) wird in der Regel immer eine
adjuvante Chemotherapie durchgeflhrt. Standardmallig besteht diese heute aus
einer Kombination aus Platin (Carboplatin oder Cisplatin) und Taxanen (Paclitaxel
oder Docetaxel) (Hennessy et al., 2009).

Trotz Therapie erkranken ungefahr 50 % der Patientinnen in fortgeschrittenen

Tumorstadien an einem Rezidiv (Hilpert et al., 2007).

1.1.9 Nachsorge

Nach Abschluss der Primartherapie wird bei beschwerdefreien Patientinnen in den
ersten drei Jahren ein Nachsorgetermin alle 3 Monate empfohlen. Im vierten und
funften Jahr wird das Intervall auf 6 Monate und danach auf 12 Monate ausgedehnt.
Bei jedem Termin sollten eine Anamnese, korperliche und gynakologische
Untersuchung und eine transvaginale Sonographie durchgefluhrt werden. Wegen der
erhdhten Inzidenz von Mammakarzinomen bei Ovarialkarzinompatientinnen wird alle
12 Monate eine Mammographie empfohlen.

Weitere apparative Untersuchungen oder die Bestimmung von Tumormarkern sind

nur bei klinischer Symptomatik sinnvoll (Hilpert et al., 2007).



1.2 Tumormarker

Tumormarker sind im Blut oder in anderen Korperflissigkeiten zirkulierende
Antigene, die entweder vom Tumor selbst produziert werden oder eine Reaktion
anderer Zellen auf das maligne Wachstum darstellen (Stieber, 2010).

Alle bisher bekannten Biomarker kdnnen jedoch auch bei Gesunden in gewisser
Konzentration nachgewiesen werden und sind somit nicht spezifisch (Kreienberg et
al., 1999).

Der diagnostische Wert eines Tumormarkers hangt von dessen Sensitivitat und
Spezifitat ab, die durch einen beliebig festlegbaren Grenzwert bestimmt werden.
Dabei spiegelt die Sensitivitat die Wahrscheinlichkeit wider, dass der Marker bei
Vorhandensein der Krankheit ein positives Ergebnis zeigt, wahrend die Spezifitat den
Anteil der Nichterkrankten mit negativem Ergebnis quantifiziert.

Der verwendetet Grenzwert entspricht meist der 95. oder 97,5. Perzentile des
Serumspiegels gesunder Personen.

Ein idealer Tumormarker sollte mit histologischem Tumortyp und Tumorausbreitung
korrelieren, Informationen zu Tumorlokalisation geben und zum Screening sowie zur
Friherkennung von Rezidiven und Metastasen geeignet sein. Ferner sollte man mit
einem idealen Marker die Radikalitat der Primartherapie und die Therapie-Effektivitat
insgesamt beurteilen kdnnen. Ein Marker, der alle diese Kriterien erfullt, wurde bisher
nicht gefunden.

Markersubstanzen, die fur die klinische Routine geeignet sind, sollten wenigstens
eine Spezifitat von 95 % und eine Sensitivitat von 50 % besitzen. Das Testsystem mit
dem ein Marker quantifiziert wird, sollte eine Interassay-Varianz von hochstens 10 %
und eine Intraassay-Varianz von hochstens 5 % haben (Kreienberg et al., 1999).

Bei der Bestimmung von Tumormarkern sollte man ferner beachten, dass deren
Konzentration auch von Stérgrof3en wie beispilsweise Nieren- und Leberinsuffizienz,
benignen Erkrankungen, Menstruationszyklus oder Schwangerschaft beeinflusst
werden kann. AulRerdem sollte bei Verlaufsbestimmungen immer der gleiche Test
vom selben Hersteller verwendet werden (Stieber, 2010).

Der in der klinischen Routine fir die Rezidiverkennung und Therapiekontrolle des
Ovarialkarzinoms etablierte Marker ist CA 125. Fir diesen Bereich liefert er eine 95
%ige Spezifitat und 92 %ige Sensitivitat (Meier, 1997).



Zurzeit wird intensiv an Biomarkern geforscht, die allein oder in Kombination mit CA
125 sensitiv und spezifisch genug sind, um auch zum Screening in der Klinik
eingesetzt zu werden.

Eine weitere Mdglichkeit der Anwendung ware die praoperative Abschatzung der
Dignitat unklarer Ovarialtumoren. Dadurch kénnte nicht nur die Zahl unndtiger
Operationen gesenkt werden, sondern es wurden mdglicherweise auch mehr Frauen
mit hohem Karzinomrisiko fur die Behandlung in etablierte Zentren Uberwiesen, wo
sie einen deutlich besseren Outcome haben (Moore et al., 2009, Vernooij et al.,
2007).

1.3 Biomarker

1.3.1 Muzin-Glykoproteine CA 125 und CA 72-4

Muzine sind eine Familie von Glykoproteinen, die man auf Epithelien der Brustdriuse,
der Niere, des Verdauungstraktes, der Speicheldrisen, sowie des weiblichen und
mannlichen Genitaltraktes findet. Hier wirken sie unter anderem als Barriere, die
Zellen vor aulReren Einflissen wie Mikroorganismen und Toxinen oder vor Proteolyse
schutzt.

Alle Muzine bestehen aus einem zentralen Protein und vielen Polysacchariden, die
meist Uber O-glykosidische Bindungen mit dem Protein verknUpft sind und die zu
mindestens 50 % zur Gesamtmasse des Muzins beitragen. Man unterscheidet
allerdings zwischen sekretorischen und membrangebundenen Muzinen, die sich in
Aufbau und Funktion Uber die Grundstruktur hinaus unterscheiden (Gendler and
Spicer, 1995).

Bei malignen Erkrankungen findet man haufig eine erhdhte Synthese oder Sekretion
von Muzinen. Ferner ist eine Veranderung ihrer Glykolisierung wahrscheinlich
ausschlaggebend, um den Unterschied zwischen Karzinom und normalem Gewebe

zu definieren (Devine and McKenzie, 1992).

1.3.1.1 Cancer Antigen 125
Das Cancer Antigen 125 (CA 125) ist ein Epitop des membrangebundenen Muzins
MUC 16 (Goodell et al., 2009). Ein monoklonaler Antikdrper gegen CA 125 wurde



bereits 1979 gefunden und diese Entdeckung dann 1981 publiziert. Das Gen MUC
16 wurde erstmals 2001 geklont (Bast et al., 2005).

MUC 16 besteht aus einer N-terminalen Region mit neun Tandem Repeats, die reich
an Serin, Threonin und Prolin sind und einer C-terminalen Doméane, die sich aus
einem extrazellularen, einem transmembranen und einem zytoplasmatischem Anteil
zusammensetzt. MUC 16 ist zudem sehr stark glykolisiert. Es hat ein
Molekulargewicht zwischen 2500 und 5000 kD (Scholler and Urban, 2007).
Ovarialtumoren exprimieren Muzin 16 an ihrer Zelloberflache. Von dort wird ein Teil
proteolytisch abgespalten, dieser findet sich dann in Peritonealfllissigkeit und Blut
der Patientinnen als CA 125 wieder (Gubbels et al., 2010).

Man kann CA 125 auch in Zdlomepithelderivaten, in fetalem und adultem Tracheal-
und Bronchialepithel (Kreienberg et al., 1999), sowie in Eileiter, Endometrium und
Endozervix nachweisen (Gadducci et al., 2004). Aul3erdem findet man es in der
Dezidua (Patankar et al., 2005).

Uber die Funktion von CA 125 im Kérper wei man bisher nur wenig. Es wird
angenommen, dass es als Suppressor der gegen Ovarialkarzinome gerichteten
Immunantwort fungiert, indem es die durch naturliche Killerzellen (NK-Zellen)
vermittelte Zytolyse von Tumorzellen hemmt (Gubbels et al., 2010, Patankar et al.,
2005, Belisle et al., 2007).

Auch die NK-Zellen der Dezidua sollen von CA 125 in ihrer Funktion gehemmt
werden, so dass es vermutlich auch zu einer Suppression des mutterlichen
Immunsystems wahrend der Schwangerschaft beitragt (Patankar et al., 2005, Belisle
et al., 2007).

Gebundenes MUC 16 unterstiutzt auBerdem die Bindung der Ovarialkarzinomzellen
an das Mesothelin der mesothelialen Zellen der Peritonealhdhle und damit die
peritoneale Metastasierung (Goodell et al., 2009, Bafna et al., Belisle et al., 2007).
Bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen wird CA 125 als Biomarker benutzt, um das
Ansprechen ihrer Therapie zu Uberprifen oder eine weitere Progression frihzeitig zu
erkennen (Bast et al., 2005). Hierflir in der Regel ein Grenzwert von 35 U/ml
zugrunde gelegt (Stieber, 2010).

Auch wenn CA 125 der zuverlassigste bisher etablierte Biomarker fur das
Ovarialkarzinom ist, an dem sich jeder neu einzufuhrende Marker messen lassen

muss, so finden sich dennoch nur bei 80 % der Patientinnen erhohte Werte im Blut.
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In den frihen Stadien sogar nur bei 50-60 % (Moore et al., 2010b, Rosen et al.,
2005).

Ferner kdnnen eine Reihe benigner gynakologischer Erkrankungen, ebenso wie
nicht-gynakologische Erkrankungen, zu erhdhten Serumwerten von CA 125 fuhren
(Gallup and Talledo, 1997, Moore et al., 2010a).

Dieser Problematik, die zu Einschrankungen der Sensitivitdt und Spezifitat fuhrt,
haben sich eine Reihe von Forschungsgruppen - darunter unsere eigene -
angenommen. Die Mdoglichkeiten und Grenzen von CA 125, sowie Wege zur

Verbesserung seiner klinischen Anwendbarkeit, sollen im Folgenden erortert werden.

1.3.1.2 Cancer Antigen 72-4

Das Cancer Antigen 72-4 wird auch als TAG 72 (tumor-assoziertes Antigen 72)
bezeichnet. Es handelt sich um ein Muzin Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von mehr als 1000 kD (Negishi et al., 1993), das durch zwei monoklonale Antikérper
definiert wird (Kreienberg et al.,, 1999). Beide Antikorper, B72.3, zu dessen
Gewinnung ursprunglich die Lebermetastase eines Mammakarzinoms diente
(Gadducci et al., 2004) und CC49, der mit Hilfe einer Kolonkarzinomzelllinie isoliert
wurde (Negishi et al., 1993), sind Bestandteil des Radioimmunassays zur Detektion
von CA 72-4 im Serum (Guadagni et al., 1992).

CA 72-4 wird nur in wenigen gesunden Geweben wie etwa der Kolonschleimhaut
oder dem sekretorisch-transformierten Endometrium exprimiert (Guadagni et al.,
1995). In den Ovarien gesunder Frauen konnte das Muzin bisher nicht nachgewiesen
werden (Ponnusamy et al., 2007).

Es wird allerdings von einer Reihe von Adenokarzinomen exprimiert (Negishi et al.,
1993), bei deren Auftreten man es auch in erhdhter Konzentration im Serum der
Patienten finden kann.

So ist CA 72-4 neben CA 19-9 und CEA ein etablierter Biomarker fur das
Magenkarzinom und diesen beiden dabei sogar in Sensitivitdt und Spezifitat
Uberlegen (Stieber, 2010). Man findet es aber auch in Seren von Patienten mit
kolorektalen Karzinomen (Guadagni et al., 1995).

Hareyama et al. wiesen CA 72-4 beim Endometriumkarzinom in etwa einem Drittel
der Patientinnenseren und in mehr als drei Viertel der Schnittpraparate nach und
zeigten eine Korrelation zwischen erhdhten Serumwerten und dem Vorhandensein

von Metastasen im Adnexbereich (Hareyama et al., 1996).
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Beim Ovarialkarzinom konnte CA 72-4 immunhistochemisch in der Mehrheit der
Gewebeproben nachgewiesen werden (Ponnusamy et al., 2007, Negishi et al.,
1993), dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen verschiedenen
histologischen Karzinomtypen gezeigt werden (Ponnusamy et al., 2007). Auch in
Seren von Patientinnen mit Ovarialkarzinom wurde TAG 72 vielfach nachgewiesen.
Als Grenzwert wird haufig 3 U/ml angegeben (Kreienberg et al., 1999, Stieber, 2010).
TAG 72 wurde haufig vor allem als ein fur die Detektion muzindser Ovarialkarzinome
besonders geeigneter Marker bezeichnet (Hasholzner et al., 1996, Negishi et al.,
1993). Deshalb wird in vielen Arbeiten diskutiert, ob eine Bestimmung erganzend zu
CA 125 sinnvoll sein kdonnte (Zeimet et al., 1995, Negishi et al., 1993, Gadducci et
al.,, 2004), da dieses gerade beim muzindsen Ovarialkarzinomen haufig keine
erhdhten Werte zeigt (Gadducci et al., 2004, Zeimet et al., 1995). Diese Diskussion

soll in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen werden.

1.3.2 Human Epididymis Specific Protein 4 (HE4)

Das Human Epididymis Specific Protein 4 (HE4) wird auch als WFDC2 (Wap four
disulfide core) bezeichnet, weil es vom WFDC2-Gen auf Chromosom 20 kodiert wird
(Andersen et al., Hellstrom et al., 2010) und zwei Whey acidic protein- (Wap-)
Proteindomanen mit je acht Cysteinresten enthalt (Drapkin et al., 2005). Solche
Domanen findet man in vielen, typischerweise kleinen, sekretorischen Proteinen, von
denen einige Proteasehemmer sind, wie man es ebenfalls von HE4 vermutet (Bingle
et al., 2002). Auch das Expressionsmuster von HE4 innerhalb der Zelle mit
Lokalisation in Golgi-Apparat und rauem endoplasmatischem Retikulum spricht
dafur, dass es sich um ein sekretorisches Protein handelt (Montagnana et al., 2009).

Erstmals nachgewiesen wurde HE4 im Nebenhoden, wo man ihm eine Rolle bei der
Spermienreifung zusprach (Kirchhoff et al., 1991). Spater fand man es auch in der
Trachea, in der Lunge und dem Epithel der Nasenschleimhaut sowie in Nieren und
Speicheldrisen (Bingle et al., 2002). Im weiblichen Genitaltrakt wird es von
Endometrium, Endozervix und Eileiter exprimiert (Drapkin et al., 2005), findet sich
aber kaum in den Ovarien gesunder Frauen (Moore et al., 2008).

DarlUber hinaus wurde HE4 in einigen bosartigen Tumoren nachgewiesen. So fand
man es in Karzinomen des Endometriums (Drapkin et al., 2005, Montagnana et al.,
2009), sowie in serdsen und endometroiden Ovarialkarzinomen, nicht jedoch in der

Mehrheit der muzinésen Karzinome (Drapkin et al., 2005). Ovarialkarzinomzellen, die
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HE4 exprimieren, koénnen dieses als N-glykolisierte Form mit einem
Molekulargewicht von 25 kD abgeben (Montagnana et al., 2009). Entsprechend
findet man es bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen oft in erhéhter Konzentration
im Serum (Moore et al., 2008, Hellstrom et al., 2003, Montagnana et al., 2009,
Havrilesky et al., 2008). Moore schlagt einen Wert von 70pM als Grenzwert zur
Diskrimination zwischen Karzinompatientinnen und Frauen ohne maligne Erkrankung
vor (Moore et al., 2008).

Eine moderate Spiegelerhdhung ist auch bei Patientinnen mit Endometrium- und
Zervixkarzinom moglich. Die Werte sind aber in der Regel niedriger als bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen, wo HE4 regelhaft in sehr hoher Konzentration
im Serum nachzuweisen ist (Montagnana et al., 2009). Hellstrom et al. wiesen HE4
2010 auch im Urin von Frauen mit Ovarialtumoren nach und erzielten ahnlich gute
Sensitivitaten wie mit der Messung im Serum (Hellstrom et al., 2010).

Eine Reihe von Arbeitsgruppen hat sich bereits mit der Bedeutung von HE4 als
Biomarker fur das Ovarialkarzinom, vor allem im Vergleich zu CA 125, beschaftigt.
Einige untersuchten auch die klinische Anwendbarkeit von Kombinationen aus HE4
und anderen Biomarkern (Moore et al., 2009, Moore et al., 2008, Havrilesky et al.,
2008).

1.3.3 Die Galektine-1 und -3

Galektine gehdren zur Protein-Familie der Lektine (Waalkes et al., 2010). Diese
binden an Kohlenhydrate auf der Oberflache von Proteinen oder Lipiden und haben
dabei besondere Affinitdt zu spezifischen Oligosacchariden (Krzeslak and Lipinska,
2004). Bislang wurden 15 Galektine identifiziert (Waalkes et al., 2010), deren
gemeinsames Merkmal das Vorhandensein wenigstens einer Kohlenhydrat-
Erkennungs-Domane (CRD) von etwa 135 Aminosauren Lange mit besonderer
Affinitat fir p-Galaktoside ist (Krzeslak and Lipinska, 2004).

Man findet Galektine im Zellkern und Zytoplasma, aber auch an der Zelloberflache
und innerhalb der extrazelluldaren Matrix. Es wird vermutet, dass ihre Sekretion
unabhangig von endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat stattfindet, da
ihnen der Signalerkennungspartikel (SRP), der dafir Vorraussetzung ware, fehlt
(Perillo et al., 1998).
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In Abhangigkeit ihrer Struktur und Anzahl der CRD lassen sich die Galektine in drei
Subgruppen unterteilen: So haben die Galektine -1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -
15 als sog. ,Prototypen nur eine CRD, wahrend die Galektine -4, -6, -8, -9 und -12
vom ,tandem repeat® Typ zwei CRD besitzen. Das chimare Galektin-3 bildet allein
die dritte Gruppe (Nakahara et al., 2005).

1.3.3.1 Galektin-1

Galektin-1 liegt unter physiologischen Bedingungen als Homodimer vor. Es besteht
aus zwei monomeren Untereinheiten zu 14kD mit je einer CRD, und vermittelt so
inter- und intramolekulare Quervernetzungen (Perillo et al., 1998). Bevorzugt bindet
es dabei die Sequenz Gal-f1-3/4 GIcNAc (LacNAc) (Fischer et al., 2009, Camby et
al., 2006), kann aber auch uber Protein-Protein-Wechselwirkungen Bindungen
aufbauen (Camby et al., 2006).

Entsprechend hat Galektin-1 auch eine Vielzahl mdglicher Bindungspartner. Darunter
sind z.B. die T-Zell-Antigene CD45, CD7, CD3 und CD4 (Camby et al., 2006), das
Muzin CA 125 (Seelenmeyer et al., 2003) und das Glykoprotein CEA (Camby et al.,
2006). Daruber hinaus bindet es an Laminin, Fibronektin, LAMPs (Lysosomal-
associated membrane protein) und Integrine (Camby et al., 2006, van den Brule et
al., 2001), die Bestandteil der extrazellularen Matrix (ECM) sind.

Galektin-1 wurde in verschieden Geweben und Zellen nachgewiesen, darunter Haut,
Endothelzellen, Lunge, Milz, Thymus, Lymphknoten und Plazenta (Perillo et al.,
1998). Aullerdem wird es in unterschiedlichen Malignomen, haufig mit bevorzugter
Akkumulation im tumor-assoziierten Stroma, exprimiert (van den Brule et al., 2003,
van den Brule et al., 2001). Dabei geht das Vorhandensein von Galektin-1 in einem
malignen Tumor oder dem umgebenden Stroma oft mit Progression des Tumors und
mit einer schlechteren Prognose flr den Patienten einher (Camby et al., 2006, van
den Brule et al., 2001).

Die Funktionen von Galektin-1 sind vielfaltig. So fordert das Lektin die Verbindung
zwischen Zelloberflachen und ECM und zwischen Zellen untereinander (van den
Brule et al., 2001) und dadurch mdglicherweise auch die Invasivitat von Tumorzellen
(van den Brule et al., 2003).

In niedrigen Konzentrationen wirkt Galektin-1 mitogen, in hohen Konzentrationen
wachstumshemmend (van den Brule et al., 2003, Adams et al., 1996, Camby et al.,
2006).
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DarUber hinaus scheint es weitere Mechanismen zu geben, durch die Galektin-1 das
Uberleben und die Ausdehnung von Karzinomen fordern kann. So bindet Galektin-1
auch an Glykoproteine wie CD45 auf der Oberflache von T-Zellen und |6st bei
aktivierten, nicht aber bei ruhenden T-Zellen, die Apoptose aus (Camby et al., 2006,
Perillo et al., 1995). THq-Zellen sollen davon durch einen Unterschied ihrer
Sialysierung in besonderem Male betroffen sein, so dass THy-Zellen verstarkt an
Einfluss gewinnen (Liu and Rabinovich, 2010). Daraus resultierend kommt es auch
zu einer verminderten Freisetzung von proinflammatorischem Interleukin-2, IFN-y
und TNF-a, die von TH4-Zellen gebildet werden, bei verstarkter Sekretion des anti-
inflammatorischen Interleukin 10 aus TH,-Zellen (van den Brule et al., 2003, van den
Brule et al., 2001, Liu and Rabinovich, 2010, Camby et al., 2006). Die von TH»-Zellen
gebildeten Zytokine scheinen malignes Wachstum insgesamt zu unterstitzen, sowie
zusatzlich eine Polarisation von tumor-assoziierten Makrophagen zum Typ M2
herbeifihren (Henderson and Sethi, 2009, Rodriguez-Vita and Lawrence, 2010)
welche ihrerseits wiederum Wachstum, Invasivitdt und Metastasierung von
Tumorzellen verstarken konnen (Dumont et al., 2008, Fraser et al., 2010, Rodriguez-
Vita and Lawrence, 2010).

Galektin-1 fordert ferner die Entwicklung von CD4+ CD25+ regulatorischen T-Zellen
(Liu and Rabinovich, 2010), die die Immunantwort gegen maligne Tumoren
unterdricken kdnnen (Dunn et al., 2004).

Aulerdem interagiert Galektin-1 mit einem Protein der Ras-Familie. Es stabilisiert die
Anheftung der aktiven Form von H-Ras an die Zellmembran und férdert dadurch
dessen Aktivitdt und damit die maligne Transformation von Zellen (Liu and
Rabinovich, 2005).

Die angeborene Abwehr wird von Galektin-1 insgesamt supprimiert. So hemmt
Galektin-1 die Chemotaxis und Adhasion von Neutrophilen, die Aktivierung von
Monozyten und Makrophagen, sowie die Degranulation von Mastzellen (Liu and
Rabinovich, 2010).

Durch solche Mechanismen, die in ihrer Gesamtheit als anti-inflammatorisch und
tumor-supportiv bezeichnet werden kénnen, sollen auch Autoimmunerkrankungen
durch Galektin-1 in ihrer Progression gehemmt werden kénnen (Liu and Rabinovich,
2010).

Ferner gilt Galektin-1 auch als wichtiger Regulator der feto-maternalen Toleranz

(Fitzgerald et al., 2010) und als vielversprechender therapeutischer Ansatz zur
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Wiederherstellung des Immunzellgleichgewichts bei von Abort bedrohten
Schwangerschaften (Fischer et al., 2009).

Auch wenn Galektin-1 neben Galektin-3 das am besten erforschte Lektin ist, sind
viele seiner Eigenschaften noch unklar und mussen naher beleuchtet werden.
Insgesamt scheint das Lektin durch Schaffung eines antientziindlichen Zytokinprofils
und der Abtétung von T-Zellen maldgeblich zu einer Supprimierung der gegen einen

malignen Tumor gerichteten Immunantwort (,tumor immune escape®) beizutragen.

1.3.3.2 Galektin-3

Galektin-3 setzt sich neben der C-terminalen CRD von circa 140 Aminosauren Lange
(Califice et al., 2004b), aus einer NH2-terminalen Domane von 20 Aminosauren
Lange und aus einer dritten so genannten R-Domane zusammen, die reich an Prolin,
Glycin und Tyrosin ist (Califice et al., 2004a) und RNA binden kann (Perillo et al.,
1998).

In Losung findet man Galektin-3 als Monomer von 31 kD (Krzeslak and Lipinska,
2004), es kann aber zu Oligomeren aggregieren (Camby et al., 2006).

Das Lektin wurde in Eosinophilen, aktivierten Makrophagen und Mastzellen
nachgewiesen, aber auch im Epithel des Gastrointestinal- und Atmungstraktes, den
Nieren und sensorischen Neuronen (Krzeslak and Lipinska, 2004). Im Ovar wird
Galektin-3 stark vom Oberflachenepithel und schwach vom Stroma exprimiert
(Devouassoux-Shisheboran et al., 2006).

Es besitzt eine Reihe intra- und extrazellularer Bindungspartner. Intrazellular bindet
es auch unabhangig von seiner CRD Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen
beispielsweise an RNA und das Proto-Onkogen Bcl2 (B-cell-lymphoma-2) (Perillo et
al.,, 1998). AulRerhalb der Zelle sind unter anderem Laminin und Fibronektin
(Krzeslak and Lipinska, 2004, Perillo et al., 1998), sowie CD29 und CD7 auf der
Oberflache von T-Zellen seine Liganden (Nakahara et al., 2005).

Die biologische Aktivitat von Galektin-3 ist nachweislich von dessen Lokalisation in
der Zelle abhangig; sein Ausschluss aus dem Kern scheint eine SchlUsselrolle bei
der Generierung von Invasivitat zu spielen (Califice et al., 2004a).

Zudem kann Galektin-3 die Apoptose von Zellen beeinflussen. Es besitzt
Ahnlichkeiten mit dem anti-apototischen Protein Bcl2, beide besitzen das so
genannte NWGR-Motiv, dass die Aminosauren Asn-Trp-Gly-Arg enthalt und far die

anti-apoptotische Funktion entscheidend ist (Nakahara et al., 2005, Krzeslak and
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Lipinska, 2004). So soll intrazellulares Galektin-3, wie Bcl2, die Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien und damit die Einleitung der Apoptose
verhindern (Devouassoux-Shisheboran et al., 2006), und auf diesem Wege z.B. T-
Zellen, aber auch Tumorzellen, vor Apoptose schitzen kénnen (Califice et al.,
2004b).

Extrazellulares Galektin-3 soll dagegen die Apoptose von T-Zellen Gber die Bindung
an deren Oberflachenglykoproteine CD29 und CD7 auslésen, also proapoptotisch
wirken kdnnen (Nakahara et al., 2005, Liu and Rabinovich, 2005).

Expression und Wirkung von Galektin-3 in Zusammenhang mit malignen Tumoren
werden aullerdem von gewebe- oder tumorspezifischen Faktoren beeinflusst (Perillo
et al., 1998).

Somit scheint Galektin-3 sowohl pro- als auch antiapoptotische Funktionen zu haben,
abhangig vom Differenzierungsstatus der Zelle, dem Gewebetyp und seiner
Lokalisation (Liu and Rabinovich, 2005, Nakahara et al., 2005). Mdglicherweise ist es
fur die Rolle des Lektins bei der Apoptose auch entscheidend, ob es phosphoryliert
vorliegt oder nicht (Califice et al., 2004b).

Demetriou zeigte 2001, dass Galektin-3 aulerdem die Aktivierbarkeit von T-Zellen
herabsetzten kann, wenn es an bestimmte N-Glykane auf deren Oberflache bindet,
wodurch die Zusammenlagerung von T-Zell-Rezeptoren (TCR) in einer fur die
Aktivierung der Zelle ausreichenden Anzahl beeintrachtigt wird (Demetriou et al.,
2001).

Insgesamt scheinen diese Prozesse bevorzugt die TH{-Antwort zu supprimieren und
die TH2-Antwort zu favorisieren, wie man es auch unter dem Einfluss von Galekin-1
festgestellt hat (Liu and Rabinovich). Ferner fordert Galektin-3 direkt die Entwicklung
von M2-Makrophagen (Dumont et al., 2008, Liu and Rabinovich, 2010).

Galektin-3 hemmt zudem dendritische Zellen in lhrer Funktion, die unter anderem in
der Aktivierung von tumorreaktiven zytotoxischen T-Zellen besteht (Fraser et al.,
2010, Liu and Rabinovich, 2010).

Daruber hinaus hat Galektin-3 anders als Galektin-1 auch proentzundliche Effekte,
indem es beispielsweise die Adhasion von neutrophilen Granulozyten ans
Gefallendothel, die Opsonierung von Makrophagen und die Degranulation von
Mastzellen fordert (Liu and Rabinovich, Henderson and Sethi, 2009). Henderson

berichtet in einer Publikation aus dem Jahr 2009 sogar von einer unmittelbar
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bakteriostatischen und fungistatischen Wirkung des Lektins selbst (Henderson and
Sethi, 2009).

Das multifunktionale Lektin Galektin-3, involviert in die Regulation der Apoptose, der
T-Zell-Funktion, der Vermittiung von Zellkontakten und der Biologie von Tumoren,
scheint eine wichtige Rolle fur die Regulation der Immunantwort und Progression

maligner Erkrankungen zu spielen.
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1.4 Fragestellung

Raumforderungen im Bereich des kleinen Beckens sind ein haufiger Befund in der
Gynakologie. Auch wenn es sich bei diesen in den wenigsten Fallen um
Ovarialkarzinome handelt, ist es von grof3ter Wichtigkeit, gerade die Patientinnen mit
hohem Karzinomrisiko fruhzeitig zu erkennen, um sie der optimalen Behandlung
zufuhren zu kénnen.

Ein Biomarkertest ist fur diese Aufgabe wegen seiner Objektivitat, Reproduzierbarkeit
und geringen Invasivitat grundsatzlich geeignet. Beim Ovarialkarzinom mit seiner
relativ niedrigen Inzidenz sind die Vorraussetzungen, die an die Sensititvitat und
Spezifitdt eines potentiellen Markers fur die Fruherkennung gestellt werden, jedoch
hoch.

Zwar gilt CA 125 als der Einzelmarker mit der hochsten Sensitivitat in der
praoperativen Diagnostik des Ovarialkarzinoms, allerdings reicht seine
Diskriminationsfahigkeit allein nicht aus, die geforderten Bedingungen zu erfullen.

In der Hoffnung, zur Etablierung eines Biomarkertests in der praoperativen
Diagnostik des Ovarialkarzinoms beitragen zu kénnen, sollen CA 72-4, HE4 sowie
Galektin-1 und -3 neben CA 125 als potentielle Marker-Proteine unter
Berucksichtigung folgender Punkte untersucht werden:

1. Um die grundsatzliche Eignung eines Proteins fur die Verwendung als
Biomarker zu beurteilen, soll zunachst gepruft werden, ob es einen
signifikanten Unterschied seines Serumspiegels zwischen
Ovarialkarzinompatientinnen und Frauen mit benignen gynakologischen
Erkrankungen gibt.

2. Darauf folgend sollen Sensitivitaten und Spezifitaten jedes einzelnen Markers
berechnet, die Genauigkeit seiner Differenzierungsfahigkeit bewertet und mit
den Werten des etablierten Markers CA 125 verglichen werden.

3. Weiterhin soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob die Vorhersagefahigkeit
durch Kombinationen von Biomarkern verbessert werden kann.

4. Ein besonderer Stellenwert soll daruber hinaus der Proteinfamilie der
Galektine zukommen, die eine bedeutende Rolle in der Biologie maligner
Tumore zu spielen scheinen. Zwei Vertreter dieser Gruppe von
Glykoproteinen, die ebenfalls nach obigen Kriterien auf ihre Eignung als
Biomarker bei Ovarialtumoren hin untersucht werden, sollen auf3erdem im

Hinblick auf ihre Expression in Praparaten benigner und maligner ovarieller
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Raumforderungen betrachtet werden, um ihre Bedeutung als Serummarker in

Zusammenhang mit dem oben gesagten naher zu beleuchten.
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2. Patientinnen, Material und Methoden

Die experimentelle Grundlage der vorliegenden Arbeit wird von zwei
unterschiedlichen Verfahren gebildet. Im ersten Teil wurden die Konzentrationen der
Muzine CA 125 und CA 72-4, des Glykoproteins HE4 und der Lektine Galektin-1 und
-3 in Seren von Patientinnen mit der Diagnose eines operationswirdigen
Ovarialtumors ermittelt.

Im zweiten Teil wurden Operationspraparate unterschiedlicher Ovarialtumoren
immunhistochemisch gefarbt und ausgewertet. Untersucht wurde die Expression von
Galektin-1 und Galektin-3.

2.1 Patientinnen
Die unterschiedlichen experimentellen Verfahren wurden an zwei

Patientinnenkollektiven durchgefuhrt.

2.1.1 Kollektiv |

Kollektiv | besteht aus 92 Patientinnen der Klinik und Poliklinik fur Frauenheilkunde
und Geburtshilfe-Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, die dort in
den Jahren 2003 bis 2005 vorstellig wurden. Einschlusskriterium war der Verdacht
auf einen Ovarialtumor mit Indikation zur Operation. Das Kollektiv enthalt sowohl pra-
als auch postmenopausale Frauen.

Patientinnen, deren Ovarialtumore histologisch als Metastasen anderer Tumore
identifiziert wurden (z.B. Krukenberg-Tumore), wurden aus der Auswertung

ausgeschlossen.

Praoperativ. wurde von jeder Patientin eine Serumprobe entnommen, die
anschlie3end bei Raumtemperatur zentrifugiert und dann bei -80°C gelagert wurde.
Das bei den Operationen entnommene Gewebe wurde durch die Mitarbeiter des
Pathologischen Instituts-Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen,
untersucht. Dabei fand eine Uberprifung bezlglich Diagnose, histologischem Zelltyp,
Differenzierungsgrad, Lymphangiosis, Hdmangiosis und FIGO-Stadium (gemaf} den
FIGO-Kriterien von 1988) statt.
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Die Serumproben wurden je nach Dignitat der Histologie der malignen oder der

benignen Untersuchungsgruppe zugeordnet. Insgesamt wurden 30 Serumproben

Patientinnen mit malignen und 62 Serumproben Patientinnen mit benignen

Erkrankungen zugeordnet. Die Charakteristika der beiden Untergruppen illustrieren

die Tabellen 2.1 und 2.2.

Tab. 2.1 Details der malignen Untersuchungsgruppe aus Kollektiv |.

Alter Mittleres Alter 62,23 Jahre
Minimum 20 Jahre
Maximum 80 Jahre
Tumorhistologie seros 21 Tumore
muzinds 1 Tumor
endometroid 4 Tumore
Mullerscher Mischtumor 1 Tumor
Kein Befund 3 Falle
Grading G1 1 Patientin
G2 10 Patientinnen
G3 7 Patientinnen
Kein Befund 12 Patientinnen
FIGO-Stadium la 3 Patientinnen
[ 2 Patientinnen
llb 1 Patientin
b 2 Patientinnen
lllc 15 Patientinnen
v 2 Patientinnen
Kein Befund 5 Patientinnen
Nodalstatus NXx 8 Patientinnen
NO 8 Patientinnen
N1 7 Patientinnen
Kein Befund 7 Patientinnen
Metastasen Mx 11 Patientinnen
MO 8 Patientinnen
M1 2 Patientinnen
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Kein Befund

9 Patientinnen

Tab. 2.2 Details der benignen Untersuchungsgruppe aus Kollektiv I.

Alter Mittleres Alter 50,1 Jahre
Minimum 16 Jahre
Maximum 82 Jahre

Art der benignen Inklusionszyste 1 Tumor

Erkrankung
Follikelzyste 2 Tumore
Corpus Luteum Zyste 3 Tumore
Endometriose Zyste 5 Tumore
einfach serose Zyste 11Tumore
Serdse Zystadenome 8 Tumore
Muzindse Zystadenome 6 Tumore
Serdse Zystadenofibrome | 5 Tumore
Muzindse 1 Tumor
Zystadenofibrome
Brenner Tumoren 1 Tumor
Teratome 8 Tumore
Fibrome 3 Tumore
Entzindliche Veranderung | 4 Tumore
Kein Befund 4 Falle

Die pathologische Untersuchung der 30 malignen Tumorgewebe ergab, dass 27

davon den epithelialen Ovarialkarzinomen zuzuordnen sind. Von diesen ist mit

insgesamt 21 die Uberwiegende Zahl serds, vier sind endometroid, ein Tumor hat

sich als muzinds erwiesen und in einem Fall handelt es sich um einen Mdullerschen

Mischtumor (Abb. 2.1). Die drei GUbrigen Tumoren konnten keinem histologischen Typ

des Ovarialkarzinoms zugeordnet werden.
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Die pathologische Untersuchung der gutartigen Gewebeveranderungen (n=62) ergab
eine Inklusionszyste, zwei Follikelzysten, drei Corpus Luteum Zysten, funf
Endometriosezysten und elf einfach ser6se Zysten. Daruas ergibt sich eine
Gesamtzahl von 22 zystischen benignen Veranderungen.

Die ubrigen benignen Tumore (n=32) sind solide. Sie setzen sich zusammen aus
acht serdsen Zystadenomen, sechs muzindsen Zystadenomen, funf serdsen
Zystadenofibromen, einem muzindsen Zystadenofibrom, einem Brenner-Tumor, acht
Teratomen und drei Fibromen.

In die Auswertung der benignen Befunde gingen zudem vier entzlndliche
Veranderungen der Adnexe sowie vier nicht naher klassifizierte benigne Befunde ein
(Abb. 2.2).
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Abb. 2.1 Uberblick zur Verteilung aller ermittelten malignen histologischen Befunde (n=27): Seréses
Ovarialkarzinom: n=21; Muzinéses Ovarialkarzinom: n=1; Endometroides Ovarialkarzinom n=4;

Mullerscher Mischtumor: n=1.
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Abb. 2.2 Uberblick zur Verteilung aller ermittelten benignen histologischen Befunde (n=58):
Inklusionszyste (n=1); Follikelzyste (n=2); Corpus Luteum Zyste (n=3); Endometriosezyste (n=5);
einfach ser0se Zyste (n=11); seréses Zystadenom (n=8); muzindses Zystadenom (n=6); serdses
Zystadenofibrom (n=5); muzinéses Zystadenofibrom (n=1); Brenner-Tumor (n=1); Teratom (n=8);

Fibrom (n=3); entziindliche Veranderung der Adnexe (n=4).

2.1.2 Kollektiv Il

Einschlusskriterium war auch hier Verdacht auf einen Ovarialtumor mit Indikation zur
Operation. Teil des Kollektivs sind sowohl pra- als auch postmenopausale Frauen.
Unter Anwendung dieser Kriterien wurden 111 Patientinnen der Klinik und Poliklinik
fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe-Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen aus den Jahren 2003-2005 in Kollektiv Il eingeschlossen. Sofern Tumore
sich als ovarielle Manifestation extragenitaler Malignome herausstellten, wurden sie

von der Auswertung ausgeschlossen.
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Die wahrend des operativen Eingriffs gewonnenen Gewebeproben wurden durch die
Mitarbeiter des Pathologischen Instituts-Innenstadt der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen untersucht. Es fand jeweils eine Uberpriifung beziiglich
Diagnose, histologischem Typ, Differenzierungsgrad, Lymphangiosis, Hamangiosis
und FIGO-Stadium (nach den FIGO-Kriterien von 1988) statt. Diese Untersuchungen
ergaben 78 benigne und 33 maligne Ovarialtumore.

Das Gewebematerial wurde in Formalin fixiert, paraffiniert, mit dem
Schlittenmikrotom 2-3 um dunn geschnitten und auf Objekttrager aufgezogen.
Insgesamt wurden 33 Schnitte von Patientinnen mit malignen Erkrankungen und 78
Schnitte von Patientinnen mit benignen Erkrankungen angefertigt. Die Tabellen 2.3

und 2.4 zeigen charakteristische Eigenschaften beider Untergruppen.

Tab. 2.3 Details der malignen Untersuchungsgruppe aus Kollektiv II.

Alter Mittleres Alter 58,46 Jahre
Minimum 20 Jahre
Maximum 78 Jahre
Tumorhistologie Seros 26 Tumore
Muzinds 1 Tumor
Endometroid 5 Tumore
Kein Befund 1 Tumor
Grading G1 2 Patientinnen
G2 11 Patientinnen
G3 10 Patientinnen
Kein Befund 10 Patientinnen
FIGO-Stadium la 2 Patientinnen
[ 2 Patientinnen
lla 1 Patientin
llb 2 Patientinnen
b 1 Patientin
lllc 18 Patientinnen
vV 3 Patientinnen
Kein Befund 4 Patientinnen
Nodalstatus NXx 11 Patientinnen
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NO

9 Patientinnen

N1 8 Patientinnen
Kein Befund 5 Patientinnen
Metastasen Mx 12 Patientinnen
MO 9 Patientinnen
M1 2 Patientinnen
Kein Befund 10 Patientinnen

Tab. 2.4 Details der benignen Untersuchungsgruppe aus Kollektiv II.

Alter Mittleres Alter 51,04 Jahre
Minimum 16 Jahre
Maximum 82 Jahre

Art der benignen Inklusionszyste 4 Tumore

Erkrankung
Follikelzyste 3 Tumore
Corpus Luteum Zyste 3 Tumore
Endometriosezyste 8 Tumore
Einfach serose Zyste 12 Tumore
Serdse Zystadenome 10 Tumore
Muzindse Zystadenome 10 Tumore
Serdse Zystadenofibrome | 6 Tumore
Muzindse 1 Tumor
Zystadenofibrome
Brenner Tumoren 1 Tumor
Teratome 8 Tumore
Fibrome 2 Tumore
Paraovarialzysten 1 Tumor
Entzindliche Veranderung | 7 Tumore
Kein Befund 2 Falle

Die pathologische Untersuchung der 33 malignen Tumoren des Ovars, die spater fur

diese Arbeit histologisch gefarbt und ausgewertet wurden, ergab, dass es sich in 32
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Fallen um epitheliale Ovarialkarzinome handelt. Von diesen sind 26 dem serdsen,
eines dem muzinésen und funf dem endometroiden Typ zuzuordnen, ein
Ovarialkarzinom konnte nicht naher klassifiziert werden (Abb. 2.3).

Bei der histologischen Untersuchung der 78 benignen Befunde ergaben sich vier
Inklusionszysten, drei Follikelzysten, drei Corpus Luteum Zysten, acht
Endometriosezysten und zwolf ,einfach serése Zysten®. Insgesamt sind in Kollektiv Il
somit 30 zystische benigne Veranderungen enthalten.

Die zweite Gruppe bilden die soliden benignen Tumoren (n=39). Zu dieser gehdren
zehn serbse Zystadenome, zehn muzindse Zystadenome, sechs serdse
Zystadenofibrome, ein muzindses Zystadenofibrom, ein Brenner-Tumor, acht
Teratome, zwei Fibrome und eine Parovarialzyste.

In die Auswertung der benignen Befunde gingen zudem sieben entzindliche
Veranderungen der Adnexe sowie zwei nicht naher klassifizierte benigne Befunde
ein (Abb. 2.4).
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Abb. 2.3 Uberblick zur Verteilung des histologischen Typs aller ermittelten malignen histologischen
Befunde (n=32): Serdses Ovarialkarzinom: n= 26; Muzindses Ovarialkarzinom: n= 1; Endometroides

Ovarialkarzinom n= 5; ferner n= 1 nicht naher klassifizierbar.
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Abb. 2.4 Uberblick zur Verteilung des histologischen Typs aller ermittelten benignen histologischen
Befunde (n=76) sowie n=2 Falle, die innerhalb der benignen Gruppe nicht weiter klassifiziert werden
konnten: Inklusionszyste (n=4); Follikelzyste (n=3); Corpus Luteum Zyste (n=3); Endometriosezyste
(n=8); einfach serdose Zyste (n=12); seréses Zystadenom (n=10); muzinéses Zystadenom (n=10);
serdses Zystadenofibrom (n=6); muzinéses Zystadenofiborom (n=1); Brenner-Tumor (n=1); Teratom

(n=8); Fibrom (n=2);Parovarialzyste (n=1) entziindliche Veranderung der Adnexe (n=7).
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2.2 Verwendete Gerate, Chemikalien, Losungsansatze und Antikorper

2.2.1 ELISA
* Verwendete Gerate:
* Pipetten Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg)
e ELISA-Reader MRX Il und Revelation Software Version 4.22 (Dynex
Technologies, USA)
*  Mini-Spin (Eppendorf, Hamburg)
* Vari-Shaker (Dynatech, Guernsey, GB)

* Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

* CA 72-4 ELISA-Kit (IBL Hamburg (REF54111))

* HE4-ELISA-Kit (Fujirebio Diagnostics, Goteborg, Schweden (Prod. No. 404-
85))

* ELISA-Kit (R & D Systems, Minneapolis, USA (Katalog Nummer DY 1245))
o Mikrotiterplatte MaxiSorp 96 Well (Nunc, Langenselbold)
o Waschpufferkonzentrat (R&D Systems Nr. WA 126)
o Reagent Diluent (R&D Systems Nr. DY 995)
o Substrat Solution (R&D Systems Nr. DY 999) 1:1 Mischung aus Lésung A

und Lésung B

o Stop Solution (R&D Systems Nr. DY 994)

* Galektin-3-ELISA-Kit (IBL Hamburg (REF BE59221))

* Aqua destillata

* PBS (Phosphate Buffered Saline)

2.2.2 Immunhistochemie
* Verwendete Verbrauchsmaterilalien
* Aqua destillata
* Ethanol (Apotheke, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen)
* Xylol (J.T. Baker, Deventer, Holland)
* Carboxylol (Apotheke, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universiat

Munchen)
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* Peroxidase (Apotheke, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen)

* PBS

* DAB (Dako North America, Carinteria, USA), 1 Tropfen DAB Chromogen + 1
ml Puffersubstrat

* Saures Hamalaun (Apotheke, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-
Universitat, Minchen)

* Adhasiv beschichtete Objekttrager (Superfrost Plus, R. Langenbrinck,
Teningen)

* Deckglaser (Superfrost Plus, R. Langenbrinck, Teningen)

* Eindeckmaterial Consul-Mount (Shandon, Pittsburgh, USA)

» Zusatzlich zum Nachweis von Galektin-1 (polyklonal):
* Primar Antikorper Anti-h-Galektin-1 (goat IgG); polyklonal (R&D Systems,
Minneapolis, USA), Verdinnung 1 : 3000 in PBS
* Detektionssystem Vectastain elite ABC-Kit (goat 1gG) (Vector Laboratories,
Burlingame, USA)
* Power-Block (Universal Blocking reagent 10x, Firma BioGenex, San Ramon,
USA)

» Zusatzlich zum Nachweis von Galektin-3 (monoklonal):
* Primar Antikorper Anti-Galektin-3; Klon 9C4 (mouse IgG) (Novocastra
Laboratories Ltd, Newcastle upon Tyne, UK), 1:500 verdinnt in PBS.
* Detektionssystem Vectastain elite ABC-Kit (mouse-IgG) (Vector Laboratories,
* Burlingame, USA)

¢ Normalserum zum Blockieren
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2.3 Festphasen-ELISA-Sandwich-Verfahren (schematisch)
Mittels eines Enzym-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) Sandwich-Verfahrens
wurde die Konzentration der Biomarker CA 125, CA 72-4, HE4, Galektin-3 und

Mouse-Galektin-1 in den Seren der Patientinnen des Kollektivs | bestimmt.

Der ELISA bedient sich eines Enzyms um die Konzentration eines Antigens in einer
Probe zu bestimmen. Das Enzym wird dabei mittels eines Antikdrpers an das
nachzuweisende Antigen gebunden. Durch Zugabe eines Substrates wird ein Signal
proportional zur Konzentration des Markers erzeugt, welches darauf detektiert und

quantifiziert werden kann (Key, 2006, Luttmann et al., 2006).

Zunachst wird ein so genannter Fanger-Antikorper auf der adsorbtiven Oberflache
einer 96-Well Mikrotiterplatte immobilisiert (,Coating®).

Um zu verhindern, dass enzymmarkierte Antikorper oder Antigene spater
unspezifisch an noch freien Bindungsstellen anhaften, miussen diese nach dem
Coaten zum Beispiel mittels Bovinem Serumalbumin (BSA), Gelatine oder
Milchpulver, die mit keiner Komponente des Assays interagieren, abgeblockt werden.
Dadurch wird die Hintergrundaktivitat auf ein Minimum reduziert.

Wichtig ist ferner vor Durchfihrung des Tests alle Reagenzien, Proben und die
Mikrotiterplatte auf Raumtemperatur zu bringen und die Reagenzien und Proben
nochmals mit dem mini-shaker zu durchmischen.

In die einzelnen Wells der vorbereiteten Platte kann anschlieliend das Serum mit
dem nachzuweisenden Antigen pipettiert und Uber eine bestimmte Zeit inkubiert
werden. Wahrend dieser Zeit bindet der Fangerantikdrper das Antigen und
immobilisiert es. Nicht gebundene Bestandteile werden durch Waschschritte entfernt
(Luttmann et al., 2006).

AnschlieBend wird ein zweiter Antikorper, der an ein anderes Epitop des
immobilisierten Antigens bindet, zugegeben. Dieser Zweite, so genannte Detektions-
Antikdrper ist enzymkonjugiert, z.B. mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP)
(Abb.2.5). Alternativ kann auch das (Strept-)Avidin-Biotin-System zur Bindung des
Enzyms an den Antikdrper benutzt werden. Dabei ist der Detektionsantkorper mit
Biotin verknuUpft. Enzym-markiertes (Strept-)Avidin bindet dann in einem weiteren

Schritt an das Biotin. Da (Strept-)Avidin bis zu vier Biotin-Moleklle binden kann,
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konnen mehrere Signalgebermolekile an ein Antigen binden und so die Signalstarke
und damit auch die Testsensitivitat erhdhen (Schneider et al., 2006).

Nach Inkubation werden nichtgebundene Antikérper durch einen Waschschritt
entfernt.

Je nachdem welches Enzym an den Antikorper gebunden ist, wird jetzt das
entsprechende Substrat hinzugegeben, fur Peroxidase verwendet man z.B. haufig
Tetramethylbenzidin (TMB). Durch die enzymatische Reaktion bildet sich ein blauer
Farbstoff. Durch Zugabe einer so genannten Stop-Losung (z.B. Schwefelsaure,
Phosphorsaure) wird das Enzym denaturiert und die Reaktion somit gestoppt. Der
blaue Farbstoff schlagt in eine gelbe Farbung um. Das Farbsignal wird mittels eines
Photometers bei der entsprechenden Wellenlange messbar. Die gemessene
optische Dichte (OD) ist dabei direkt proportional zur Konzentration des Analyten in
der Probe (Key, 2006). Die Quantifizierung der Analytkonzentration erfolgt dann tber
den Vergleich mit den Messwerten so genannter Standards (Analytldsungen
bekannter Konzentration), deren OD-Werte gegen die entsprechende Konzentration
als Sattigungskurve graphisch aufgetragen werden, so dass die Konzentration in den
unbekannten Proben berechnet werden kann (Key, 2006).

Der Sandwich-Assay ist ein sehr sensitives Testsystem, dass sich gut eignet, wenn
mit niedrigen Antigenkonzentrationen in der Probe gerechnet wird. Seine
theoretische Sensitivitat liegt bei 10 ' bis 10 ~'® mol/l (Luttmann et al., 20086).

Abb. 2.5 Anordnung der in den verschieden Schritten aufgetragenen Komponenten beim Sandwich-

Assay. Verandert nach Key, 2006.
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2.3.1 Bestimmung von CA 125

Die Messung der CA 125-Konzentration in den oben genannten Seren wurde von Dr.
med. Anamur Lan Schuhmacher im Rahmen ihrer 2008 verdffentlichten Dissertation
durchgefuhrt (Schuhmacher, 2008). Verwendet wurde ein halbautomatisches
Analyseverfahren (IMMULITE® 2000, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Eschborn). Die hierbei gewonnen Daten wurden fur unsere weiterfUhrenden

Analysen als Referenz verwendet.

2.3.2 Bestimmung von CA 72-4

Bei diesem Test zur Bestimmung von CA 72-4 handelt es sich um einen one-step
Sandwich-ELISA. Das bedeutet, dass das Enzym (hier HRP) diesmal direkt an den
Sekundar-Antikdrper gebunden ist und in einem Schritt mit den Proben zugegeben
und inkubiert wird. Laut Hersteller liegt der Messbereich bei 0-100 U/ml, die
Sensitivitat betrat <0,311 U/ml, und Intra- und Inter-Assay-Varianz liegen bei <5 %
bzw. <10 %.

Nach Vorbereitung aller Reagenzien gemal} der im Kit enthaltenen Anleitung werden
Standards, Kontrollen und Proben in die mit monoklonalem Anti-CA 72-4-Antikorper
beschichteten Wells pipettiert. Dazu kommt im selben Schritt die Enzym-Konjugat-
Ldsung, die den monoklonalen Sekundarantikorper enthalt, der mit HRP konjugiert
ist. Um sicherzustellen, dass der Inhalt der Wells gut miteinander vermischt ist, wird
die Mikrotiterplatte flr einige Sekunden sanft gerittelt. Anschliel3end wird die Platte
ohne Abdeckung fur 120 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgen funf
Waschschritte. Danach wird die Substratlosung (Tetramethylbenzidin) zugegeben
und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die enzymatische Reaktion wird
anschliefend durch die Zugabe der Stop-Lésung (H2SO4) beendet. Innerhalb von
zehn Minuten nach Zugabe der Stop-Lésung wird die optische Dichte bei 450nm im

ELISA-Reader gelesen.

2.3.3 Bestimmung von HE4

Dieser Test beruht auf dem direkten Sandwich-Verfahren, bei dem nicht der Fanger-
Antikdrper an die Mikrotiterplatte gebunden ist, wie bei der oben beschriebenen
Methode, sondern (Strept-)Avidin. Die so gecoatete Platte wird im ersten Schritt des
Verfahrens zusammen mit biotinyliertem, monoklonalen Anti-HE4-Antikorper

inkubiert. Der Antikorper bindet dabei Uber das Biotin an das (Strept-)Avidin der
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Platte. Die beiden hier verwendeten Antikérper 2H5 und 3D8 sind monoklonale,
murine Antikorper, die gegen zwei Epitope der C-WFDC-Doméane von HE4 gerichtet
sind. Der Hersteller gibt fur diesen ELISA einen Messbereich von 15-900pM, eine
Nachweisgrenze von <15pM und eine funktionelle Sensititvitdt von <25pM an. Die
Prazision soll einem Gesamtvariantionskoeffizienten von <15 % entsprechen,
Verdinnunslinearitat und Wiederfindung lagen bei 100+/-15 %.

Die mit (Strept-)Avidin gecoatete Mikrotiterplatte wird vor Gebrauch mit Waschpuffer
gewaschen, Standards, Kontrollen und Proben werden in die Wells pipettiert. Dazu
wird der biotinylierte monoklonale Anti-HE4-Antikorper 2H5 (Maus) pipettiert.
AnschlieRend wird die Platte eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem Vari-Shaker
inkubiert. Ist HE4 in den Proben, Standards oder Kontrollen vorhanden, so wird es
von dem biotinylierten Antikérper 2H5 wahrend der Inkubation gebunden und Uber
Bindung des Biotins an (Strept-)Avidin immobilisiert. Nach dieser ersten Inkubation
folgen drei Waschschritte. Anschlieffend wird die Tracer-Working-Solution, die den
HRP-konjugierten Anti-HE4-Sekundarantikorper 3D8 (ebenfalls monoklonal) enthalt,
dazu pipettiert und die so bestuckte Platte wieder fur eine Stunde auf dem Vari-
Shaker inkubiert. Es folgen sechs Waschschritte, anschlielend wird die
Substratlosung (gepuffertes Wasserstoffperoxid und TMB) zugegeben. Es folgen 30
Minuten Inkubation auf dem Vari-Shaker. Zum Schluss wird die Stop-Lésung (0,12 M
HCL) dazu pipettiert und untergemischt, wodurch die Meerrettichperoxidase
denaturiert und somit die Reaktion gestoppt wird. Die Platte wird sofort im ELISA-
Reader bei 405nm ausgelesen. Dabei wird fur jeden Test eine Standardkurve erstellt

und die HE4-Konzentratonen werden aus dieser Standardkurve abgelesen.

2.3.4 Bestimmung von Galektin-1

Da zum Zeitpunkt der Messung kein kommerzieller Kit zur Detektion von humanem
Galektin-1 zur Verflugung stand, wurde ein Mouse-Galektin-1 ELISA verwendet. In
den Herstellerangaben dieses ELISAs wird eine Sensititvitdt von 125pg/ml
angegeben. Die Spezizfitat betreffend soll keine Kreuzreaktivitat oder
Wechselwirkung mit rekombinantem Mouse-Galektin-4 und -8 und mit

rekombinantem menschlichen Galektin-3 und -7 bestehen.

Zunachst muss der Fanger-Antikdrper Anti-Mouse-Galektin-1 (Ziege) in PBS

verdinnt und eine 96-well-Mikrotiterplatte Uber Nacht bei Raumtemperatur damit
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gecoatet werden. Am nachsten Tag wird die Platte mehrmals gewaschen und mit
Reagent Diluent fur eine Stunde blockiert. Es folgen weitere drei Waschschritte. Die
gecoateten Wells werden nun mit Standards (verdinnt in Reagent Diluent) und
Proben befullt und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem
Waschen wird der biotinylierte Sekundar-Antikdrper anti-Mouse-Galektin-1 (Ziege) in
die Wells pipettiert und ebenfalls flur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und
dann gewaschen. Anschliel3end wird (Strept-)Avidin-HRP in die Wells gegeben und
fur 20 Minuten bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert. Es folgt der
Waschschritt. Danach wird die Substrat Losung (aus Lésung A H2O;, und Lésung B
Tetramethylbenzidin) dazu pipettiert und fir 20 Minuten ebenfalls bei
Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss wird die Stop-Lésung (2 N
H>SO4) hinzugefugt. Die optische Dichte wird im ELISA-Reader bei 450nm und einer

Referenzwellenlange von 540nm gemessen.

2.3.5 Bestimmung von Galektin-3

Der Galektin-3-ELISA von IBL funktioniert prinzipiell nach dem oben erlauterten
Schema. Laut Hersteller liegt seine Sensitivitat bei 0,12ng/ml, es besteht keine
Kreuzreaktivitat mit anderen Faktoren des Immunsystems. Die Inter-/Intra-Assy-
Varianz liegt bei 11,4 respektive 6,4 %.

Zunachst wird die Mikrotiterplatte, die bei diesem Assay bereits gebrauchsfertig mit
einem Fanger-Antikdrper gecoatet ist, mit Standards und Proben (1:2 mit einer im Kit
enthaltenen Ldsung verdinnt) bestlckt, aus denen die Galektin-3-Konzentration
bestimmt werden soll. Dazu wird direkt ein Anti-Galektin-3-Sekundarantikdrper
pipettiert, der mit Biotin konjugiert ist. Nach zweistindiger Inkubation bei
Raumtemperatur und drei Waschschritten wird (Strept-)Avidin-HRP  (mit
Meerrettichperoxidase konjugiertes (Strept-)Avidin) in die Wells pipettiert. Darauf wird
die abgedeckte Mikrotiterplatte fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Vari-
Shaker bei 200 rpm inkubiert. Wahrend dieser Zeit bindet das mit HRP konjugierte
Strepatavidin an das Biotin des Sekundarantikorpers, so dass Galektin-3 nun indirekt
an das Enzym HRP gebunden ist. Nach der Inkubationszeit folgen wieder mehrere
Waschschritte, anschliel3end wird die Substratliésung, hier TMB, dazu pipettiert.

Die Platte wird nun im Dunkeln bei Raumtemperatur zehn Minuten inkubiert.
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Zum Schluss wird die Stop-Lésung (1M Phosphorsaure) dazu gegeben, die die HRP
denaturiert und dadurch die Reaktion stoppt. Die Platte wird daraufhin zugig bei
450nm (Referenzwellenlange 620nm) im ELISA-Reader ausgelesen. Die
Konzentration von Galektin-3 in den Proben wird Uber die gemessene Extinktion und
die Sattigungskurve der Standards bestimmt. Der ausgegebene Wert wurde mit zwei
multipliziert, da die Proben im Verlauf des Experiments gemal Protokoll zur
Vermeidung eines High-Dose-Hook-Effektes, im Verhaltnis 1:2 verdunnt wurden. Ein
solcher Effekt tritt auf, wenn die Konzentration in der Probe die Konzentration im

hdchsten Standard Uberschreitet und es dadurch zu falsch niedrigen Werten kommt.
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2.4 Immunhistochemie

Den immunhistochemischen Untersuchungen liegen die wahrend der Operation
gewonnen, fixierten und auf Objekttrager aufgezogenen Prapartate des Kollektivs |l
zu Grunde. Ermittelt wurden die Expression von Galektin-1 und Galektin-3 in

benignen und malignen Tumoren und im peritumoralen Stroma.

2.4.1 In situ-immunlokalisation von Galektin-1 und Galektin-3

* Fixierung:
Dem Korper entnommenes Gewebe muss aus unterschiedlichen Grinden, wie
z.B. autolytischen Vorgangen oder zur Ermdglichung der Antikorper-Penetration
durch Zellmembranen, fixiert werden. Durch die Fixierung bleibt aulerdem die
Morphologie des Praparates erhalten - es wird konserviert und gehartet.
Um Gewebe zu fixieren sollte es binnen 30 Minuten nach Entnahme in das Fixativ
gelegt und dabei vollstandig bedeckt werden. Die Dauer der Fixation richtet sich
nach der Grol3e des Gewebes. Bei grolien Gewebesticken wird zunachst in toto
fur 24h fixiert. AnschlieRend werden relevante Teile entnommen (ca. 10 x 10 x 5

mm oder kleiner) und nochmals 24h fixiert.

* Einbettung:

Der Fixierung folgt die Einbettung des Gewebestiuckes in Paraffin. Dazu wird
zunachst das Fixativ grundlich mit destilliertem Wasser ausgewaschen, dann folgt
die Entwasserung in einer aufsteigenden Ethanolreihe. Zur Entfettung und
Entalkoholisierung wird Xylol verwendet, das sich sowohl mit Ethanol als auch mit
Paraffin mischt. Zum Schluss wird das Praparat in einer geeigneten Form mit 60°C
warmem Paraffin durchtrankt (dieser Schritt erfolgt in einem Automaten).
Nachdem das Paraffin erkaltet ist, wird der Block aus der Form gelést und im
Gefrierfach gekunhlt (Luttmann et al., 2006).

* Schneiden:
Die Paraffinblocke werden zum Schneiden in ein Schlittenmikrotom eingespannt,
mit dem dann 2-3 um dinne Schnitte angefertigt werden. Diese werden auf der

Oberflache eines Wasserbades aufgefangen. Von dort werden sie auf adhasiv
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beschichtete Objekttrager Uberflihrt und Uber Nacht bei 56-58°C im Brutschrank

getrocknet.

Entparaffinierung:

Die Praparate werden zunachst fur 15 Minuten in Xylol entparaffiniert und dann
Uber eine absteigende Alkoholreihe rehydriert (2x 100 %iger Alkohol + 2x 96 %iger
Alkohol + 2x 70 %iger Alkohol). Anschliefend werden Ethanolreste mit Aqua

destillata herausgewaschen.

Blockierung endogener Enzyme:

Bei Anwendung von Enzymmarkierungen zum Antigennachweis missen eventuell
im Praparat vorhandene endogene Enzyme blockiert werden, weil sie sonst
ebenfalls zugegebenes Substrat umsetzen und falsch positive Ergebnisse
erzeugen wurden (Luttmann et al.,, 2006). Da bei allen hier durchgefuhrten
Farbungen Peroxidase verwendet wird, werden die Schnitte 20 Minuten in 3

%igem H,0; in Methanol inkubiert, um die endogene Peroxidase zu blockieren.

Epitop-Demaskierung:

Vor allem bei, wie hier, formalinfixierten Schnitten ist eine Antigen-Demaskierung
notwendig, denn es muss davon ausgegangen werden, dass durch das
Fixationsmittel (hier 4 %iges neutral gepuffertes Formalin) die Proteine des
Praparates in unterschiedlichem Male denaturiert und somit besonders in ihrer
Sekundar- und Tertiarstruktur verandert werden kénnen (Buchwalow et al., 2006,
Luttmann et al., 2006).

Durch die Demaskierung wird die Zahl an immunreaktiven Epitopen wieder erhdht
(Luttmann et al., 2006). Dazu werden die Schnitte in kochendem Na-Citratpuffer
(pH 6,0) in einem Dampfkochtopf bei Uberdruck erhitzt. Nach Druckausgleich
durch Offnung des Deckels werden die Schnitte durch Nachlaufen von

Leitungswasser heruntergekuhlt. Es folgt ein Waschschritt: 2 x 2 Minuten in PBS.

Blockierung unspezifischer Protein-Bindungsstellen:
Um unspezifische Bindungen zu verhindern, mussen unspezifische
Proteinbindungsstellen mit konkurrierendem Protein abgeblockt werden (Luttmann

et al., 2006). Im Falle von Galektin-3 wird dazu Blockierungsserum (drei Tropfen
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Normalserum aus der gleichen Spezies, aus der der Sekundarantikrper stammt,
auf 10ml sterilem PBS) verwendet, das nach Auftrag eine Einwirkzeit von 20
Minuten hat. Fur die Detektion von h-Galektin-1 wird mit Power-Block Univesal
Blocking reagent 10x fur 3 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Vor dem

nachsten Schritt wird das Blockierungsreagenz abgeschuttet.

Immundetektion mit der ABC-Methode:

Bei dieser Methode (Abb. 2.6) macht man sich wieder die Affinitat von Avidin zu
Biotin zunutze. Es bindet zunachst ein Primarantikdrper (monoklonales Maus-IgG
fur Galektin-3 bzw. polyklonales Ziegen-lgG fir Galektin-1) an das
nachzuweisende Antigen. Der Primarantikorper verbleibt bei einer Temperatur von
4°C Uber Nacht auf den Schnitten.

Nach zwei Waschschritten in PBS wird am nachsten Tag der Sekundarantikérper
(10ml PBS + 3 Tropfen Normalserum + 1 Tropfen Anti-Maus bzw. Anti-Ziegen
IgG) zugegeben, der fur 30 Minuten auf den Schnitten verbleibt. Dieser
Bruckenantikdrper ist mit dem wasserldslichen Vitamin Biotin markiert und bindet
wahrend dieser Zeit an den Primarantikorper.

Nach einem Waschschritt wird der ABC-Komplex (Avidin-Biotin-Complex)
zugegeben. Das (Strept-)Avidin des Komplexes, das mit dem Enzym Peroxidase
gekoppelt ist, bindet Uber das Biotin an den Antikérper und verknupft die
Peroxidase so indirekt mit diesem. Avidin ist ein aus Huhnereiweil3 gewonnenes
Glykoprotein mit hoher Affinitat zu Biotin. Alternativ wird (Strept-)Avidin aus dem
Bakterium Streptomyces avidinii verwendet. Beide kdnnen vier Biotin-Molektle
binden. Weil somit pro Antikorper, der an das Galektin des Praparates gebunden
hat, mehrere Enzyme binden kénnen, fuhrt die Verwendung des ABC-Komplexes
zu einer Signalverstarkung. Der ABC-Komplex muss 30 Minuten vor Gebrauch
hergestellt werden (4 Tropfen Reagenz A + 4 Tropfen Reagenz B + 10 ml steriles
PBS). Die Inkubationszeit betragt auch bei diesem Schritt 30 Minuten. Gibt man
das Chromogen 3,3 Diaminobenzidin (DAB) als Substrat dazu und belasst es eine
Minute auf dem Schnitt, wird dieses mit dem Substratpuffer H,O, als Katalysator
von der HRP umgesetzt und farbt die Strukturen, die Antikdrper gebunden haben,
braun an. DAB ist in organischen Losungsmitteln unldslich und kann daher die zur
anschlieBenden Dehydrierung notwendige aufsteigende Alkoholreihe und das zur

Entparaffinierung verwendetete Xylol durchlaufen und mit Eukitt bedeckt werden.
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Vorteil dieser Methode ist die hohe Sensitivitat. Vor dem nachsten Schritt wird

wieder zweimal zwei Minuten in Aqua destillata gespult (Noll and Schaub-Kuhnen,
2002).

A
3 § (Strept-) Avidin-
N\ X(O‘) <®) Biotin-Enzymkomplex
Brickenantikorper,
biotinyliert

Primarantikérper 3 $ ey x “}X«_}

/ \ B|otmyhertes (Strept-) (Strept ) Av:dm-
Enzym “Avidin . Biotin- .~

‘ ‘ Antigen e e Enzymkomplex :

Abb. 2.6 Schema der ABC-Methode. Aus: Noll and Schaub-Kuhnen, 2002.

Gegenfarbung:

Mit einer geeigneten Gegenfarbung kann der unspezifisch gefarbte
Gewebehintergrund dargestellt werden (Luttmann et al., 2006). Hier erfolgte die
Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer, das fur 2 Minuten auf den
Objekttragern verbleibt. Hamalaun ist ein basischer Farbstofflack in saurer
Lésung. Da das Milieu stark sauer ist, werden nur die Kerne gefarbt, weil nur sie
noch eine negative Ladung haben. Die positiv geladenen basischen Farbstoffe,
lagern sich dabei an die negativ geladene Phosphatgruppe der DNS im Kern an.
Durch funfminttiges, intensives Spulen mit Leitungswasser wird dann die blaue
Farbung erreicht (Blauen). Die Farbung wird durch das Spulen aulRerdem
haltbarer, da der Farbstoff im Alkalischen schlecht 16slich ist. Positive Zellen sind
nun braun gefarbt wahrend Zellen, die das jeweilige Antigen nicht exprimieren,

sich blau darstellen.

Nachbehandlung und Eindeckung:

Das gefarbte Praparat wird zunachst wieder in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert. Es folgt eine Entparaffinierung und Aufhellung mit Xylol. Zum Schluss
erfolgt das Eindecken mit Deckglas und Eindeckmedium. Nach Aushartung des

Mediums ist das Praparat fur Jahre haltbar.
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* Positiv-Kontrolle:
Als Positiv-Kontrolle des Detektionssystems flihrt man ein oder mehrere Praparate
(Kolon fur Galektin-1, Kolon und Plazenta fur Galektin-3) mit, die das relevante

Antigen sicher exprimieren.

2.4.2 Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte

Die Auswertung der Schnitte erfolgte lichtmikroskopisch (Lichtmikroskop der Firma
Leica, Solms). Dabei wurden das Karzinomgewebe bzw. das benigne veranderte
Gewebe und das umgebende Stroma jeweils getrennt betrachtet und bewertet.

Das jeweilige Gewebe wurde zunachst mit LupenvergroRerung (10fach) aufgesucht
und dann bei starkerer VergrolRerung (25fach) beurteilt.

Die Quantifizierung der Antigenexpression erfolgte dann nach dem immunreaktiven
Score (IRS) von Remmele und Stegner. Dieser Score berucksichtigt zwei Parameter:
Erstens die Farbintensitat (Staging Intensity = Sl), die Werte zwischen 0 = keine
Farbereaktion, Uber 1 = schwache Farbereaktion und 2 = maRige Farbereaktion bis 3
= starke Farbereaktion annehmen kann. Zweitens den Prozentsatz der Zellen, die
das gesuchte Antigen exprimieren (Prozentsatz positiver Zellen (PP)). Der
Prozentsatz positiver Zellen kann Werte zwischen 0 = keine positiven Zellen, 1 = <10
% positive Zellen, 2 = 10-50 % positive Zellen, 3 = 51-80 % positive Zellen und 4 =
>80 % positive Zellen annehmen. Der IRS-Score ergibt ich dann aus dem Produkt
der beiden eben genannten Parameter. Damit kann der Score minimal 0 und
maximal 12 betragen. Dabei bedeutet ein Score von 0 “keine Expression”, ein Score
von 1-3 “geringe Expression”, ein Score von 4-8 “mafige Expression” und ein Score
von 9-12 “starke Expression” (Remmele and Stegner, 1987).

Die Fotodokumentation fand mit einer digitalen Kamera statt (Firma Olympus, Tokyo,

Japan).
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2.5 Statistische Analyse

Die Erfassung und Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des
Computerstatistikprogramms SPSS fur Windows (Social Sciences Computer
Software Version 14.0; SPSS Inc., Chicago, USA). Die statistische Signifikanz der
Uberseinstimmung  der  Tumormarkerwerte bzw. der IRS-Scores der
immunhistochemisch gefarbten Schnittpraparate zwischen den an malignen und
benignen Tumoren erkrankten Patientinnen wurde mittels des Mann-Whitney-U-
Tests ermittelt. Dabei handelt es sich um einen Rangsummentest, der die Mediane
zweier unverbundender, nicht-normalverteilter Stichproben vergleicht (Kundt et al.,
2010).

Um herauszufinden, ob sich die mittleren Range der Serumkonzentrationen der
genannten Marker im Hinblick auf unterschiedliche Tumorstadien, Grading, Staging,
Metastasen- bzw. Rezidivstatus signifikant unterscheiden oder ob verschiedene
histologische = Subtypen des Ovarialkarzinoms zu unterschiedlich hohen
Markerkonzentrationen im Serum fuhren, wurde jeweils der Kruskal-Wallis-Test
durchgefuhrt. Bei diesem handelt es sich wie beim U-Test nach Mann und Whitney
um einen Rangsummentest, er kann jedoch fur den Vergleich von mehr als zwei
Merkmalen verwendet werden.

Bei beiden Testverfahren wurden Unterschiede bei p-Werten <0,05 als signifikant
betrachtet.

Ferner wurden fur die Biomarkerspiegel und und IRS-Scores der gefarbten Praparate
Korrelationsanalysen durchgefuhrt. Dabei wurde jeweils der Korrelationskoeffizient
nach Pearson ermittelt, der die Starke eines Zusammenhanges zwischen zwei
intervallskalierten Merkmalen quantifiziert und Werte zwischen -1 und +1 annehmen
kann. Ein Wert von -1 bedeutet dabei einen vollstandig negativen, ein Wert von +1
einen positiven linearen Zusammenhang. Solche Aussagen sind allerdings nur gultig,
wenn der ermittelte Korrealtionskoeffizient signifikant ist. Bei einem Signifikanzlevel p
von <0,01 werden die Ergebnisse der Korrelationsanalyse als hochsignifikant, bei p
<0,05 als signifikant betrachtet.

Um die Gite jedes Tumormarkers zu ermitteln und ihn mit anderen zu Vergleichen
wurden ,Receiver-Operating-Characteristic* (ROC)-Kurven erstellt. Diese erhalt man,
wenn man fur jeden moglichen Cut-off der Serumkonzentration den Anteil der
Patientinnen mit falsch positivem Ergebnis (1-Spezifitdt) gegen den Anteil derjenigen

mit richtig positivem Test (Sensitivitat) auftragt und die Punkte verbindet.
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Schwellenwerte, die gut zur Unterscheidung Gesunder und Kranker geeignet sind,
findet man in der oberen linken Ecke, moglichst nahe am Punkt (0/1) (Weil3, 2010).
AnschlieRend kann die Flache unter dieser Kurve, die ,Area Under the Curve® (AUC)
berechnet werden, mit deren Hilfe die Genauigkeit eines potentiellen Biomarkers
beurteilt werden kann und ein Vergleich zwischen unterschiedlichen Markern maglich
ist. Die ROC-Kurven wurden mit dem Programm R, Version 2.13.2, erstellt (www.r-
project.org).

Um die diagnostische Aussagekraft jedes einzelnen Markers und der
Markerkombinationen zu ermitteln, wurden Sensitivitaten und Spezifitdten berechnet.
Je naher die Sensitivitat (richtig-positiv Rate) eines Markers dem Wert 1 ist, desto
wahrscheinlicher ist es, dass eine an einem malignen Ovarialtumor erkrankte
Patientin auch als solche erkannt wird. Die Spezifitdt (richtig-negativ Rate) erfasst
den Anteil der nicht erkrankten Patientinnen, die durch die Biomarker-Bestimmung
auch als solche eingestuft werden (Weil3, 2010).

Der Grenzwert, mit dessen Hilfe am besten zwischen Karzinomen und benignen
Tumoren unterschieden werden kann, wurde mit Hilfe der ROC-Kurven ermittelt. Far
diesen Grenzwert wurden dann jeweils die Sensitivitat und Spezifitat berechnet. Um
die Marker besser vergleichen zu kdnnen wurden die Sensitivitaten auch bei einer
festgelegten Spezifitat von 95 % berechnet.

Zur Erhdhung der Voraussagefahigkeit wurden die Marker miteinander kombiniert.
Wegen des Kkleineren Patientenkollektivs blieb dies auf Zweierkombinationen
beschrankt. Die Ubersichtsgraphik hierzu wurde ebenfalls mit dem Programm ,R",

Version 2.13.2, erstellt (www.r-project.org).
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung von CA 125, CA 72-4, HE4, Galektin-1 und Galektin-3 im

Serum
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Konzentrationen der Muzine CA 125 und CA
72-4, des Glykoproteins HE4 und der Lektine Galektin-1 und -3 in den Seren der

Patientinnen aus Kollektiv | ermittelt.

311 CA125

Im Mann-Whitney-U-Test hat sich ein signifikanter Unterschied des CA 125-Spiegels
zwischen den Ovarialkarzinompatientinnen und den Patientinnen mit benignen
Erkrankungen ergeben. So sind der mittlere Rang sowie der Median und der
Mittelwert des Serumspiegels bei den Karzinompatientinnen deutlich hoher als bei
der benignen Vergleichsgruppe. Der p-Wert betragt <0,001. Dies wird durch
Abbildung 3.1, sowie die Tabellen 3.1 und 3.2 illustriert.

Der ROC-Kurve fur CA 125, ist in Abbildung 3.2 zu sehen. Nachdem die ROC-Kurve
eines Markers mit 100 %iger Trennscharfe auf der linken bzw. oberen
Begrenzungsseite des umschlieBenden Quadrates mit maximalem Abstand zur
Diagonalen liegt, besitzt CA 125 zwar keine 100 %ige Trennscharfe, der Verlauf ist
jedoch demjenigen einer idealen Kurve angenahert. So betragt die AUC fur CA 125
0,944, was mit einer guten Differenzierungsfahigkeit zwischen der malignen und der
benignen Gruppe durch den Biomarker CA 125 vereinbar ist.

Durch CA 125 konnten, bezogen auf die dieser Arbeit zugrunde liegenden
Messungen, 91,2 % (Konfidenzintervall KI 86,7 % - 96,5 %) der Patientinnen
bezlglich der Dignitat ihrer Erkrankung korrekt zugeordnet werden. Der
Schwellenwert, der dies ermoglicht, betragt 55,1 U/ml. Es ergeben sich unter dieser
Konstellation eine Sensitivitat von 87,2 % (Kl 76,9 % - 97,4 %) und eine Spezifitat
von 93,2 % (KI 86,5 % - 98,6 %).

Legt man zum besseren Vergleich der Marker eine Spezifitat von 95 % zugrunde, so
betragt die Sensitivitat von CA 125 61,5 % (Kl 52,6 % - 70,5 %).
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Tab. 3.1 Mittelwert und Median der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
CA 125 maligne Mittelwert 2420,05 1059,70
Median 466,50
benigne Mittelwert 24,16 5,68
Median 9,31

Tab. 3.2 Mittlerer Rang der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
CA 125 maligne 28 65,82 1843,00
benigne 55 29,87 1643,00
Gesamt 83
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Abb. 3.1 Boxplot Diagramm (logarithmiert) zur Darstellung der CA 125-Konzentration (U/ml) im Serum
von Patientinnen mit benignen (n=55) und malignen (n=28) Erkrankungen der Ovarien. Der
waagrechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen der 25. und der 75.
Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den gréfiten Wert oberhalb der 75. Perzentile bzw. den
kleinsten Wert unterhalb der 25. Perzentile, die nicht als Ausreier bezeichnet werden. Ausreiller
liegen zwischen 1,5 und 3 Boxenldngen oberhalb der 75. Perzentile. Sie sind durch Kreise

reprasentiert.
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Abb. 3.2 ROC-Kurve fir CA 125 (x-Achse: Anteil der falsch positiven Patientinnen oder 1-Spezifitat; y-

Achse: Anteil der richtig Positiven oder Sensitivitat).

31.2CA 724

Auch fur CA 72-4 hat sich im Mann-Whitney-U-Test ein signifikanter Unterschied
zwischen der malignen und der benignen Patientinnengruppe ergeben. So ist der
Median des Serumspiegels im Mann-Whitney-U-Test bei den Patientinnen mit
malignen Erkrankungen signifikant hoher als bei den Patientinnen mit benignen
Erkrankungen (p<0,001). Dies lasst sich auch anhand von Abbildung 3.3
nachvollziehen.

Die ROC-Kurve fur CA 72-4 ist in Abbildung 3.4 zu sehen. Die AUC fur CA 72-4
betragt 0,726.

Die hochste Genauigkeit wird mit CA 72-4, bezogen auf die zugrundeliegenden
Messungen, bei einem Schwellenwert von 5,876 U/ml erzielt. Ein Anteil von 82,8 %
(KI' 75,9 % - 90,8 %) der Patientinnen ware so der korrekten Gruppe - maligne oder
benigne - zugeordnet worden. Die resultierende Sensitivitat liegt bei 53,3 % (Kl 36,7
% - 70 %), die Spezifitat bei 98,2 % (Kl 94,7 % - 100 %).
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Bei einer festgelegten Spezifitdt von 95 % liegt die Sensitivitat von CA 72-4 bei 53,3
% (KI' 42,9 % - 63,8 %).

Tab. 3.3 Mittelwert und Median der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
CA 724 maligne Mittelwert 28,83 9,24
Median 6,71
benigne Mittelwert 1,07 0,24
Median 0,18

Tab. 3.4 Mittlerer Rang der Serumspiegels der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
CA72-4 maligne 30 56,88 1706,50
benigne 57 37,22 2121,50
Gesamt 87
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Abb. 3.3 Logarithmiertes Boxplot Diagramm zur Darstellung der CA 72-4 Konzentration (U/ml) im
Serum von Patientinnen mit benignen (n=57) und malignen (n=30) Erkrankungen der Ovarien. Der
waagrechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen der 25. und der 75.
Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den gréliten Wert oberhalb der 75. Perzentile, die nicht

als Ausreiller oder extreme Werte bezeichnet werden. Ausreifler liegen zwischen 1,5 und 3

48



Boxenlédngen oberhalb der 75. Perzentile und sind durch Kreise dargestellt. Extreme Werte

Uberschreiten die 75. Perzentile um >3 Boxenlangen. Sie sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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Abb. 3.4 ROC Kurve fur CA 72-4 (x- u. y-Achse wie bei Abb. 3.2).

3.1.3 HE4

Der Median des HE4-Serumspiegels ist bei der an malignen Ovarialtumoren
erkrankten Gruppe hoher als bei der Vergleichsgruppe (Abb. 3.5). Dieser
Unterschied ist signifikant (p<0,001).

Die ROC-Kurve (Abb. 3.6) des Glykoproteins HE4 verlauft annahernd konvex mit
weitem Abstand oberhalb der Diagonalen. Die AUC fur HE4 betragt 0,897.

Der optimale Cut-off, bei dem 85,5 % (KI 79,5 % - 94 %) korrekt zugeordnet worden
waren, betragt 118,9 pM. Die Sensitivitat fur diesen Grenzwert ergibt 62,1 % (Kl 44,8
% - 79,3 %), die Spezifitat ist 98,1 % (KI 94,4 % - 100 %).

Bei einer der Vergleichbarkeit wegen auf 95 % festgelegten Spezifitat betragt die
Sensitivitat 65,5 % (Kl 55,3 % - 75,7 %).
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Tab. 3.5 Mittelwert und Median der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
HE4 maligne Mittelwert 497,71 138,53
Median 201,94
benigne Mittelwert 32,20 4,07
Median 20,37

Tab. 3.6 Mittlerer Rang der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme

HE4 maligne 29 63,41 1839,00
benigne 54 30,50 1647,00
Gesamt 83
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Abb. 3.5 Boxplot Diagramm zur Darstellung der HE4-Konzentration (pM) im Serum von Patientinnen
mit benignen (n=54) und malignen (n=29) Erkrankungen der Ovarien. Der waagrechte Balken
entspricht dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen der 25. und der 75. Perzentile an. Die
Fehlerbalken beschreiben den gréfRten Wert oberhalb der 75. Perzentile bzw. den kleinsten Wert
unterhalb der 25. Perzentile, die nicht als AusreiRer oder extreme Werte bezeichnet werden.

Ausreil3er liegen zwischen 1,5 und 3 Boxenldngen unterhalb der 25. Perzentile und sind durch Kreise

dargestellt.
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Abb. 3.6 ROC-Kurve fur HE4 (x- u. y-Achse wie bei Abb. 3.2).

3.1.4 Mouse-Galektin-1

Die Bestimmung von Mouse-Galektin-1 in den Serumproben ergab im Mann-
Whitney-U-Test  keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Patientinnengruppen (p=0,101). lllustriert wird dies auch durch die Ahnlichkeit der
beiden Boxen im zugehdrigen Boxplot-Diagramm (Abb. 3.7).

Der Median des Mouse-Galektin-1-Spiegels betragt 341,947 pg/ml fur maligne und
13,979 pg/ml fir benigne Befunden.

Die ROC-Kurve fur Mouse-Galektin-1 verlauft nahe entlang der Diagonalen und
schneidet sie an zwei Stellen, wie in Abbildung 3.8 zu sehen ist. Die AUC des
Markers Mouse-Galektin-1 betragt 0,609.

Es wurden im optimalen Fall 66,2 % (KI 60 % - 77,5 %) der Patientinnen bezuglich
der Dignitat ihrer Erkrankung korrekt zugeordnet. Daraus resultiert eine Sensitivitat
von 0 % und eine Spezifitat von 100 %. Der Schwellenwert ist in diesem Fall mit dem

Maximalwert fur Mouse-Galektin-1 gleichzusetzen und betragt 146100 pg/ml. Bei
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einer auf 95 % festgelegten Spezifitat ergibt sich fur Mouse-Galektin-1 eine

Sensitivitat von 0 %.

Tab. 3.7 Mittelwert und Median der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
Mouse- maligne Mittelwert 24842,53 10129,68
Galektin-1 Median 341,95
benigne Mittelwert 18177,93 6375,53
Median 13,98

Tab. 3.8 Mittlerer Rang der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
Mouse- maligne 27 46,30 1250,00
Gelektin-1 benigne 53 37,55 1990,00
Gesamt 80
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Abb. 3.7 Boxplot Diagramm zur Darstellung der Mouse-Galektin-1 Konzentration (pg/ml) im Serum

von Patientinnen mit benignen (n=53) und malignen (n=27) Erkrankungen der Ovarien. Der

waagrechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen der 25. und der 75.
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Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den gréfiten Wert oberhalb der 75. Perzentile bzw. den
kleinsten Wert unterhalb der 25. Perzentile, die nicht als Ausrei3er oder extreme Werte bezeichnet

werden.
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Abb. 3.8 ROC-Kurve fur Mouse-Galektin-1 (x- u. y-Achse wie bei Abb. 3.2).

3.1.5 Galektin-3

Im Mann-Whitney-U-Test hat sich ein signifikanter Unterschied des Galektin-3-
Spiegels zwischen den Ovarialkarzinompatientinnen und den Patientinnen mit
benignen Erkrankungen ergeben. Der Median des Serumspiegels ist bei den
Karzinompatientinnen signifikant (p=0,002) hoher als bei der benignen
Vergleichsgruppe (Abb. 3.9).

Die Flache unter der ROC-Kurve von Galektin-3, die etwa mittig zwischen der
Diagonalen und der linken bzw. oberen Begrenzungslinie des umschlielienden
Quadrates verlauft, betragt 0,71 (Abb. 3.10).

Durch Galektin-3 konnten, bezogen auf die dieser Arbeit zugrunde liegenden
Messungen, 76,2 % (KI 68,8 % - 86,2 %) der Patientinnen der richtigen Gruppe

zugeordnet werden. Der Schwellenwert, auf den dies zutrifft, betragt 2,478 ng/ml. Es
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ergibt sich eine Sensitivitat von 48,4 % (Kl 32,3 % - 67,7 %) und eine Spezifitat von

93,9 % (KI 85,7 % - 100 %).

Legt man die Spezifitat zur besseren Vergleichbarkeit auf 95 % fest, so resultiert eine
Sensitivitat von 22,6 % (Kl 13,4 % - 31,7 %).

Tab. 3.9 Mittelwert und Median der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
Galektin-3 maligne Mittelwert 3,02 0,49
Median 2,11
benigne Mittelwert 1,28 0,21
Median 0,75

Tab. 3.10 Mittlerer Rang der Serumspiegel der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
Mouse- maligne 31 50,79 1574,50
Gelektin-1 benigne 49 33,99 1665,50
Gesamt 80
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Abb. 3.9 Boxplot Diagramm (logarithmiert) zur Darstellung der Galektin-3-Konzentration (ng/ml) im
Serum von Patientinnen mit benignen (n=49) und malignen (n=31) Erkrankungen der Ovarien. Der
waagrechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen der 25. und der 75.
Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den gréfiten Wert oberhalb der 75. Perzentile bzw. den
kleinsten Wert unterhalb der 25. Perzentile, die nicht als Ausreier oder extreme Werte bezeichnet
werden. Ausreiler liegen zwischen 1,5 und 3 Boxenldngen oberhalb der 75. Perzentile und sind durch

Kreise dargestellt.
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Abb. 3.10 ROC Kurve fur Galektin-3 (x- u. y-Achse wie bei Abb. 3.2).

3.1.6 Ubersicht iiber die Verteilung der Messergebnisse

Die untenstehende Abbildung 3.11 zeigt die Verteilung der Messergebnisse aller
untersuchten Marker geordnet nach der Dignitat der Befunde.

Abbildung 3.12 veranschaulicht die ROC-Kurven der hier untersuchten Biomarker CA
125, CA 72-4, HE4, Mouse-Galektin-1 und Galektin-3 in einer Graphik und

ermdglicht damit einen schnellen Uberblick tiber deren Aussagekraft.
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Abb. 3.11 Boxplot Diagramm zur Darstellung der Konzentrationen der Marker CA 125 (U/ml), CA 72-4
(U/ml), Galektin-3 (ng/ml), Mouse-Galektin-1 (pg/ml) und HE4 (pM) im Serum von Patientinnen und
malignen und benignen Erkrankungen des Ovars. Der waagrechte Balken entspricht dem Median. Die
Box gibt den bereich zwischen der 25. und der 75. Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den
grofiten Wert oberhalb der 75. Perzentile bzw. den kleinsten Wert unterhalb der 25. Perzentile, die
nicht als Ausreiler oder extreme Werte bezeichnet werden. Ausreil3er liegen zwischen 1,5 und 3

Boxenléngen oberhalb der 75. Perzentile und sind durch Kreise dargestellt.
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Abb. 3.12 Ubersicht liber die ROC-Kurven von CA 125, CA 72-4, HE4, Mouse-Galektin-1 und
Galektin-3 (x-Achse: Anteil der falsch positiven Patientinnen oder 1-Spezifitat; y-Achse: Anteil der

richtig Positiven oder Sensitivitat).

Tabelle 3.11 zeigt, wie viele Patientinnen durch den jeweiligen Biomarker die
korrekte Diagnose hinsichtlich der Dignitat ihres Tumors erhalten hatten, sowie die
zugehdrigen Cut-off-Werte, Sensitivitaten und Spezifitaten.

Tabelle 3.12 zeigt die Sensitivitaten bei einer auf 95 % festgelegten Spezifitat und die
AUC.
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Tab. 3.11 Sensitivitdten und Spezifitdten der untersuchten Biomarker bei maximaler Zahl richtig

diagnostizierter Patientinnen. Die resultieren Cut-off-Werte wurden auf eine Nachkommastelle

gerundet.

CA 125 CA72-4 | HE4 Mouse- Galektin-3

Galektin-1

Korrekt 91,2 % 82,8 % 85,5 % 66,2 % 76,2 %
zugeordnet
Sensitivitat 87,2 % 53,3 % 62,1 % 0 % 48,4 %
Spezifitat 93,2 % 98,2 % 98,1 % 100 % 93,9 %
Resultierender | 55,1 U/ml | 5,8 U/ml | 118,9 pM | 146100 2,48 ng/ml
Cut-off pg/mi

Tab. 3.12 Sensitivitdten der untersuchten Biomarker bei einer Spezifitdt von 95 % sowie die AUC.

CA 125 CA72-4 | HE4 Mouse- Galektin-3
Galektin-1
Sensitivitat 61,5 % 53,3 % 65,5 % 0 % 22,6 %
Spezifitat 95 % 95 % 95 % 95 % 95 %
(gerundet)
AUC 0,944 0,726 0,897 0,609 0,71

3.1.7 Korrelationsanalyse

3.1.7.1 Korrelation unabhangig von der Dignitat der Befunde

Alle ermittelten Tumormarkerwerte wurden einer Korrelationsanalyse unterzogen und
der Korrelationskoeffizient nach Pearson ermittelt (Tabelle 3.13). Bei einem
Signifikanzlevel p unter 0,01 sind die Werte hochsignifikant, unter 0,05 sind sie
signifikant. Im Einzelnen haben sich fur die hier untersuchten Marker folgende

Resultate ergeben:

* CA125
CA 125 Kkorreliert hochsignifikant mit CA 72-4 (Korrelationskoeffizient 0,46;
p=0,000), mit Galektin-3 (Korrelationskoeffizient 0,433; p=0,000) und mit HE4
(Korrelationskoeffizient 0,817; p=0,000).
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» CAT24

CA 72-4 Korreliert hochsignifikant mit CA 125 (Korrelationskoeffizient 0,460;
p=0,000) und mit HE4 (Korrelationskoeffizient 0,648; p=0,000).

* Galektin-3
Galektin-3 korreliert hochsignifikant mit CA 125 (Korrelationskoeffizient 0,433;
p=0,000) und mit HE4 (Korrelationskoeffizient 0,492; p=0,000).

* Mouse-Galektin-1

Mouse-Galektin-1 korreliert weder hochsignifikant noch signifikant mit einem der

anderen Marker.

* HE4

HE4 korreliert hochsignifikant mit CA 125 (Korrelationskoeffizient 0,817; p=0,000),

CA 72-4 (Korrelationskoeffizient 0,648; p=0,000) und mit Galektin-3
(Korrelationskoeffizient 0,492; p=0,000).
Tab. 3.13 Korrelationen - maligne und benigne Befunde.
CA125 | CA72-4 | Galektin-3 | Mouse-Galektin-1 HE4
CA 125 Korrelation nach Pearson 1 0,460(*) | 0,433(%) -0,094 0,817(*)
Signifikanz (2-seitig) 0,000 0,000 0,434 0,000
N 83 80 72 71 73
CA72-4 Korrelation nach Pearson 0,460(*) | 1 0,165 -0,100 0,648(*)
Signifikanz (2-seitig) 0,000 0,157 0,388 0,000
N 80 87 75 77 80
Galektin-3  Korrelation nach Pearson 0,433(*) | 0,165 1 -0,165 0,492(*)
Signifikanz (2-seitig) 0,000 0,157 0,180 0,000
N 72 75 80 68 72
Mouse- Korrelation nach Pearson -0,094 -0,100 -0,165 1 -0,105
Galektin-1 Signifikanz (2-seitig) 0,434 0,388 0,180 371
N 71 77 68 80 75
HE4 Korrelation nach Pearson 0,817(*) | 0,648(*) | 0,492(*) -0,105 1
Signifikanz (2-seitig) 0,000 0,000 0,000 0,371
N 73 80 72 75 83

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant
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3.1.7.2 Korrelation in Abhangigkeit von der Dignitat der Befunde

Zusatzlich fand eine Korrelationsanalyse der Tumormarkerwerte jeweils nur der
benignen bzw. nur der malignen Befunde untereinander statt. Bei den malignen
Befunden wurden zusatzlich Metastasenstatus, FIGO-Stadium und Grading mit
einbezogen.

Auch hier wurde jeweils der Korrelationskoeffizient nach Pearson ermittelt.

Innerhalb der benignen Befunde konnte keine Korrelation zwischen den einzelnen
Biomarkern festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Betrachtet man die Korrelationsanalyse ausschliel3lich der malignen Befunde
(Tabelle 3.14), so ergeben sich zwischen den einzelnen Markern &ahnliche
Korrelationskoeffizienten wie bei der Betrachtung der Korrelation aller Befunde.

Bei der zusatzlich durchgeflihrten Analyse der Korrelationen zwischen Biomarkern
und Tumor- bzw. FIGO-Stadium, Metastasen- und Lymphknotenmetastasenstatus
hat sich folgendes ergeben:

Der Spiegel von HE4 und CA 125 Korreliert jeweils hochsignifikant mit dem
Vorhandensein vom Metastasen (Korrelationskoeffizient=0,582; p=0,009).

Der Spiegel von Mouse-Galektin-1 korreliert hochsignifikant negativ. mit dem
Tumorstadium (Korrelationskoeffizient=-0,687; p=0,002) und signifikant negativ mit
dem FIGO-Stadium (Korrelationskoeffizient=-0,538; p=0,014).

Tab. 3.14 Korrelationen - nur maligne Befunde.

CA 125 CA 72-4 | Galektin- | Mouse- HE4 T- N- M- FIGO-
3 Galektin- Stadium | Stadium | Stadium | Stadium
1
CA 125 Korrelation
nach 1 0B74F | 0EoEE | -0,199 0,813(**) | 0,250 -0,047 | 0,582(**) | 0,213
Pearson
Signifikanz
(2-seitig) 0,050 0,033 0,339 0,000 0,273 0,841 0,009 0,329
N 28 28 28 25 26 21 21 19 23
CA 72-4 Korrelation
nach 0B7AE | 1 0,011 -0,232 0,566(**) | 0,107 0,042 0,212 0,214
Pearson
Signifikanz
(2-seitig) 0,050 0,956 0,255 0,002 0,637 0,852 0,369 0,316
N 28 30 30 26 28 22 22 20 24
Galektin- Korrelation
3 nach 0404 | 0,011 1 -0,275 0,508(**) | 0,227 -0,172 0,343 0,155
Pearson
Signifikanz | 0,033 0,956 0,166 0,005 0,309 0,445 0,138 0,470
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(2-seitig)
N 28 30 31 27 29 22 22 20 24
Mouse Korrelation I
Galektin- nach -0,199 -0,232 -0,275 1 -0,252 137 -121
0,687(**) 0,538(*)
1 Pearson
Signifikanz
» 0,339 0,255 0,166 0,225 0,002 0,589 0,643 0,014
(2-seitig)
N 25 26 27 27 25 18 18 17 20
HE4 Korrelation
nach 0,813(**) | 0,566(**) | 0,508(**) | -0,252 1 0,304 -0,041 0,582(**) | 0,330
Pearson
Signifikanz
» 0,000 0,002 0,005 0,225 0,180 0,859 0,009 0,125
(2-seitig)
N 26 28 29 25 29 21 21 19 23

** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

3.1.8 Zweierkombinationen verschiedener Biomarker

Die Biomarker HE4, CA 125, CA 72-4, Galektin-3 und Mouse-Galektin-1 und die von
Dr. med. Lan Anamur Schuhmacher im selben Patientenkollektiv bereits friher im
Rahmen ihrer Dissertation quantifizierten Marker CA 19-9, CA 15-3, CA 27-29,
Panko-Mab, CEA, HCG, Glykodelin und PP1490 (Schuhmacher, 2008) wurden
miteinander zu Zweierkombinationen kombiniert. Die AUCs dieser Kombinationen
sind in Abbildung 3.13 dargestellt.

Es gibt mehrere Zweierkombinationen, die die Voraussagefahigkeit des besten
Einzelmarkers CA 125 (AUC 0,944) Ubertreffen. Die beste Kombination ist die aus
CA 125 und HE4 mit einer AUC von 0,961. Eine Verbesserung ergab sich auch
durch Kombination von CA 125 mit CA 19-9 (AUC 0,953), Mouse-Galektin-1 (AUC
0,95), PP1490 (AUC 0,947) und CA 15-3 (AUC 0,946). Durch die flhrende
Zweierpaarung aus CA 125 und HE4 hatten maximal 94,4 % (Kl 88,7 % - 98,6 %)
der Patientinnen durch eine Serumprobe die korrekte Aussage hinsichtlich der
Dignitat ihrer Erkrankung erhalten. Die zugehdrige Sensititvitat betragt 92,3 % (Kl
80,8 % - 100 %), die Spezifitat liegt bei 95,6 % (Kl 88,9 % - 100 %).
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Abb. 3.13 Zweierkombination von Biomarkern und ihre Flachen unter ROC-Kurve (AUC).

Einzelmarker sind rot dargestellt, Zweierkombinationen schwarz.

3.1.9 Weitere Untersuchungen
Im Kruskal-Wallis-Test konnten bei keinem Marker signifikante Unterschiede

zwischen verschiedenen TNM- oder FIGO-Stadien oder hinsichtlich Grading,
Metastasenstatus oder Rezidiv vs. Rezidivfreiheit gefunden werden.
Auch zwischen den einzelnen histologischen Untergruppen der Karzinome und

zwischen benignen Erkrankungen verschiedener Genese gab es keine signifikanten

Unterschiede (Daten nicht gezeigt).
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3.2 Untersuchung der Expression von Galektin-1 und Galektin-3 in
histologischen Praparaten

Weiterhin  wurden die 111 in Paraffin eingebettete Operationspraparate der

Patientinnen aus Kollektiv 1l, nach immunhistochemischer Farbung auf die

Expression der Lektine Galektin-1 und Galektin-3 hin untersucht.

Bei allen Praparaten wurde die Gewebeexpression des jeweiligen Proteins fur die

maligne bzw. benigne Veranderung sowie fur das peritumorale Stroma getrennt

bewertet.

Die Bewertung der Expression wurde mittels des IRS-Scores vorgenommen.

Die IRS-Scores der Praparate aus malignen Tumoren wurden anschlielend mit den

Scores der Praparate aus benigen Veranderungen verglichen.

Dazu wurden der U-Test von Mann und Whitney durchgefuhrt und die Ergebnisse

durch Boxplot-Diagramme visualisiert. Ferner wurden Korrelationsanalysen

durchgefuhrt um Zusammenhange zwischen Galektin-1- und -3-Expressionsmustern

im Tumorgewebe zu erschliel3en.

3.2.1 Galektin-1

3.2.1.1 Expression im Tumor

Der Median des IRS-Scores der Expression von Galektin-1 im malignen Gewebe
betragt 2,0. Fur die benignen Veranderungen liegt dieser Wert bei 1,5. Im Mann-
Whitney-U-Test hat sich mit p=0,46 kein signifikanter Unterschied der Range
zwischen beiden Gruppen ergeben. Der geringe Unterschied zwischen beiden

Gruppen wird auch bei Betrachtung von Abbildung 3.14 deutlich.

Tab. 3.15. Mittelwert und Median der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
Galektin-1 maligne Mittelwert 2,50 0,458
Expression im Median 2,00
verénderten benigne Mittelwert 2,06 0,270
Gewebe (IRS) Median 1,50
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Tab. 3.16 Mittlerer Rang der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
Galektin-1 maligne 32 55,64 1780,50
Expression im benigne 72 51,10 3679,50
veranderten Gesamt 104
Gewebe (IRS)
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Abb. 3.14 Boxplot Diagramm zur Darstellung der Galektin-1 Expression im Tumor der maligne bzw.
benigne veradnderten Ovarien. Der waagrechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den
Bereich zwischen der 25. und der 75. Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den gréten Wert

oberhalb der 75. Perzentile, die nicht als Ausreil3er oder extreme Werte bezeichnet werden.

3.2.1.2 Expression im Stroma

Der Median des IRS-Scores fur die Galektin-1-Expression im die Neubildung
umgebenden Stroma betragt 4,0 fur die maligne und 3,0 flr die benigne Gruppe. Der
mittlere Score liegt bei 5,70 fur die Karzinome und 3,29 fur die benignen
Raumforderungen. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen ist mit p<0,001 hier
signifikant (Abb. 3.15).
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Die starke Expression von Galektin-1 gerade im peritumoralen Stroma, bei

schwacherer Expression im Tumor ist exemplarisch auch in den Abbildungen 3.16
und 3.17 dargestellt.

Tab. 3.17 Mittelwert und Median der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
Galektin-1 maligne Mittelwert 5,70 0,468
Expression im Median 4,00
Stroma (IRS) benigne Mittelwert 3,29 0,187
Median 3,00

Tab. 3.18 Mittlerer Rang der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
Galektin-1 maligne 33 77,58 2560,00
Expression im benigne 76 45,20 3435,00
Stroma (IRS) Gesamt 109
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Abb. 3.15 Boxplot Diagramm zur Darstellung der Galektin-1-Expression im Stroma von Ovarien mit
einer kanzerbésen bzw. einer benignen Veranderung. Der waagrechte Balken entspricht dem Median.
Die Box gibt den bereich zwischen der 25. und der 75. Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben
den groten Wert oberhalb der 75. Perzentile bzw. den kleinsten Wert unterhalb der 25. Perzentile,
die nicht als Ausreiller oder extreme Werte bezeichnet werden. Der Kreis ist ein AusreilRer, da er

zwischen 1,5 und 3 Boxenlangen oberhalb der 75. Perzentile liegt.
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Abb. 3.16 Expression von Galektin-1 in einem rezidivierten epithelialen Ovarialkarzinom bei 100facher

VergroRerung. Der Balken entspricht einer Lange von 100um.

Abb. 3.17 Expression von Galektin-1 in einem serds-papillaren Adenokarzinom bei 200facher
VergroRerung. Der Balken entspricht einer Lange von 100um.
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3.2.2 Galektin-3

3.2.2.1 Expression im Tumor

Der mittlere IRS-Score fur die Expression von Galektin-3 in den Karzinomen liegt bei
2,24. Fur die benignen Veranderungen betragt er 2,49. Der Mittelwert ist fur die
benignen Veranderungen geringfugig hoher, als fur die malignen. Im Mann-Whitney-
U-Test hat sich mit einem p-Wert von 0,342 kein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Gruppen ergeben. Der geringe Unterschied der Galektin-3-Expression wird
durch die Ahnlichkeit der beiden Boxen in Abbildung 3.18 und exemplarisch durch
die Abbildungen 3.20 und 3.21 verdeutlicht.

Tab. 3.19 Mittelwert und Median der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
Galektin-3 maligne Mittelwert 2,24 0,519
Expression im Median 1,00
veranderten benigne Mittelwert 2,49 0,317
Gewebe (IRS) Median 2,00

Tab. 3.20 Mittlerer Rang der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
Galektin-3 maligne 33 51,21 1690,00
Expression im benigne 77 57,34 4415,00
veranderten Gesamt 110
Gewebe (IRS)
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Abb. 3.18 Boxplot Diagramm zur Darstellung der Galektin-3-Expression im Tumor der teils kanzerds,
teils benigne veranderten Ovarien. Der waagrechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den
Bereich zwischen der 25. und der 75. Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den groten Wert
oberhalb der 75. Perzentile, die nicht als Ausreilier oder extreme Werte bezeichnet werden. Der Kreis

liegt zwischen 1,5 und 3 Boxenlangen oberhalb der 75. Perzentile und ist daher ein Ausreiler.

3.2.2.2 Expression im Stroma

Der mittlere IRS-Score der Galektin-3-Expression im Stroma betragt 1,12 fur die
Karzinompatientinnen und 2,95 flr die Patientinnen mit benignen Befunden. Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen ist signifikant (p<0,001) und wird in Abbildung
3.19 gezeigt.

Die Divergenz der Farbintensitat des peritumoralen Stromas ist auch beim Vergleich

der exemplarischen Abbildungen 3.20 und 3.21 zu erkennen.
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Tab. 3.21 Mittelwert und Median der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle Statistik Standardfehler
Galektin-3 maligne Mittelwert 1,12 0,379
Expression im Median 0,00
Stroma (IRS) benigne Mittelwert 2,95 0,196
Median 3,00

Tab. 3.22 Mittlerer Rang der IRS-Scores der benignen und malignen Patientinnengruppe.

Falle N Mittlerer Rang Rangsumme
Galektin-3 maligne 33 32,18 1062,00
Expression im benigne 78 66,08 5154,00
Stroma (IRS) Gesamt 111
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Abb. 3.19 Boxplot Diagramm zur Darstellung der Galektin-3-Expression im Stroma von Ovarien mit
einer kanzerésen bzw. mit einer benignen Veranderung. Der waagrechte Balken entspricht dem
Median. Die Box gibt den Bereich zwischen der 25. und der 75. Perzentile an. Die Fehlerbalken
beschreiben den gréten Wert oberhalb der 75. Perzentile bzw. den kleinsten Wert unterhalb der 25.
Perzentile, die nicht als AusreilRer oder extreme Werte bezeichnet werden. Ausreil3er liegen zwischen
1,5 und 3 Boxenlangen oberhalb der 75. Perzentile und sind durch Kreise dargestellt. Extreme Werte

Uberschreiten die 75. Perzentile um >3 Boxenlangen und sind durch Sterne reprasentiert.
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Abb. 3.20 Expression von Galektin-3 in einem in einem serds-papillaren Adenokarzinom bei

200facher VergroRerung. Der Balken entspricht einer Lange von 100um.

Abb. 3.21 Expression von Galektin-3 in einem muzindsen Zystadenom bei 200facher VergréRerung.

Der Balken entspricht einer Lange von 100um.
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3.2.3 Ubersicht iiber die Verteilung der Ergebnisse
Die untenstehende Abb. 3.22 gibt einen Uberblick tber die Expression der
untersuchten Proteine Galektin-1 und Galektin-3 im Tumor bzw. dem peritumoralen

Stroma, geordnet nach der Dignitat der Befunde.

43 Expression von Galektin 1
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im Stroma (IRS)
24 46 99 48
8 T * T o T o
45
14
6 o}
4
31 19
47 o ]
271 -
01 — L]
T T
maligne benigne
Falle

Abb. 3.22 Boxplot Diagramm zur Darstellung der Expression von Galektin-1 und Galektin-3 im Tumor
bzw. im peritumoralen Stroma. Der waagrechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den
Bereich zwischen der 25. und der 75. Perzentile an. Die Fehlerbalken beschreiben den groten Wert
oberhalb der 75. Perzentile bzw. den kleinsten Wert unterhalb der 25. Perzentile, die nicht als
Ausreil3er oder extreme Werte bezeichnet werden. Ausreil3er liegen zwischen 1,5 und 3 Boxenléngen
oberhalb der 75. Perzentile und sind durch Kreise dargestellt. Extreme Werte, reprasentiert von

Sternen, Uberschreiten die 75. Perzentile um >3 Boxenlangen.
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3.2.4 Korrelationsanalyse

3.2.4.1 Korrelation unabhangig von der Dignitat der Befunde
IRS-Scores durchgefuhrt,

zunachst unabhangig von der Dignitat der Befunde. Dabei wurde jeweils der

Es wurde eine Korrelationsanalyse aller ermittelten

Korrelationskoeffizient nach Pearson ermittelt (Tabelle 3.23).

Die Korrelationsanalyse hat ergeben, dass die Expression von Galektin-1 im
veranderten Gewebe hochsignifikant mit der Galektin-1-Expression im umgebenden
Stroma (Korrelationskoeffizient=0,28; p=0,004) und mit der Expression von Galektin-
3 im veranderten Gewebe korreliert (Korrelationskoeffizient=0,284; p=0,004). Ferner
korreliert die Expression von Galektin-1 im Stroma signifikant mit der Galektin-3

Expression im veranderten Gewebe selbst (Korrelationskoeffizient=0,241; p=0,012).

Tab. 3.23 Korrelationen aller ermittelten Werte (maligne und benigne).

Galektin-1 im Galektin-3 im
verdnderten Galektin-1 im | verdnderten Galektin-3 im
Gewebe (IRS) Stroma (IRS) Gewebe (IRS) Stroma (IRS)
Galektin-1im Korrelation
verdnderten nach Pearson | 1 0,280(**) 0,284(**) 0,025
Gewebe (IRS)
Signifikanz (2-
. 0,004 0,004 ,805
seitig)
N 104 104 103 104
Galektin-1 im  Korrelation
0,280(** 1 0,241(%) -0,066
Stroma (IRS) nach Pearson -
Signifikanz (2-
0,004 0,012 0,492
seitig)
N 104 109 108 109
Galektin-3 im  Korrelation
verinderten nach Pearson | 0:284(**) 0,241(*) 1 0,076
Gewebe (IRS)
Signifikanz (2-
0,004 0,012 0,427
seitig)
N 103 108 110 110
Galektin-3 im  Korrelation 0.025 0
; -0,066 0,076 1
Stroma (IRS) nach Pearson
Signifikanz (2-
0,805 0,492 0,427
seitig)
N 104 109 110 111

** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.
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3.2.4.2 Korrelation in Abhéangigkeit von der Dignitat der Befunde

Zusatzlich fand eine Korrelationsanalyse der IRS-Scores jeweils nur der benignen
(Tab. 3.24) bzw. nur der malignen Befunde untereinander statt. Auch hier wurde
jeweils der Korrelationskoeffizient nach Pearson ermittelt.

Bei der Analyse der Korrelation der benignen Befunde untereinander (Tabelle 3.24)
ergeben sich zwischen den einzelnen IRS-Scores ahnliche Korrelationskoeffizienten,
wie bei der Betrachtung der Korrelation der Scores aller Befunde. Das
Signifikanzniveau ist jedoch abweichend.

Die Expression von Galektin-1 im veranderten Gewebe korreliert signifikant mit der
Galektin-1-Expression im umgebenden Stroma (Korrelationskoeffizient=0,287;
p=0,014) und mit der Expression von Galektin-3 im veranderten Gewebe
(Korrelationskoeffizient=0,286; p=0,016).

Ferner korreliert die Expression von Galektin-1 im die maligne oder benigne
Veranderung umgebenden Stroma hochsignifikant mit der Galektin-3-Expression im
veranderten Gewebe selbst (Korrelationskoeffizient=0,347; p=0,002).

Innerhalb der malignen Befunde ist keine Korrelation hinsichtlich der IRS-Scores der
Expression von Galektin-1 und -3 vorhanden (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich
wurden Metastasenstatus, FIGO-Stadium und Grading mit einbezogen. Es konnte
jedoch auch hier keine signifikante Korrelation zwischen den IRS-Scores der
Gewebemarker (Galektin-1, Galektin-3) und Metastasenstatus, FIGO-Stadium und

Grading festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Tab. 3.24 Korrelation der benignen Befunde.

Galektin-1- Galektin-3
Expression im | Galektin-1 Expression im | Galektin-3
verdnderten Expression im | verdnderten Expression im
Gewebe (IRS) Stroma (IRS) Gewebe (IRS) Stroma (IRS)
Galektin-1- Korrelation
Expression im nach
veranderten Pearson 1 0.287¢) b.288¢7) 0156
Gewebe (IRS)
Signifikanz
(2-seitig) 0,014 0,016 0,189
N 72 72 71 72
Galektin-1 Korrelation
Expression im nach 0,287(*) 1 0,347(*%) 0,122
Stroma (IRS) Pearson
Signifikanz 0,014 0,002 0,293
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Galektin-3
Expression
verdanderten
Gewebe (IRS)

Galektin-3
Expression
Stroma (IRS)

(2-seitig)

N

Korrelation
im nach

Pearson

Signifikanz
(2-seitig)

N
Korrelation

im nach

Pearson
Signifikanz
(2-seitig)

N

72

0,016

71

0,156

0,189

72

76

0,347(*)

0,002

75

0,122

0,293

76

75

77

0,163

0,156

77

76

0,163

0,156

77

78

** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.
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4. Diskussion

4.1 Biomarker

Das Ovarialkarzinom ist noch immer die gynakologische Krebserkrankung mit der
schlechtesten Prognose. Dies ist vor allem dem Umstand geschuldet, dass die
Diagnose in den meisten Fallen erst gestellt wird, wenn die Erkrankung bereits in
FIGO-Stadium Il oder IV fortgeschritten ist. In den fruhen Stadien | und Il mit einer 5-
Jahres-Uberlebensrate von bis zu 90 % werden nur ein Viertel der Falle
diagnostiziert. Neben Fortschritten bei der Therapie kann folglich jedes Verfahren,
das zur friUheren Erkennung des Ovarialkarzinoms beitragt, die Mortalitat der
Erkrankung senken.

Eine weitere Madglichkeit, die Prognose zu verbessern, grindet sich auf der
Tatsache, dass bisher nur rund die Halfte der Frauen mit Ovarialkarzinom in
etablierten Zentren behandelt wird, obwohl der Outcome in solchen nachweislich
besser ist. Ein Verfahren, mit dem die Dignitdt einer Raumforderung im
Adnexbereich praoperativ zuverlassig eingeschatzt werden kann, konnte bewirken,
dass mehr Patientinnen in Zentren Uberwiesen und dort von erfahrenen Operateuren
behandelt werden.

Unzahlige Arbeitsgruppen haben zum Thema Fruherkennung und Diagnostik des
Ovarialkarzinoms geforscht. Seit seiner Entdeckung durch die Forscher um Robert
C. Bast 1981 ist der Biomarker CA 125 Zentrum vieler Studien. Er wird in der Klinik
vielfach verwendet, ist aber nicht sensitiv und spezifisch genug, um in der
Friherkennung als alleiniger Marker eingesetzt zu werden. Die transvaginale
Sonographie, allein oder in Kombination mit CA 125, scheint wegen ihrer geringeren

Spezifitat fur diese Aufgabe ebenfalls nur bedingt geeignet.

4.1.1 Der Biomarker CA 125 und seine Bedeutung fur Friiherkennung und
Diagnostik

CA 125 ist der am haufigsten eingesetzte Biomarker beim Ovarialkarzinom. Er wird

regelmalig verwendet, um das Ansprechen einer Therapie zu Uberprifen, wobei

ansteigende CA 125-Spiegel in 90 % der Falle mit einer Progression der Erkrankung

korrelieren. Bei Patientinnen, die sich in Remission befinden, zeigt der Marker

zuverlassig ein Rezidiv an, bevor dieses klinisch sichtbar wird (Milojkovic et al., 2004,
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Schutter et al., 2002). Die Spiegel von CA 125 im Serum zeigen aulierdem
signifikante Unterschiede zwischen Patientinnen mit Ovarialkarzinomen und solchen
mit gutartigen Erkrankungen im Bereich des kleinen Beckens (Milojkovic et al.,
2004).

Auch bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit waren die Spiegel von CA
125 im Serum der Karzinompatientinnen mit einem p-Wert von <0,001 signifikant
hoher als bei der Vergleichsgruppe mit benignen Erkrankungen.

CA 125 gilt auch als der Einzelmarker mit der hdchsten Sensitivitdt in der
praoperativen Diagnostik des Ovarialkarzinoms (Schutter et al., 2002, Gadducci et
al., 1992). Allerdings reicht seine Diskriminationsfahigkeit allein nicht aus, um ein
Screening zu rechtfertigen. Beim Ovarialkarzinom mit seiner relativ niedrigen
Inzidenz von 40/100.000 in der weiblichen Bevdlkerung (Andersen et al., 2010) ware
ein positiv pradiktiver Wert von 10 %, bei einer Sensitivitat von 75 % und einer 99,6
%igen Spezifitat, hierflr Vorraussetzung (Bast, 2004).

CA 125 weist jedoch bei nur 80 % der Ovarialkarzinompatientinnen erhohte Werte
auf (Badgwell and Bast, 2007, Moore et al., 2010b, Husseinzadeh, 2010, Rosen et
al., 2005, Bast, 2004, Yin and Lloyd, 2001). Ferner scheint der Marker bei muzinésen
Karzinomen weit haufiger im Normbereich zu liegen als bei serésen oder
endometroiden Karzinomen (Rosen et al., 2005, Gadducci et al., 2004, Badgwell and
Bast, 2007). Diese Ergebnisse lassen sich durch unsere Untersuchungen weder
bestatigen noch widerlegen, da das untersuchte Kollektiv bei weitem von serdsen
Tumoren dominiert wird.

Im Frihstadium der Erkrankung sind die Serumspiegel von CA 125 sogar nur bei 50-
60 % der Patientinnen erhdht (Milojkovic et al., 2004, Husseinzadeh, 2010, Rosen et
al., 2005)

Weil das Cancer Antigen auch von mesothelialen Zellen, die Peritoneum, Pleura und
Perikard auskleiden und von Endometrium, EndoZervix und dem Epithel der Tuben
als Reaktion auf entzindliche Reize oder Verwachsungen produziert wird (Schorge
et al,, 2010), kénnen eine Reihe benigner gynakologischer Erkrankungen, wie
Endometriose oder funktionelle Zysten, ebenso wie nicht-gynakologische
Erkrankungen wie Leberzirrhose oder Pneumonien zu erhdhten Serumwerten von
CA 125 fuhren (Gallup and Talledo, 1997, Moore et al., 2010a). Gerade bei

pramenopausalen Frauen, bei denen entzundliche und gutartige Erkrankungen
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haufig vorkommen, ist die Aussagekraft eines erhdohten CA 125 Spiegels deshalb
kritisch zu bewerten (Moore et al., 2010b, Badgwell and Bast, 2007).

Trotz dieser Einschrankungen fur die Verwendung in der Fruherkennung gilt CA 125
als Goldstandard unter den Biomarkern flr das Ovarialkarzinom. Deshalb muss jeder
neu einzufihrende Biomarker mit CA 125 verglichen werden (Kreienberg et al.,
1999).

Bei unseren Untersuchungen war CA 125 der beste Einzelmarker und zeigte mit
einer AUC von 0,944 eine gute Trennscharfe zwischen Karzinomen und benignen
Erkrankungen. Ein mit 91,2 % hoher Anteil der Patientinnen konnte durch den
Marker bei einem optimalen Schwellenwert von 55,1 U/ml der richtigen Gruppe,
maligne oder benigne, zugeordnet werden. Fur diese Konstellation ergab sich eine
Sensitivitat von 87,2 % und eine Spezifitat von 93,2 %. Bei einer auf 95 %
festgelegten Spezifitat lag die Sensitivitat von CA 125 bei 61,5 %.

Auf eine Unterteilung unserer Patientinnen in eine pra- und eine postmenopausale
Gruppe wurde verzichtet. Bei einem mittleren Alter von 62 Jahren in der malignen
Gruppe ist aber davon auszugehen, dass die meisten Patientinnen zum Zeitpunkt
der Blutentnahme postmenopausal waren. Dennoch ist es mdglich, dass unsere CA
125-Bestimmung in einem rein postmenopausalen Kollektiv bessere Werte, gerade
hinsichtlich der Spezifitat, ergeben hatte.

Um die Sensitivitat des Muzins zu erhdhen schlagen mehrere Arbeitsgruppen eine
Kombination mit anderen Markern vor (Jacobs et al., 1990, Skates et al., 2003). Auch
wir haben die von uns untersuchten Marker aus diesem Grund miteinander
kombiniert. Die Ergebnisse werden unter Punkt 4.7 erortert.

Andere Forscher diskutieren die Bestimmung des CA 125-Spiegels im zeitlichen
Verlauf (Skates et al., 2003) oder die Kalkulation des Karzinomrisikos unter

Einbeziehung von Menopausenstatus und Sonographie (Jacobs et al., 1990).

4.1.2 Der Biomarker CA 72-4 und seine Bedeutung fur die Friiherkennung und
Diagnostik im Vergleich zu CA 125

Der Tumormarker CA 125 ist regelmalig der Einzelmarker, mit dem in der Diagnostik

des Ovarialkarzinoms die hochsten Sensitivitdten erreicht werden (Schutter et al.,

2002). In der Gruppe der muzindsen Ovarialkarzinome ist seine Sensitivitat jedoch

mit durchschnittlich 50 % niedriger als fur alle Histologien gemeinsam (Gadducci et
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al., 2004, Negishi et al., 1993, Kreienberg et al., 1999, Meier, 1997, Zeimet et al.,
1995, Gadducci et al., 1992).

Der Marker CA 72-4 wird von vielen Autoren als derjenige Marker bezeichnet, mit
dem diese diagnostische Licke geschlossen werden kann. Sie bezeichnen CA 72-4
als fihrenden Marker flr das muzinése Ovarialkarzinom (Hasholzner et al., 1996,
Fayed et al., 1998).

Andere Forscher sehen CA 72-4 hingegen nicht als fuhrenden Marker fur muzindse
Histologien an (Zeimet et al., 1995, Gadducci et al., 2004, Ponnusamy et al., 2007).
So war das Muzin in einer Studie von Zeimet bei muzinésen Karzinomen zwar ofter
erhoht als beim Gesamtkollektiv, wahrend CA 125 bei dieser Gruppe eine um rund
20 % geringere Sensitivitat aufwies als gewohnlich. Jedoch war CA 125 auch fur die
muzinésen Zystadenokarzinome insgesamt immer noch sensitiver als CA 72-4
(Zeimet et al., 1995).

In anderen Studien konnten weder im Serum (Gallup and Talledo, 1997, Menon and
Jacobs, 2000) noch im Gewebe (Ponnusamy et al., 2007) wesentliche Unterschiede
der Sensitivitat bzw. der Expression von CA 72-4 zwischen den verschieden
histologischen Formen festgestellt werden.

Bei den Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ist der Spiegel von CA 72-4 im
Serum von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen (mittlerer Spiegel 28,83 U/ml)
signifikant hdher als bei Patientinnen mit gutartigen Veranderungen (Mittelwert 1,07
U/ml). Die AUC betragt 0,726. Etwas bessere Werte erzielten Schutter und Moore
mit einer AUC von 0,767 bzw. 0,775 in ihren Studien (Schutter et al., 2002, Moore et
al., 2008).

Bei unseren Messungen wurden maximal 82,8 % der Patientinnen durch CA 72-4 der
richtigen Gruppe, benigne oder maligne, zugeordnet. Dieses Ergebnis ist insofern
Uberraschend gut, als in unserem Kollektiv fast ausschliel3lich serése Karzinome
enthalten sind, CA 72-4 bei vielen Forschen aber gerade als guter Marker fur
muzinése Tumore gilt (Negishi et al., 1993, Fayed et al., 1998, Hasholzner et al.,
1996).

Auffallig ist auch, dass CA 72-4 die beste Spezifitat unter allen untersuchten Markern
liefert. Sie liegt bei dem Grenzwert, der 82,8 % der Patientinnen der richtigen Gruppe
zuordnet, bei 98,2 % (vs. 93,2 % fur CA 125). Auch bei den Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen konnte mit CA 72-4 besonders hohe Spezifitaten erzielt werden
(Zeimet et al., 1995, Guadagni et al., 1995).
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Eine weitere Frage, die im Zusammenhang mit CA 72-4 haufig diskutiert wird, ist ob
eine kombinierte Bestimmung von CA 72-4 und CA 125 sinnvoll sein kann. Eine
Gruppe von Autoren halt die Kombination beider Marker fur sinnvoll (Zeimet et al.,
1995, Fayed et al., 1998, Ponnusamy et al., 2007, Negishi et al., 1993, Guadagni et
al., 1995). Dabei sind die Begrindungen ganz unterschiedlich. Zeimet konnte 1995
durch Kombination der beiden Muzine schlicht Sensitivitat, Spezifitdt und AUC
steigern (Zeimet et al., 1995). Guadagni (1995) erreichte eine Steigerung der
Sensitivitat ohne Einbulen bei der Spezifitat (Guadagni et al., 1995), was gewdhnlich
oft miteinander einhergeht (Bast, 2004, Badgwell and Bast, 2007). Neghishi (1993)
beflrwortet die kombinierte Bestimmung der beiden Muzinmarker, weil er davon
ausgeht, dass sie dadurch lhre Defizite gegenseitig ausgleichen (Negishi et al.,
1993).

In der vorliegenden Arbeit konnte durch Kombination von CA 125 mit CA 72-4 (AUC
0,941) kein Vorteil gegentber CA 125 allein (AUC 0,944) erzielt werden.

Gadducci, Meier und Menon sehen ebenfalls keinen Vorteil in einer pauschalen
Kombination von CA 125 und CA 72-4. Sie schlagen vor, dass CA 72-4 lediglich als
Alternative bei solchen Ovarialkarzinomen herangezogen werden soll, die generell
kein CA 125 exprimieren (Gadducci et al., 2004, Meier, 1997, Menon and Jacobs,
2000).

Tatsachlich hat sich eine pauschal kombinierte Bestimmung von CA 125 und CA 72-
4 nicht durchgesetzt. Eine alleinige praoperative Bestimmung von CA 72-4 kann
ebenfalls nicht empfohlen werden, weil seine Diskriminationsfahigkeit, trotz eines
guten Ergebnisses in unserer Studie, der anderer Marker unterlegen ist. Somit
scheidet CA 72-4 auch als Instrument zum Screening aus.

Dennoch muss wegen der hohen Spezifitat bei positivem CA 72-4 mit hoher
Wahrscheinlichkeit von einem malignen Tumor ausgegangen werden (Fayed et al.,
1998).

Insgesamt scheint CA 72-4 einer der Marker zu sein, dessen Bestimmung im Falle

von CA 125-negativen Tumoren sinnvoll sein kann.
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4.1.3 Der Biomarker HE4 und seine Bedeutung fur Friherkennung und
Diagnostik im Vergleich zu CA 125
Der Marker HE4 hat sich in Studien und auch bei unseren Untersuchungen dem
etablierten Marker CA 125 als durchaus ebenbdirtig erwiesen.
Bei den Messungen im Rahmen dieser Arbeit zeigte HE4 signifikant hohere Werte im
Serum der Karzinompatientinnen im Vergleich zu den Patientinnen der benignen
Gruppe. Die AUC fur HE4 betragt 0,897. Bei einer festgelegten Spezifitat von 95 %
liegt die Sensitivitat von HE4 bei 65,5 %. 85,5 % der Patientinnen wurden durch HE4
mit einer resultierenden Sensitivitat von 62,1 % und einer Spezifitat von 98,1 %
hinsichtlich der Dignitat ihrer Erkrankung richtig eingeschatzt. Obwohl HE4 in
unserem Kollektiv somit eine gute Trennscharfe geliefert hat, geht CA 125, wenn
man dessen hervorragende AUC von 0,944 zugrunde legt, dennoch als leicht
Uberlegener Marker aus unseren Untersuchungen hervor.
Auch in einigen anderen Studien war CA 125 der beste Einzelmarker (Andersen et
al., 2010, Badgwell and Bast, 2007, Nolen et al., 2010). Es kamen jedoch auch viele
Arbeitsgruppen zu dem Ergebnis, dass HE4 dem etablierten Marker CA 125
ebenblrtig oder sogar Uberlegen sei (Montagnana et al., 2009, Moore et al., 2008,
Hellstrom et al., 2003, Havrilesky et al., 2008, Anastasi et al., 2010, Anton et al.,
2012).
So soll HE4 bei vielen benignen Erkrankungen, bei denen CA 125 falschlicherweise
erhoht sein kann, keine erhdhten Werte aufweisen und somit eine hdhere Spezifitat
liefern als der etablierte Marker (Rosen et al., 2005, Moore et al., 2008, Moore et al.,
2010a, Moore et al., 2009, Hellstrom et al., 2003, Badgwell and Bast, 2007, Molina et
al.). Daruber hinaus zeigte es in rund der Halfte der Falle, in denen CA 125 falsch
negativ ist (20 %), seinerseits erhdhte Werte (Rosen et al., 2005). Fur frihe Stadien
des Ovarialkarzinoms soll HE4 ferner eine bessere Sensitivitdt aufweisen als CA
125, welches dort nur in 50 - 60 % der Falle den Grenzwert Uberschreitet (Anastasi
et al., 2010, Montagnana et al., 2009, Moore et al., 2008). Dieser frihere Anstieg
kénnte dadurch bedingt sein, dass HE4 ein geringes Molekulargewicht hat und auch
der Sekretionsmechanismus weniger kompliziert zu sein scheint als der von CA 125
(Montagnana et al., 2009), dessen Freisetzung wohl starker mit der Tumormasse
verknupft ist, so dass seine Sensitivitat mit fortschreitendem Tumorstadium zunimmt
(Moore et al., 2009).
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Auch fur das Monitoring von behandelten Patientinnen soll HE4 ebenso gut geeignet
sein wie CA 125 (Anastasi et al., 2010, Granato et al., 2012).

Leider haben HE4 und CA 125 auch eine gemeinsame Schwache. Beide detektieren
muzindse Ovarialkarzinome mit einer wesentlich geringen Sensitivitat als die Ubrigen
Histologien (Drapkin et al., 2005, Galgano et al., 2006, Moore et al., 2010b, Molina et
al.).

Durch die teilweise komplementaren Eigenschaften von HE4 und CA 125 wird die
kombinierte Bestimmung der beiden Marker von vielen Arbeitsgruppen, auch von
uns, fur sinnvoll erachtet (Nolen et al., 2010, Moore et al., 2008, Scholler et al.,
2006). So erwies sich diese Kombination in einer 2008 von Moore et al.
veroffentlichten Studie mit 233 Patientinnen dabei nicht nur als allen Einzelmarkern
Uberlegen, sondern auch als diejenige Zweierkombination mit der hdchsten
Sensitivitat (76,4 %) bei einer Spezifitat von 95 % und der gréfldten Flache unter der
ROC-Kurve (AUC 0,914). Auch die Hinzunahme weiterer Marker brachte nur geringe
Verbesserungen (Moore et al., 2008). Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch die
Forschungsgruppe um Nolen (Nolen et al., 2010). Bei unseren Untersuchungen hat
sich die Kombination aus HE4 und CA 125 ebenfalls als die Beste erwiesen. Die
AUC betragt 0,961, was einer Zunahme von 1,7 % gegenuber unserem besten
Einzelmarker CA 125 entspricht.

Ein Screeningtest, mit dem ein PPV von 10 % gewahrleistet werden kann, konnte
bisher leider weder mit HE4 als Einzelmarker noch in Kombination mit anderen
Verfahren entwickelt werden.

Insgesamt stellt der neue Marker HE4 aber eine Alternative bei der
Nachbeobachtung nicht nur CA 125-negativer Patientinnen mit Ovarialkarzinom dar
(Anastasi et al., 2010).

Die kombinierte Bestimmung von CA 125 und HE4 konnte zudem bei auffalligem
Sonographiebefund in Zukunft helfen, Patientinnen mit hohem Risiko fur ein
Ovarialkarzinom zu identifizieren und dazu beitragen, dass mehr Patientinnen von

gynakologischen Onkologen in spezialisierten Zentren behandelt werden.
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4.1.4 Die Galektine 1 und 3 und ihre Bedeutung als Biomarker fur die

Diagnostik des Ovarialkarzinoms

4.1.4.1 Galektin-1

Zum jetzigen Zeitpunkt ist nur wenig Literatur zur Bedeutung von Galektin-1 als
Biomarker bei malignen Erkrankungen verfugbar.

Bei unseren Messungen hat sich kein signifikanter Unterschied der Galektin-1-
Spiegel zwischen der benignen und der malignen Patientinnengruppe ergeben. Der
mittlere Galektin-1-Serumspiegel liegt bei 18,18 ng/ml fur die benignen und 24,84
ng/ml fur die malignen Tumoren.

Die AUC betragt 0,61, was darauf schlieRen lasst, dass Galektin-1 weniger gut
geeignet ist, um Karzinompatientinnen zuverlassig von solchen mit benignen
Erkrankungen abzugrenzen.

Obwohl Galektin-1 und Galektin-3 die Progression maligner Tumoren in ahnlicher
Weise zu fordern scheinen und zur selben Proteinfamilie gehdren, konnte durch
Nachweis von Galektin-1 im Serum die Dignitat von Ovarialtumoren in unseren
Untersuchungen weit weniger zuverlassig eingeschatzt werden als durch Nachweis
von Galektin-3. Eine AUC von 0,61 bedeutet eine nur wenig bessere
Diskriminationsfahigkeit, als sie bei einer zufalligen Zuordnung der Patientinnen mit
einer resultierenden AUC von etwa 0,5 zu erwarten ware.

Auch Saussez erzielte 2008 bei der Messung des Lektins im Serum von Patienten
mit plattenepithelialen Kopf-Hals-Tumoren (HNSCC) unter Verwendung eines
humanen polyklonalen Antikérpers bei einem Cut-off von 13,5ng/ml lediglich eine
Sensitivitat von 22 % bei einer Spezifitat von 100 %. Auch bei seiner Studie waren
die Unterschiede des Galektin-1-Serumspiegels zwischen Karzinompatienten und
Gesunden nicht signifikant (Saussez et al., 2008b).

Bei Patienten mit Schilddrisenerkrankungen stellte Saussez zwar einen Anstieg des
Galektin-1-Serumspiegels bei gutartigen Veranderungen gegenuber Gesunden fest,
fand aber keinen weiteren Anstieg bei Karzinomen (Saussez et al., 2008a).

Weil die Lektin-Spiegel aber bei beiden Erkrankungen nach einer Behandlung
absanken, schlagt Saussez weitere Untersuchungen vor, um die prognostische
Bedeutung von Galektin-1 weiter zu evaluieren.

Viele andere Autoren unterstreichen wegen der bereits erwahnten

immunsuppressiven und tumorprogressionsfordernden Wirkungen des Lektins eher
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sein Potential in der Therapie maligner und entzindlicher Erkrankungen sowie bei
vom Abort bedrohten Schwangerschaften (Fischer et al., 2009, Wu et al., 2009,
Camby et al., 2006, Kim et al., 2012).

4.1.4.2 Galektin-3

Galektin-3 scheint eine wichtige Rolle in der Biologie maligner Erkrankungen zu
spielen (Liu and Rabinovich, 2005). Somit liegt die Frage nahe, ob das Lektin im Blut
von Patienten mit malignen Erkrankungen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe in
erhdhter Konzentration vorkommt.

Sakaki fand im Jahr 2008 im Serum von Patienten mit Harnblasenkarzinomen
erhdhte Spiegel des Lektins (Sakaki et al., 2008). Saussez ermittelte im selben Jahr
bei an plattenepithelialen Kopf-Hals-Tumoren (HNSCC) (Saussez et al., 2008b) und
an Schilddrisenkarzinomen (Saussez et al., 2008a) erkrankten Patienten erhohte
Galektin-Werte. Dabei ergab sich eine Sensitivitat von 36 % fur HNSCC bzw. 73 %
fur Schilddrisenkarzinome und eine Spezifitat von 90 % fir HNSCC respektive 74 %
fur (Saussez et al., 2008b) Schilddrisenkarzinome (Saussez et al., 2008a, Saussez
et al., 2008b). AuRerdem hatten die HNSCC-Patienten mit metastasierten
Karzinomen hohere Serumspiegel als diejenigen Patienten mit lokalisietem Tumor
(Saussez et al., 2008b).

Bei Patienten, die an mestastasierten malignen Melanomen erkrankt waren, wurden
ebenfalls hdhere Galektin-3-Konzentrationen gemessen als bei den gesunden
Kontrollen (Vereecken et al., 2006).

Inohara konnte bei Patienten mit Schilddrisenkarzinomen andererseits keine
erhdhten Galektin-3-Spiegel nachweisen (Inohara et al., 2008).

lurisci bestimmte die Serumspiegel von Galektin-3 bei 99 Patienten mit
verschiedensten malignen Erkrankungen, darunter  waren vier  mit
Ovarialkarzinomen. Bei diesen, wie auch bei den anderen malignen Erkrankungen,
aulder bei den Patientinnen mit Mammakarzinomen, waren die Werte von Galektin-3
signifikant hoher als bei der gesunden Vergleichsgruppe. Aufderdem fand sich auch
hier eine Korrelation des Galektin-3-Spiegels mit dem Vorhandensein von
Metastasen (lurisci et al., 2000).

Abgesehen von lurisci hat bisher keine Arbeitsgruppe hinsichtlich der Bestimmung
von Galektin-3 im Serum und der Evaluation seiner Bedeutung als Biomarker

Ovarialkarzinompatientinnen einbezogen.
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Bei unseren Untersuchungen haben wir signifikant erhdhte Galektin-3-Werte im
Serum der Ovarialkarzinompatientinnen gemessen. Der Mittelwert des Spiegels fur
diese Patientinnen betragt 3,02ng/ml. Fur die benigne Vergleichsgruppe liegt er bei
1,28ng/ml. Die Flache unter der von uns erstellten ROC-Kurve betragt 0,71. Bei einer
festgelegten Spezifitdt von 95 % betragt die Sensitivitat nur 22,6 %. Dennoch
konnten bei einem optimalen Grenzwert von 2,48 ng/ml 76,2 % der Patientinnen mit
einer Sensitivitat von 48,4 % und einer Spezifitat von 93,9 % hinsichtlich der Dignitat
ihrer Erkrankung korrekt zugeordnet werden.

Somit kann man anhand des Galektin-3-Serumspiegels zwar recht zuverlassig
zwischen malignen und benignen Erkrankungen differenzieren, im Ubrigen ist es
dem etablierten Marker CA 125 aber weit unterlegen und daher allenfalls als
erganzender Marker in der Diagnostik des Ovarialkarzinoms geeignet.

Nachdem Vereecken bei malignen Melanomen eine Korrelation hoher Serumspiegel
mit starker Expression in der Histologie fand (Vereecken and Heenen, 2006) und
Inohara nachwies, dass papillare Schilddrisen Karzinome Galektin-3 sezernieren
(Inohara et al., 2008), ist es wahrscheinlich, dass die Tumorzellen selbst zur
Erhdhung des Serumspiegels beitragen. Galektin-3 wird aber auch von
unterschiedlichen Zellen der angeborenen Abwehr exprimiert (Krzeslak and Lipinska,
2004), von denen einige, wie z.B. Makrophagen, Galektin-3 nachweislich sezernieren
(Henderson and Sethi, 2009). Insofern sind hohe Galektin-3-Serumspiegel bei
Karzinompatienten wohl zum Teil auch entzundlichen Ursprungs (Vereecken et al.,
2006, Inohara et al., 2008). Es ist moglich, dass durch die karzinombedingte
Galektin-3 Freisetzung die Entzindung durch dessen proinflammatorische
Eigenschaften erst hervorgerufen wird und dann zu einer weiteren Freisetzung des
Lektins fuhrt (Vereecken and Heenen, 2006).

Weil Galektin-3 nicht spezifisch fur eine bestimmte Tumorerkrankung ist, ist es
wahrscheinlich, dass sein Vorhandensein allgemein fir die Entstehung und
Progression maligner Tumoren bedeutend ist. So kann das Lektin bei alleiniger
Lokalisation im Zytosol, mdglicherweise Uber Hemmung der Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien (Devouassoux-Shisheboran et al., 2006,
Califice et al., 2004b), maligne Zellen vor Apoptose schutzen (Califice et al., 2004a,
de Oliveira et al., 2010, van den Brule et al., 1996) und damit auch zur Resistenz

gegenuber Chemotherapeutika beitragen (Liu and Rabinovich, 2005).
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Extrazellulares Galektin-3 kann dartber hinaus gegen den Tumor gerichtete T-Zellen
der Apoptose zufuhren (Liu and Rabinovich, 2005, Liu and Rabinovich, 2010).

Ferner bindet Galektin-3 das Proto-Onkogen KRAS, eine GTPase und wichtigen
Bestandteil einer Reihe von Signaltransduktionswegen, wodurch das Gleichgewicht
zwischen aktivem und inaktivem KRAS hin zum aktiven KRAS GTP verschoben wird.
Dadurch kommt es zu einer Verlangerung und Verstarkung des KRAS-Signals, was
letztlich das Zellwachstum stimuliert und die Apoptose verhindert (Liu and
Rabinovich, 2005).

Zhao zu Folge soll Galektin-3 auch unterstitzend bei der Metastasierung von
Tumorzellen wirken (Zhao et al., 2009) und laut Liu auch die Angioneogenese,
moglicherweise Uber Forderung der Migration von Endothelzellen, vorantreiben
konnen (Liu and Rabinovich, 2005). Dazu passend hemmte in einer Studie von
Wang ein Knockdown von Galektin-3 mittels siRNA in einer Prostatakarzinomzelllinie
deren Invasions- und Migrationsfahigkeit sowie Proliferation und Wachstum und
fuhrte zum Zell-Zyklus-Arrest in der G1-Phase (Wang et al., 2009). Insofern ist heute
zwar bekannt, dass Galektin-3 durch unterschiedliche Mechanismen zur
Tumorprogression beitragen kann, dennoch sind die auRergewodhnlich komplexen
und vielfaltigen Zusammenhange bisher nur am Rande entschlisselt worden, so
dass weitere Forschung auf diesem Gebiet ebenso unerlasslich wie viel

versprechend scheint.

4.1.5 Korrelation einzelner Marker

Betrachtet man alle Befunde, die malignen und die benignen, so korrelieren CA 125,
HE4, Galektin-3 und und CA 72-4 jeweils hochsignifikant miteinander. Einzig Mouse-
Galektin-1 korreliert mit keinem anderen Marker. Betrachtet man nur die Patientinnen
mit malignen Tumoren ergeben sich ahnliche Werte.

Eine Korrelation von CA 72-4 und CA 125 konnte darauf zurlckzuflhren sein, dass
die Herkunft beider auf gesheddete Muzin-Molekule zurtuckzufuhren ist. Unter
Berucksichtigung der Ergebnisse anderer Autoren, nach denen CA 72-4 eher ein
Marker fur muzindse Ovarialtumoren ist, ist eine Korrelation mit CA 125 unerwartet,
da Letzteres vor allem fur serése Karzinome hohe Beweiskraft besitzt. Andererseits
hat CA 72-4 bei unseren Untersuchungen annehmbare Sensitivitdten und gute
Spezifitaten geliefert, obwohl das hier verwendete Kollektiv vor allem serdse

Malignome enthalt, so dass eine Korrelation der beiden Muzine fur dieses Kollektiv
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plausibel ist. Somit sprechen die Ergebnisse unserer Arbeit dafir, dass CA 72-4
auch ein geeignet Marker fur serdse Karzinome sein kann, auch wenn es dabei keine
so grolRe Beweiskraft besitzt wie CA 125.

Die Korrelation von Galektin-3 mit CA 125 kann dadurch erklart werden, dass
Letzteres als Rezeptor fur Galektine betrachtet wird, Uber den Tumorzellen
galektinabhangig mit der extrazellularen Matrix interagieren kdnnen (Seelenmeyer et
al., 2003).

Da CA 125 aber eigentlich starker an Galektin-1 als an Galektin-3 binden soll
(Seelenmeyer et al., 2003), ist es verwunderlich, dass in der vorliegenden Arbeit
keine Korrelation fur Galektin-1 und CA 125 nachgewiesen werden konnte. Die
fehlende Korrelation von Galektin-1 mit einem anderen Marker konnte aber auch auf
die Tatsache zurlckzufihren sein, dass unsere Messungen mit einem Mouse-
Galektin-1 ELISA durchgefuhrt wurden.

Die Korrelation zwischen HE4 und CA 125, die sich auch bei Montagnana findet
(Montagnana et al., 2009), scheint plausibel. Obwohl die beiden Marker zum Tell
komplementare Eigenschaften haben, exprimieren viele, vor allem serfse
Karzinome, beide Marker gemeinsam (Havrilesky et al., 2008, Nolen et al., 2010),
wahrend viele muzindse Tumoren keinen der beiden exprimieren (Moore et al.,
2010Db).

Bei der zusatzlich durchgefihrten Analyse der Korrelationen zwischen
Serummarkern  und  Tumor-  bzw. FIGO-Stadium, Metastasen- und
Lymphknotenmetastasenstatus fanden wir einen Zusammenhang zwischen den
Serumspiegeln von HE4 und CA 125 mit dem Vorhandensein vom Metastasen
(Korrelationskoeffizient=0,582; p=0,009). Ein Zusammenhang zwischen steigenden
CA 125-Spiegeln und fortschreitendem Tumorstadium ist schon langer bekannt
(Husseinzadeh, 2010, Moore et al., 2010b, Bast et al., 2005). Ferner sind beide
Marker gerade fur spate Tumorstadien sehr sensitiv (Havrilesky et al., 2008). Vor
allem die Sekretion von CA 125 korreliert eng mit der Tumormasse (Montagnana et
al., 2009, Husseinzadeh, 2010).

Der Spiegel von Mouse-Galektin-1 korreliert aul3erdem hochsignifikant negativ mit
dem Tumorstadium (Korrelationskoeffizient=-0,687; p=0,002) sowie signifikant
negativ mit dem FIGO-Stadium (Korrelationskoeffizient=-0,538; p=0,014). Aufgrund
der Erkenntnisse Uber die eher progressionsfordernde und immunsuppressive

Wirkung von Galektin-1 und die verstarkte Expression in malignen gegenuber
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gesunden Geweben, die vielfach beschrieben wurden, ist eine Korrelation von hohen
Serumspiegeln mit frithen Tumorstadien eher Uberraschend. Daher sollte dieser
neue Zusammenhang in weiteren Studien beleuchtet werden.

Innerhalb der benignen Befunde konnte keine Korrelation zwischen den einzelnen

Serummarkern festgestellt werden.

4.1.6 Kombination von Biomarkern und Anwendbarkeit in der Praxis

Im Hinblick auf die Heterogenitat der Ovarialtumoren erscheint die gleichzeitige
Bestimmung mehrerer Biomarker grundsatzlich sinnvoll (Kobel et al., 2008). In der
aktuellen Literatur findet man viele Belege fur das Potential einer kombinierten
Markerbestimmung in der Diagnostik des Ovarialkarzinoms. Fayed erzielte 1998 mit
einer Kombination aus CA 72-4 und CA 125 eine Sensitivitat von 95 % bei einer
ebenso groflen Spezifitdt und Ubertraf damit CA 125 allein (Fayed et al., 1998).
Moore und Nolen erreichten mit der Kombination CA 125/HE4 (AUC 0,914 bzw.
0,868) ebenfalls eine Verbesserung gegenuber ihren besten Einzelmarkern (Moore
et al., 2008, Nolen et al., 2010).

Um die Vorhersagefahigkeit zu erhéhen haben auch wir unsere Marker miteinander
kombiniert. Wegen des kleineren Patientenkollektivs wurde dies auf Zweier-
Kombinationen beschrankt. Tatsachlich konnte die Vorhersagefahigkeit durch
mehrere Kombinationen gegenuber der von CA 125 (AUC 0,944), unserem besten
Einzelmarker, verbessert werden. Unsere beste Kombination ist, wie bereits erwahnt,
die aus CA 125 und HE4 (AUC 0,961; entspricht einem Plus von 1,7 % gegenuber
CA 125 allein).

Auch die Kombinationen aus CA 125 und Mouse-Galektin-1 (AUC 0,948), sowie den
2008 von Dr. med. L. Schuhmacher im Rahmen ihrer Dissertation untersuchten
Markern CA19-9 (AUC 0,953), CA15-3 (AUC 0,946) und PP1490 (AUC 0,947)
(Schuhmacher, 2008), hat leicht verbesserte Werte ergeben. Weder eine
Kombination aus CA 72-4 mit CA 125 (AUC 0,94) noch mit HE4 (AUC 0,91) fuhrte
gegenuber CA 125 allein zu einer Steigerung der Diskriminationsfahigkeit.

Einige Forscher haben mehr als zwei Biomarker miteinander kombiniert. Wie die
Ergebnisse von Moore und Nolen zeigen, kann durch Hinzunahme weitere Marker
durchaus noch eine leichte Steigerung gegeniber der Zweierkombination erzielt
werden (Moore et al., 2008, Nolen et al., 2010). Trotzdem gibt Moore, unter Verweis

auf den limitierten Umfang der Sensitivtitatssteigerung, der kombinierten

88



Bestimmung von nur zwei Markern - gegebenenfalls in Kombination mit
bildgebenden Verfahren - den Vorzug (Moore et al., 2008).

Insgesamt erscheint die kombinierte Bestimmung von Biomarkern sinnvoll, um
zusatzliches Differenzierungspotential bei der Unterscheidung zwischen malignen
und benignen Raumforderungen zu erlangen. Obwohl viele Kombinationen
gegenuber CA 125 keine Vorteile erbracht haben, so gelang doch die Identifikation
einiger vielversprechender Paarungen. Besonders die Kombination CA 125/HE4
sollte in weitere Studien einbezogen werden.

Der von Moore entwickelte ,Risk of Ovarian Malignancy Algorithm* (ROMA), der mit
Hilfe der kombinierten CA 125- und HE4-Bestimmung im Serum und dem
Menopausenstatus das Risiko quantifiziert, mit dem ein Tumor im Adnexbereich
malignen Ursprungs ist, erhielt in Europa und den USA kurzlich die Zulassung.

Eine Alternative zur Kombination von unterschiedlichen Biomarkern bietet die
Hinzunahme anderer diagnostischer Verfahren.

Jacobs entwickelte 1990 den ,risk of malignancy index“ (RMI), der den CA 125-
Serumspiegel, den Menopausenstatus und die Sonographie zusammenfasst und
erzielte damit gute Ergebnisse (Jacobs et al., 1990). Der RMI wurde allerdings in
einer Studie von Moore vom ROMA in seiner Beweiskraft Ubertroffen (Moore et al.,
2010Db).

Skates entwickelte den ,risk of ovarian cancer (ROC)-Algorithmus, der die Kinetik
des CA 125 Spiegels Uber die Zeit sowie das Alter der Patientin einbezieht. Bei
auffalligem Ergebnis erfolgt eine sonographische Untersuchung (Skates et al., 2003).
Aktuell werden die flachendeckende Durchfuhrbarkeit und der Nutzen des ROC-
Algorithmus in GrofRbritannien in einer Studie mit Uber 200000 postmenopausalen
Frauen evaluiert, die noch bis 2014 lauft. Bis jetzt sind die Ergebnisse
vielversprechend. So wurden Uberdurchschnittlich viele Frauen bereits in frihen
Stadien des Ovarialkarzinoms diagnostiziert. Ob sich daraus tatsachlich ein

Uberlebensvorteil ergibt, ist derzeit noch unklar (Menon et al., 2009).
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4.2. Interpretation der Expressionsmuster der Galektine 1 und 3 in
malignen und benignen Tumoren des Ovars unter Berucksichtigung

ihrer Rolle in Tumorimmunologie und Metastasierung

4.2.1 Expression von Galektin-1 in malignen und benignen Tumoren und dem
umgebenden Stroma
In der vorliegenden Arbeit haben wir uns mit dem Expressionsmuster von Galektin-1
in malignen Ovarialtumoren beschaftigt, um Erkenntnisse Uber dessen Rolle bei der
Progression solcher Tumoren zu gewinnen. Bei diesen Untersuchungen war
Galektin-1 sowohl in den Ovarialkarzinomen als auch in den benignen
Veranderungen schwach exprimiert. Der Unterschied war nicht signifikant. Im
karzinomassoziierten Stroma war die Expression starker als in den Karzinomen
selbst und auch im Vergleich zu dem die benignen Raumforderungen umgebenden
Gewebe signifikant grol3er. Eine Korrelation zwischen den IRS-Scores fur Galektin-1
und dem Metastasenstatus, FIGO-Stadium oder Grading konnte nicht festgestellt
werden.
Auch van den Brdle, der bereits 2003 eine Studie zur Expression von Galektin-1 in
Ovarialkarzinomen veroffentlichte, fand eine bevorzugte Akkumulation des Lektins im
peritumoralen Stroma (van den Brule et al., 2003). Zuvor hatte er dieses Phanomen
bereits in Malignomen des Uterus (van den Brule et al., 1996) und der Prostata (van
den Brule et al., 2001) beschrieben.
Eine Korrelation mit FIGO-Stadium, Lymphknoten-Status oder Invasionstiefe konnte
er im Uterus ebenfalls nicht nachweisen (van den Brule et al., 1996), fand aber eine
inverse Korrelation der Galektin-1 Expression im Stroma mit dem progressionsfreien
Uberleben der Patienten mit Prostatakarzinomen (van den Brule et al., 2001). Diese
Ergebnisse bestatigte Kim bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen (Kim et al., 2012).
Andere Autoren beschreiben ebenfalls dieses stroma-betonte Expressionsmuster
von Galektin-1 in malignen Tumoren von Zervix (Kohrenhagen et al., 2006), Vulva
(Kohrenhagen et al., 2010), Kolon (Sanjuan et al., 1997, Hittelet et al., 2003) und in
Malignomen der Leber (Spano et al., 2009), wobei die Expression bei Zervix, Vulva
und Kolon mit zunehmender maligner Transformation der Zellen zunahm. Einige
Arbeitsgruppen fanden eine in Stroma- und Karzinomzellen gleichermalRen hoch
regulierte Galektin-1 Expression in Malignomen der Mamma (Jung et al., 2007), des

Kolons (Sanjuan et al., 1997) und des Endometriums (van den Brule et al., 1996).
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Doch wie ist diese Akkumulation von Galektin-1 im peritumoralen Stroma zu
erklaren?

Eine mdgliche Theorie besagt, dass die Fibroblasten selbst das Lektin exprimieren,
dazu aber von den malignen Zellen angeregt werden mussen, weil in Fibroblasten
zwar Galektin-1 mRNA nachgewiesen wurde (Jung et al., 2007), man im nicht
infiltriertem Stroma aber keine erhdhte Expression fand (van den Brule et al., 2003,
Kohrenhagen et al., 2006, Jung et al., 2007). Fur diese Theorie spricht auch, dass
van den Brale Fibroblasten durch Inkubation mit dem Zellkulturiberstand von
Ovarialkarzinomzellen zu vermehrter Galektin-1 Expression stimulieren konnte (van
den Brule et al., 2003).

Es ist aber auch vorstellbar, dass das Lektin von den malignen Zellen selbst gebildet
und zugig ins Stroma sezerniert wird (Kohrenhagen et al., 2006, Jung et al., 2007,
van den Brule et al., 2001, van den Brule et al., 2003). Letztlich sind in beiden Fallen
die malignen Zellen der Initiator einer vermehrten Galektin-1 Expression im
peritumoralen Stroma.

Bezlglich der Frage nach einem Nutzen der Galektin-1 Expression fur maligne
Zellen konnte Spano 2009 zeigen, dass sich maligne Tumoren in Anwesenheit von
Galektin-1 invasiver verhalten. Er stellte nach Transfektion einer Galektin-1 cDNA via
Plasmid in eine wenig invasive Leberkarzinomzelllinie verstarkte Migration und
Invasion der Zellen fest (Spano et al., 2009). Entsprechend zeigte Kim 2012, dass
sich Ovarialkarzinomzelllinien nach Transfektion mit einer Galektin-1-siRNA weniger
invasiv verhalten und weniger stark proliferieren, als solche die mit rekombinatem
Galektin-1 behandelt wurden (Kim et al., 2012). Van den Brile berichtet von einer
verstarkten Anheftung einiger Karzinomzelllinien an die Basalmembran-Proteine
Laminin und Fibronektin bei steigenden Galektin-1 Konzentrationen in ihrer
Umgebung (van den Brule et al., 2003, van den Brule et al., 1996).

Zudem fand man heraus, dass die stromale Expression des Lektins zu einer
Verminderung der Proliferationsrate von Fibroblasten fihrt und damit mdglicherweise
der Bildung einer fibrésen Kapsel um den Tumor entgegenwirkt (van den Brule et al.,
2003). AuRerdem wurde vielfach berichtet, dass Galektin-1 Gber CD43 und CD45 die
Apoptose tumor-reaktiver T-Zellen auslésen und die Zytokinproduktion zugunsten
eines Malignoms verandern kann (Jung et al., 2007, van den Brule et al., 2003,
Kohrenhagen et al., 2006).
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Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass Galektin-1 die Bedingungen fir malignes
Wachstum begunstigt und eine peritumorale Akkumulation des Lektins, wie wir sie in
unseren Praparaten festgestellt haben, der Bildung eines ,Schutzschildes® um den
Tumor entspricht.

Die Akkumulation von Galektin-1 im peritumoralen Stroma muss als Zeichen einer
malignen Progression, oft verbunden mit Metastasierung und ,tumor immun escape®,

betrachtet werden und (Seelenmeyer et al., 2003).

4.2.2 Expression von Galektin-3 in malignen und benignen Tumoren und dem
umgebenden Stroma
Einige Arbeitsgruppen haben eine erhdohte Expression von Galektin-3 in
verschiedenen malignen Tumoren, beispielsweise in Schilddrisen- (Inohara et al.,
2008), Blasen- (Sakaki et al., 2008), Prostata- (Califice et al., 2004a) Pankreas- (Xie
et al.,, 2012) und Nierenzellkarzinomen festgestellt (van den Brule et al., 2004).
Nachdem bekannt ist, dass Galektin-3 viele Eigenschaften hat, die maligne
Erkrankungen in ihrer Progression unterstitzen kdnnen, scheinen diese Ergebnisse
zunachst plausibel.
Im Widerspruch dazu berichten jedoch viele Autoren von einer verminderten
Expression des Lektins im malignen Gewebe. So fand Castronovo eine massive
Down-Regulation von Galektin-3 in invasiven und metastasieten Mamma-
Karzinomen bei starker Expression in benignen Lasionen und gesundem Gewebe
(Castronovo et al.,, 1996). Diese Ergebnisse wurden durch eine Studie von de
Oliveira bestatigt (de Oliveira et al., 2010). In Malignomen der Niere, Prostata und
Blase korrelierte ein Expressionsverlust ebenfalls mit zunehmender Progression des
Tumors (Merseburger et al., 2008a, Merseburger et al., 2008b, Kramer et al., 2008).
Auch van den Brile fand in Endometrium- und Ovarialkarzinomen eine verminderte
Galektin-3-Expression (van den Brule et al., 1996, van den Brule et al., 1994).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Galektin-3 in Ovarialkarzinomen
untersucht und mit der in benignen Lasionen verglichen. Dabei hat sich flr beide
Dignitaten eine schwache Expression von Galektin-3, mit geringfligig hdéherem
Mittelwert fur die benignen Veranderungen ergeben. Mit einem einem p-Wert von
0,342 ist der Unterschied jedoch nicht signifikant.
Daneben haben wir die Galektin-3-Expression im peritumoralen Stroma betrachtet.

Hierbei fand sich sowohl fur die benigne als auch die maligne Gruppe eine schwache
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Farbreaktion, bei hoherem mittlerem IRS-Score fur die benigne Gruppe. Der
Unterschied ist signifikant. Diese Ergebnisse passen in |hrer Tendenz zu den von
van den Brlle, Castronovo und de Oliveira beschriebenen Expressionsmustern in
verschiedenen gynakologischen Malignomen.

Doch wie kann erklart werden, dass einige Forscher eine erhohte Galektin-3-
Expression in Karzinomen finden, andere hingegen eine erniedrigte Expression?
Eine Moglichkeit ware, dass Galektin-3 in Abhangigkeit von Zelltyp unterschiedliche,
progressionsfordernde oder -hemmende, Funktionen hat (Castronovo et al., 1996).
Denkbar ware auch, dass eine Kreuzreaktion der zur Detektion verwendeten
Antikdrper mit dem in malignen Geweben hochregulierten Lamininrezeptor 67LR
(Castronovo et al., 1996) oder anderen bisher unbekannten Molekulen (van den
Brule et al., 2004) zu falsch hohen Werten gefuhrt hat.

Eine andere Theorie besagt, dass eine vorubergehende Down-Regulation von
Adhasionsmoleklilen wie Galektin-3 und dessen Rezeptoren in der ECM die
Tumorzellen Uberhaupt erst dazu befahigt, sich voneinander zu I6sen, um
anschlielfend im Rahmen der Metastasierung die Basalmembran und die ECM zu
durchdringen und in Gefalde einzuwandern (de Oliveira et al., 2010, van den Brule et
al., 1996). Dafur spricht auch, dass Galektin-3 in intravaskularen Tumorzellemboli
von Mammakarzinompraparaten bei niedriger Expression in den Primartumoren
wieder vermehrt exprimiert wird und das Endothel dieser Gefalte wieder verstarkt
Galektin-Rezeptoren tragt (de Oliveira et al., 2010). Somit scheint Galektin-3 in
bestimmten Phasen der Proliferation nicht nur férdernd, sondern auch suppressiv auf
Karzinome wirken zu kdnnen. Die erfolgreiche Expansion von Tumorzellen kdnnte
also schlicht von der richtigen Balance zwischen vermehrter und verminderter
Expression unterschiedlicher Moleklle abhangen (de Oliveira et al., 2010, van den
Brule et al., 1996).

4.2.3 Korrelation der Expression von Galektin-1 und -3

Zunachst haben wir die Korrelation der Expression von Galektin-1 und -3 unabhangig
von der Dignitat der Befunde untersucht. Diese Analyse hat ergeben, dass die
Expression von Galektin-1 im veranderten Gewebe hochsignifikant mit der Galektin-
1-Expression im umgebenden Stroma (Korrelationskoeffizient=0,280; p=0,004) und
mit der Expression von Galektin-3 im veranderten Gewebe korreliert

(Korrelationskoeffizient=0,284; p=0,004). Ferner korreliert die Expression von
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Galektin-1 im Stroma signifikant mit der Galektin-3-Expression im veranderten
Gewebe selbst (Korrelationskoeffizient=0,241; p=0,012).

Bei der Analyse der Korrelation der benignen Befunde untereinander ergeben sich
zwischen den einzelnen IRS-Scores ahnliche Korrelationskoeffizienten, wie bei der
Betrachtung aller Befunde mit abweichendem Signifikanzniveau.

Innerhalb der malignen Befunde ist keine Korrelation hinsichtlich der IRS-Scores der
Expression von Galektin-1 und -3 vorhanden. Eine Korrelation zwischen den IRS-
Scores der beiden Lektine und Metastasenstatus, FIGO-Stadium und Grading konnte
ebenfalls nicht festgestellt werden.

Insgesamt scheint eine Korrelation von Galektin-1 und -3 plausibel, da beide zur
selben Proteinfamilie gehdren und beide eine Rolle in der Progression maligner
Tumoren spielen. Nachdem Galektin-1 bevorzugt im peritumoralen Stroma und
Galektin-3 eher im Tumor selbst zu finden ist, ware auch hier ein Zusammenhang zu
erwarten. Verwunderlich ist, warum gerade bei ausschlieBlicher Betrachtung der
malignen Befunde dieser Zusammenhang nicht nachgewiesen werden kann.

Zudem fanden einige Autoren eine Korrelation der Galektin-Expression mit
Invasivitat, Prognose oder TNM-Status: So zeigte Jung einen Verbindung zwischen
Galektin-1-Expression im Stroma und TNM-Status (Jung et al., 2007), Spano fand
einen Zusammenhang zwischen der Expression des Lektins und dem
Vorhandensein von Metastasen (Spano et al., 2009) und Merseburger wies eine
Korrelation zwischen Expressionsverlust von Galektin-3 und zunehmender maligner
Progression nach (Merseburger et al., 2008a, Merseburger et al., 2008b). Andere
Forscher konnten, wie in der vorliegenden Arbeit, keine Korrelation von Galektin-1
oder -3 mit Tumor, Nodal- oder Metastasen-Status nachweisen, so etwa van den
Brdle (van den Brule et al., 1996).

Insgesamt ware eine Einbeziehung von Korrelationsanalysen in weitere Studien
empfehlenswert, gerade um mehr Uber die teilweise komplementaren, teilweise
inversen Beitrage der Galektine-1 und -3 in der Progression maligner Tumoren und

ihr Zusammenspiel zu erfahren.
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4.3 Klinische Relevanz und Ausblick

Die Etablierung eines zuverlassigen Biomarkertests in der Diagnostik von
Ovarialtumoren ware ein wunschenswerter Fortschritt in der Gynakologie. Ein
solcher konnte einerseits helfen, die Anwendung invasiver Methoden zur Dignitats-
Abschatzung zu reduzieren und andererseits bewirken, dass Patientinnen mit hohem
Karzinomrisiko fruhzeitiger identifiziert und vermehrt in etablierte Zentren Uberwiesen
werden, in denen sie die bestmogliche Behandlung erhalten.

Um einen solchen Test auf den Weg zu bringen, haben wir neue und bekannte
Biomarker im Blut von an malignen und benignen Ovarialtumoren erkrankten
Patientinnen quantifiziert und hinsichtlich ihrer Voraussagefahigkeit mit dem
etablierten Marker CA 125 verglichen. Dabei konnten wir vor allem mit dem neuen
Marker HE4 gute Ergebnisse erzielen.

Um zusatzliches Differenzierungspotential zu erhalten und aufgrund der
Heterogenitat der Ovarialtumoren haben wir unsere Marker miteinander kombiniert.
Dabei erzielten wir mit den komplementaren Markern HE4 und CA 125 die besten
Ergebnisse. Die kombinierte Bestimmung dieser beiden Marker wird auch von vielen
anderen Wissenschaftlern flr die praoperative Dignitatseinschatzung beim
Ovarialkarzinom empfohlen. Zudem kann HE4 im Falle einer Negativitat von CA 125
auch als Verlaufsmarker eingesetzt werden. Dies gilt mit Einschrankungen auch fur
CA 72-4. Zwar galt dieses bisher vor allem als Marker fUr das muzindse
Ovarialkarzinom, lieferte aber in dem hier herangezogenen, vor allem aus serdsen
Karzinomen zusammengesetzten Kollektiv dennoch eine annehmbare Sensitivitat bei
hervorragender Spezifitat.

Wir hoffen, dass unsere Ergebnisse nicht nur zur Etablierung zuverlassiger, nicht-
invasiver Verfahren in der Diagnostik von Ovarialtumoren beitragen, sondern auch
weiterfUhrenden Studien den Weg ebnen.

Die Galektine 1 und 3 liefern bisher weder in den aktuell verfigbaren Studien noch
bei unseren Untersuchungen Ergebnisse, die eine Verwendung in der Diagnostik des
Ovarialkarzinoms sinnvoll erscheinen lassen.

Galektine scheinen vielmehr eine wichtige Rolle in der komplexen Interaktion
zwischen Tumor und Immunsystem zu spielen (Dunn et al., 2004).

So fordern sowohl Galektin-1 (Motran et al., 2008) als auch Galektin-3 (Liu and
Rabinovich, 2010) die Entwicklung von Thy-Zellen, deren Zytokine malignes

Wachstum zu unterstitzen scheinen, gegentber der von Ths-Zellen, die besonders
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wichtig flr die Anti-Tumor-Immunitat sind (Rodriguez-Vita and Lawrence, 2010).
Galektin-1 und -3 kénnen ferner die Apoptose tumorreaktiver T-Zellen induzieren (Liu
and Rabinovich, 2010).

Durch diese und andere Eigenschaften fordern die Galektine-1 und -3 somit in
erheblichem Male, dass maligne Zellen der immunologischen Kontrolle entgehen
kénnen.

Beide Lektine konnen auflerdem Bindungen zwischen der Zelloberflache von
Tumorzellen und der ECM oder den malignen Zellen untereinander herstellen (van
den Brule et al., 2001, lurisci et al., 2000), was bedeutsam flr den Prozess der
Metastasierung ist (Stricker and Kumar, 2010).

Dass Potential der Galektine scheint also weniger in der Tumor-Diagnostik als
vielmehr in der Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze in der Tumortherapie und
der Gewinnung neuer Erkenntnisse Uber das Wechselspiel zwischen malignen Zellen
und dem Immunsystem zu liegen. Diese Hypothese wurde in ihrer Tendenz durch
eine Studie von Kim et al. bestatigt, die zeigen konnte, dass die gleichzeitige
Behandlung von Ovarialkarzionmzellen mit einer Galektin-3-siRNA und Paclitaxel
gegenuber dem Chemotherapeutikum allein eine signifikante Reduktion des
Zelluberlebens herbeifuhrt (Kim et al., 2011).

Wir hoffen, dass die durch unsere Untersuchungen gewonnen Erkenntnisse zur

Durchfuhrung weiterfUhrender Studien in diesem Zusammenhang beitragen.
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5. Zusammenfassung

Die sichere praoperative Abgrenzung maligner Befunde ist ein essentieller Schritt zur
optimalen Therapie des Ovarialkarzinoms. Mit dem Ziel, die praoperative Diagnostik
um einen zuverlassigen, wenig invasiven Test zu erganzen, wurden in 92
Serumproben von  Patientinnen mit  Ovarialkarzinomen und  benignen
Raumforderungen im Adnexbereich die Spiegel des in der Diagnostik etablierten
Markers CA 125 sowie der potentiellen neuen Biomarker HE4, CA 72-4, Galektin-1
und Galektin-3 bestimmt.

Um mehr Uber die Rolle der Galektine in der Biologie maligner Ovarialtumore zu
erfahren, wurden 111 histologische Praparate, ebenfalls von an malignen und
benignen Adnextumoren erkrankten Patientinnen, auf die Expression von Galektin-1
und -3 hin untersucht.

Bei den Untersuchungen des Serums war CA 125 der beste Einzelmarker und zeigte
mit einer Flache unter der Kurve (AUC) von 0,944 eine gute Diskriminationsfahigkeit
zwischen Karzinomen und benignen Erkrankungen.

Besonders gute Ergebnisse erzielten wir mit einer AUC von 0,897 auch mit dem
neuen Marker HE4. Das Glykoprotein hat sich jedoch nicht nur bei unseren
Untersuchungen, sondern auch in zahlreichen anderen Studien gegeniber dem
etablierten Marker CA 125 als ebenbdrtig erwiesen.

CA 72-4 zeigte mit einer AUC von 0,726 eine mittlere Genauigkeit bei der
Bestimmung der Tumordignitat. Es zeichnete sich aber durch eine hervorragende
Spezifitat von maximal 98,2 % aus, so dass bei positivem CA 72-4 mit hoher
Wahrscheinlichkeit von einem malignen Tumor ausgegangen werden muss.
Galektin-1 (AUC 0,609) und Galektin-3 (AUC 0,71) sind dem etablierten Marker CA
125 in der Diagnostik des Ovarialkarzinoms weit unterlegen und daher allenfalls als
erganzende Marker geeignet.

Um zuséatzliches Differenzierungspotential zu erhalten haben wir unter Einbeziehung
der in einer bereits verdffentlichten Arbeit unserer Forschungsgruppe untersuchten
Marker jeweils zwei Biomarker miteinander kombiniert. Tatsachlich konnte die
Vorhersagefahigkeit durch mehrere Kombinationen gegenuber der von CA 125

verbessert werden. Unsere beste Kombination war, mit einer AUC von 0,961, die aus
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CA 125 und HE4. Das entspricht einem Zuwachs von immerhin 1,7 % gegenuber
dem besten Einzelmarker CA 125 (AUC 0,944).

Bei auffalligem Sonographiebefund kdnnte die Bestimmung dieser beiden Marker in
Zukunft helfen, Patientinnen mit hohem Risiko flr ein Ovarialkarzinom praoperativ
frihzeitig zu identifizieren.

Hinsichtlich der Expression der Galektine 1 und 3 im Gewebe fiel eine besonders
starke Akkumulation von Galektin-1 im karzinomassoziierten Stroma auf. Dieses
Expressionsmuster wird auch von anderen Arbeitsgruppen im Zusammenhang mit
verschiedenen Malignomen beschrieben und oftmals als Zeichen maligner
Progression gewertet.

Wir hoffen, dass die durch unsere Untersuchungen gewonnen Erkenntnisse Uber das
Expressionsmuster der Galektine in Ovarialkarzinomen zur Durchflihrung
weiterfuhrender Studien anregen, da das Potential dieser Proteine gerade in einer
moglichen Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze und der Gewinnung neuer
Erkenntnisse Uber das Wechselspiel zwischen malignen Zellen und dem

Immunsystem grof3 zu sein scheint.
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7. Verwendete Abklirzungen

Arg die Aminosaure Arginin

Asn die Aminosaure Asparagin

AUC Area Under Curve, Flache unter einer ROC- Kurve

Bcl2 Das proto-Onkogen B-cell-lymphoma-2

BRCA1/BRACA2 ,Breast Cancer 1/Breast Cancer 2 susceptibility protein®

BSA Bovines Serumalbumin

CA 125 Cancer Antigen 125

CA 724 Cancer Antigen 72-4

CA-19-9 Cancer Antigen 19-9

CD z.B. CD45 Cluster of Differentiation (,Unterscheidungsgruppen®) 45

CEA Carcino-Embryonales Antigen

CRD Carbohydrate Recognition Domain (,Kohlenhydrat
Erkennungsdomane®)

DAB 3,3 Diaminobenzidin

ECM Extrazellulare Matrix

ELISA Enzyme linked immunosorbend Assay

FIGO Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
(,Internationale Vereinigung fur Gynakologie und
Geburtskunde®)

FSH Follikel Stimilierendes Hormon

GIcNAc N-Acetylglucosamin

Gly die Aminosaure Glycin

HAMA humane-Anti-Maus-Antikorper

HE4 Human Epididymis Specific Protein 4

HNPCC »Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer®, deutsch
hereditares non-polypdses Kolonkarzinom

HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma

HRP horseradish peroxidase (,Meerrettich-Peroxidase®)

IRS-Score Immunoreactive Score (,Immunreaktiver Score)

kD kiloDalton
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Kl Konfidenzintervall

LacNac N-Acetyllactosamine

LAMP Lysosom-assoziierten Membranproteine

LH Luteinisierendes Hormon

LMP-Tumor Low-malignant-Potency-Tumoren, auch Borderline-
Tumoren

MUC 16 Muzin 16

ng Nanogramm

NK-Zelle Naturliche Killerzelle

NSAR nicht-steroidale Antirheumatika

oD optische Dichte

PCOS Polycystisches Ovarsyndrom

PIA Partikel-Immunoassay

pM picoMol

PMP Photo multiplyer Tube

RMI Risk-of-Malignancy-Index

ROC-Algorithmus Risk-of-Ovarian-Malignancy-Algorithm

ROC-Kurve Receiver Operating Statistics-Kurve

ROMA Risk-of-Ovarian-Malignancy-Algorythm

siRNA Small interfering RNA

SRP Signalerkennungspartikel

TAG 72 Tumor-Assoziiertes Glykoprotein 72, andere Bezeichnung
fir CA 72-4

TCR T Cell Receptor (, T-Zell-Rezeptor®)

Th4-Zellen/Thy-Zellen

T-Helfer-1-Zellen/T-Helfer-2-Zellen

TMB Tetramethylbenzidin

TNM-System System zur Klassifikation maligner Tumoren, wobei T fur
Tumor, N fur Nodus (Lymphknoten) und M fur
Metastasen steht

Trp die Aminosaure Tryptophan

ul/l Units pro Liter

Wap Whey acidic protein

WFDC 2 Wap four disulfide core 2, andere Bezeichnung fur HE4
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