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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie, Histologie und Tumoren des Ovars

1.1.1 Das Ovarium

Die weibliche Keimdriise, das Ovarium (lat. Ovumi¥ Eegt am Ende der Tuba uterina und hat
bei einer geschlechtsreifen Frau mit einer Grofde e@. 3,0-5,0 x 1,5-3,0 x 0,6-1,5 cm sehr
variable Ausmal3e. Postmenopausal kann es sogaubislandelgrofRe zusammenschrumpfen.
Tube und Eierstock ergeben zusammen das AdnexDas. Ovar ist zwischen dem Lig. Ovarii
proprium und dem Lig. Suspensorium ovarii aufgehér@gine Vorderflache ist tUber das
Mesovar und den Hilus ovarii mit dem Lig. Latumnuteerbunden, mit der Hinterflache weist es
ins kleine Becken. Der Facies medialis konnen timesn oder Kolon anliegen. Am Boden der
Fossa ovarica grenzt die Facies lateralis an dignd.V. obturatoria und den N. obturatorius.

Die mikroskopische Gliederung des Ovars erfolgtviar Schichten. Die &ul3erste ist der
Peritonealiberzug/Keimepithel mit ausgepragter Basabran. Es folgt die Tunica albuginea,
eine weil3liche, bindegewebige Kapsel, welche sith $troma ovarii fortsetzt. Die nachste
Schicht ist der Cortex ovarii, die Eierstockrindé@ gen Ovarialfollikeln. Zentral befindet sich
die Medulla ovarii, das Eierstockmark, ein lockeBasdegewebe mit darin enthaltenen Blut- und
Lymphgefal3en sowie den Nerven. Die Hauptfunktiosied einerseits eine generative, also die
Oogenese im Keimepithel. Es folgen Follikelreifu@yulation und Bildung des Corpus luteum.
Andererseits kommt dem Ovar auch eine vegetativelolgine Bedeutung zu. In den
Stromazellen werden u.a. Ostrogene, Gestagene mindeiingen Mengen Androstendion

produziert, welche tber Zwischenstufen aus Chaiestewonnen werden [47].

1.1.2 Ovarielle Tumoren

Jahrlich erkranken in Deutschland etwa 9.950 Frare®varialkarzinomen. Mit 4,8% ist dies
die funfthaufigste aller bosartigen Neubildungenfauen und liegt, mit einem Lebenszeitrisiko
von 1,0-1,4%, zwischen der des Korpus- und Zervizikams. Durch die schlechtere Prognose

aufgrund mangelnder Friherkennungsmethoden und esp&etzender, relativ unspezifischer
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Einleitung

Symptomatik, liegt hier die Sterblichkeit allerd;ngoher, als im Vergleich zum Endometrium-
und Zervixkarzinom zusammengenommen. Die alterdpe®e Inzidenz entspricht in etwa der
des Corpuskarzinoms. Bemerkenswerterweise kommbeesits unter 45 Jahren zu einem
Auftreten von etwa 10% aller Ovarialkarzinome, ipetiviegender Zahl Keimzelltumore. Das
mittlere Erkrankungsalter liegt bei 68 Jahren [27].

Deutschland befindet sich was die Inzidenz betrifft EU-Vergleich in den vorderen Rangen.
Hohe Inzidenzraten findet man u.a. in Litauen, &stiren, Estland, D&nemark und Lettland. Die
niedrigsten in Siudeuropa (ltalien, Portugal unde@Grenland) [27]. Fur eine allgemeine
Gesamtklassifikation von Ovarialtumoren nach WHO asef das Werk von Scully et al.
verwiesen, welche eine Typisierung von Ovarialkavaien nach internationalen histologischen
Richtlinien erlaubt [76].

Im Folgenden werden die unterschiedenen MalignoeseQl/ars zusammengefasst.

Oberflachenepithel-Stromatumoren (bis 90%)

Diese Tumorart wird anhand des Zelltyps (serds, im@sz endometrioid, klarzellig,
Ubergangszelltyp oder gemischte Zelltypen) [75,76pach der (iberwiegenden
Wachstumsrichtung (oberflachlich-papillar oder B@t) und dem fibrosen Stromaanteil
klassifiziert. Klinisch relevanter ist allerdingsedEinteilung nach deren Malignitat: benigne,
eindeutig maligne und Borderline-Tumoren. Die lgértannten besitzen zwar einige, jedoch
nicht alle Malignitatskriterien (invasives, desttivks Wachstum; unreife, heterologe, schlecht
differenzierte Gewebe; polymorphe, polychromatiscimel polyploide Kerne, unregelmafiiges
Chromatin, viele atypische Mitosen; Metastasen; figalRezidive) [15]. Selbige sind
Uberwiegend aufs Ovar begrenzt und zeichnen sich muausgedehnten Stadien durch eine sehr
gute Prognose aus [16].

In 20-30% der Falle sind die serdsen Tumoren ineakarzinome, 10-15% Borderline-Tumoren
und ca. 60% sind benigne. Sie unterscheiden sidh duinsichtlich ihres hauptséchlichen
Auftretens in unterschiedlichen Altergruppen. Digarkinome treten in 35% doppelseitig auf [61]
und dehnen sich frih Uber das gesamte Abdomennatsstasieren diffus, aber besonders in
Lymphknoten und in den pleuropulmonalen Raum. Ihredal994 befanden sich, laut einer
Studie von Petterson et al. in Schweden, 73,8% aliédeckten serdsen Ovarialkarzinome im
Stadium Il oder IV, lediglich 16,2% im Stadium 1.
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Demgegenuber findet man 49,2% aller invasiven niisgn Karzinome auf ein Ovar begrenzt,
also in Stadium I. Lediglich 42,3% befinden sich b@&agnosestellung in Stadium Il oder IV.
Somit erklart sich die mit 56% hochste 5-JUR dflistologischen Subtypen.

Das endometrioide Karzinom bleibt mit 52% zwar Igerf als das serdose (26%), damit aber
weniger haufig als das muzintse (58%) auf das &l@ecken beschrankt [61]. Bei diesem
Tumor handelt es sich um ein Adenokarzinom, weldheStruktur und Art des Stroma dem
Endometriumkarzinom ahnelt. Etwa 10% aller Ovariahd knapp 20% der endometrioiden
Karzinome sind mit diesem assoziiert.

In Kombination mit einer Endometriose treten amfiysten die Klarzelligen Karzinome auf
[83]. Diese bilden einen Anteil von 5,1% an den @atkarzinomen und stehen, hinsichtlich ihrer
Benignitat nach den muzinésen an zweiter Stellerudén epithelialen Subtypen, da nur 35,6%
in Stadium 11l und IV diagnostiziert werden und @e5-JUR immerhin noch 50% betragt [36].
Das in jungen Jahren (9-35 LJ.) auftretende, kidiige Karzinom ist ein zwar seltener, jedoch
hochmaligner Tumor. Auch die primaren Ubergangszaitl Plattenepithelkarzinome sind eine
ausgesprochene Raritat. Ebenso die Adenosarkommasddermale Mischtumoren (Millersche
Mischtumoren), die beide schlechte Prognosen asémdi60].

Eine Sonderform beziglich der Ausbreitung ist rmee Anteil von 8% aller Ovarialkarzinome
das Peritonealkarzinom. Dieses, auch als extraglies] papillar-serés bezeichnete Karzinom
tritt zwar nur superfiziell an den Ovarien auf, lafaber auch multifokal innerhalb des
Peritonealraumes und ist nicht als Metastase zstatgn, sondern als multipler Primartumor.

Ansonsten besteht jedoch kein Unterschied zu aebgeein Ovarialkarzinomen.

Keimstrangstromatumoren (bis 3%)

Diese Art von Tumor wird aus den Keimstrangen cales dem undifferenzierten Mesenchym
des embryonalen Gonadengewebes gebildet und isttdtéi« hormonell aktiv. Die endokrine
Eigenschaft lasst allerdings keine sichere Aussiage Malignitét zu.

Das tumorbildende Gewebe differenziert sich bei uéma eher zu Granulosa- oder
Thekazelltumoren, haufiger im mannlichen Koérper Sertoli-Leydig-Zelltumoren. Es kdnnen
aber auch Gynandroblastome, also Mischformen mistaelteilen von Stroma-, Theka-,
Granulosa-, Sertoli-, und/oder Leydig-Zellen auére

Die adulten (4.-7. Lebensdekade) Granulosazelltemdnnen von den deutlich selteneren
juvenilen (erste beiden Lebensdekaden) abgegreexten. Adulte Formen machen 1-2% aller
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Ovarialtumoren, 5% der malignen Formen und 95% &lmnulosazelltumoren aus. An dieser
Tumorart wurde erstmals der hohe Nutzen einer InHerum-Bestimmung festgestellt
[17,25,70]. 90% der Neoplasien werden in Stadiuemtbeckt, die Prognose entspricht der der
epithelialen Formen. In der juvenilen Gruppe lidgise Quote sogar noch etwas héher, die 5-
JUR betragt im also haufigsten Stadium | tiber 90%.

Das Thekom, eine aus lipidreichen Zellen bestehegéartige, den Theca-interna-Zellen
ahnliche Neoplasie ist der haufigste endokrin &t@varialtumor. Seine hormonell inaktive
Form ist das Fibrom.

Eine, mit 0,5% aller Ovarialtumoren, &uf3erst s@tBorm ist das Androblastom. Dieser Sertoli-
Leydigzelltumor tritt prim&r bei jingeren Patiemtén auf, zu 80% im Stadium |. Deren Prognose
ist primar von Ausbreitungsgrad und Differenzieruaighéangig, sie tendiert jedoch nur in den

Fallen mit weiter Ausbreitung in Richtung schlecht.

Keimzelltumoren

Etwa 1-3% der malignen und 20% aller Ovarialtumaetiallen auf die Keimzelltumoren. Zwar
haben 95% benignen Charakter, zumeist handelt a5 18n zystisch-solide Teratome oder
Dermoidzysten, es entwickeln sich jedoch Uber 2f3Q@lvarialtumoren bei unter 20-j&hrigen aus
den Keimzellen. Davon sind nur 1/3 als maligne zasdtfizieren, insgesamt aber machen
Keimzelltumoren wiederum 2/3 der malignen Ovariaetkeome in dieser Altersklasse aus. Es
werden undifferenzierte Formen, wie Dysgerminom uBdminom, mit Ursprung beim
Trophoblasten, von Dottersacktumor und Chorionkemzi, sowie embryoblastische wie
Teratome und embryonales Karzinom unterschiedén [76

Das Dysgerminom tritt besonders in der Zeit vondess bis frihem Erwachsenenalter auf und
stellt mit 20-30% das haufigste Malignom des Owaéhrend der Graviditat dar, besitzt aber
dennoch eine sehr gute Prognose.

Der mit ca. 20% zweithaufigste maligne Keimzelltumst der des Dottersacks, friher als
Mesonephrom, heute ebenso als endodermaler Sinoistberzeichnet. Auch bei diesem,
innerhalb von Wochen wachsenden Tumor hat die libgemde Mehrzahl der Patientinnen das
30. Lj. noch nicht tberschritten. Da hochmaligrend selbst bei R1-Resektion (RO-Resektion:
Entfernung des Tumors im Gesunden. In der Histapagiie kein Tumorgewebe im
Resektionsrand nachweisbar. R1-Resektion: Makras&bpwvurde der Tumor entfernt. In der

Histopathologie sind jedoch kleinere Tumoranteile Resektionsrand nachweisbar. R2-
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Resektion: Grossere, makroskopisch sichtbare Be#eTumors konnten nicht reseziert werden.)
die Metastasierung meistens schon statt, die Peagisbalso auch hier nicht als gut zu bewerten.
Im Rahmen der Keimzelltumoren seien der Vollstékelig halber, noch die sehr seltenen
primaren (nicht graviditatsbedingten und deshallogpostisch schlechter einzustufenden)
Chorionkarzinome, die seltenen Embryonalen Karzqiaam wenigsten Differenzierung von
allen) und der seltenste, das Polyembryom (ebertfialth maligne), erwahnt [61] .

Ebenfalls in die Gruppe der Keimzelltumoren faltha Teratome, welche definitionsgemafl aus
drei Keimblattern bestehen und deren maligne Fadoh mit 15% an dritter Stelle befindet.
Deren Einteilung erfolgt in drei Subklassen: Ureetler solide Teratome stellen 1% davon, sind
maligne und prognostisch ungulnstig, insbesonderh rigapselruptur und Metastasierung.
Desweiteren benennt man reife oder adulte Teratalex®n Mehrzahl benigne Dermoidzysten
darstellen, faust- bis mannskopfgrold werden untigfétige Flissigkeit sowie Zahne und
Organteile beinhalten kénnen [15]. Die dritte Fdoiiden die monodermalen Teratome, deren
bekannteste die seltene Struma ovarii mit einenmeihnbn 2,7% der Teratome ausmacht und
Uberwiegend benigne ist und das ebenso seltenenidatzm Dermoid. Die Gesamtheilung aller
Teratomarten liegt mit 63% innerhalb von zehn Jalmmeoberen Bereich [61].

Der Anteil an Metastasen macht etwa 6-7% der Olaneren aus, besonders oft werden

bilaterale (60-75%) Filiae der Mamma-, Kolon- unadé@nkarzinome angetroffen [60].

1.1.3 Risikofaktoren

Risikofaktoren sind unter anderem eine friih eiresede Menarche und ein spétes Einsetzen der
Menopause, Kinderlosigkeit, Sterilitat, spatgebédde Frauen, Zahl der Ovulationen, hoher
soziobkonomischer Status oder fehlende Stillzetewie Ubergewicht. Dieses senkt auch im
mannlichen Kérper den Inhibinspiegel, was dessehigkéit als Tumorsuppressor erkléaren
kénnte [98]. Ebenso kommen aber auch genetisclaispasitionen als Ursache in Frage. In ca
5% der Karzinomfélle liegt eine familiare Haufungrv[66], die womdglich auf eine
Chromosomenanomalie (Deletion 17¢21) =zurickzufiihisin [15]. Auf3erdem steigt das
Erkrankungsrisiko bei Frauen, die selbst bereits eamem Mamma-, Uteruskorpus- oder
Kolonkarzinom leiden. Multiparitdt und langjahrig@nnahme hormonaler Ovulationshemmer,

durch Verringerung der Ovulationen, scheinen sichgeden protektiv auszuwirken.
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Kombinationspraparate mit Ostrogenen und Gestageteigern allerdings geringfuigig das
Brustkrebsrisiko.

In den letzten 20 bis 30 Jahren ist die Inziderezd®r Ovarialkarzinome in Deutschland nahezu
konstant geblieben, wohingegen die Mortalitatsratihden 1980er Jahren Uber die Zeit deutlich
sinken. Auch im Trendverlauf zeigt sich somit eiepidemiologische Ahnlichkeit zum
Corpuskarzinom des Uterus. Die Prognose eines @karzinoms zu anderen malignen
Neoplasien der weiblichen Geschlechtsorgane hingejerergleichsweise schlecht. Die relative
5-Jahres-Uberlebensrate liegt nur bei etwa 41%. Werust an Lebenserwartung betragt
statistisch 11 Jahre. Dies liegt einerseits an deéten Diagnose durch fehlende
Frihsymptomatik, 75-80% der Falle werden im unggest Stadium FIGO IIB-IV
diagnostiziert. Andererseits wird die 5-JUR duréheehohe Rezidivgefahr reduziert, da etwa
75% der Patientinnen ein Rezidiv entwickeln. Allags leben Patientinnen, die tumorfrei
operiert werden konnen, signifikant l&anger, alsclsel bei denen ein Tumorrest verbleibt.
[13,14,73]

1.1.4 Histopathologische Klassifikation und Stadien einteilung

Nachfolgend die derzeit gebrauchlichen histopatjietthen Klassifikations- und

Stadieneinteilungsformen:

Histopathologisches Grading gynékologischer Tumaoaeh [89]:

GX  Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden

GB  Tumoren von Borderline-Malignitat

Gl Gut differenziert

G2 MagRig differenziert

G3  Schlecht differenziert oder undifferenziert

Die Stadien G1 und G2 werden des Ofteren aucham grade* die Stadien G3 und G4 zu ,high
grade“ zusammengefasst. Ein spezielles Gradingaystge es fur fir Karzinome der Leber,
Mamma und des Corpus uteri existiert, wurde fiur @asrialkarzinom erstmals 1998 von
Silverberg [78] vorgeschlagen. Hierbei werden fiie drchitektur, Kernpleomorphie und

Mitosezahl bis zu maximal neun Punkte vergeben.
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Gradingsystem von Silverberg:
Punktwert 1 2 3
Architektur Glandular Papillar Solide

Kernpleomorphie Relativ uniforme KerngroRenvariatigerngréRenvariation
Vesikulare Kerne;  zwischen 2:1und 4:1; greBsinophile
KerngroRenvariation 4 : 1; kleine Nukle- Nukie] evtl.
<2:1; keine pro-  olen; keine bizzarren bizzarence
minenten Nukleolen Kerne

Mitosezahl
- Sehfeldzahl 20 0-7 8-18 >19
- Sehfeldzahl 26 0-9 10-24 >25

Der Differenzierungsgrad ergibt sich somit ausales der Summe der drei Punktwerte:

3 — 5 Punkte Gut differenziert (Grad 1)
6 — 7 Punkte MaRig differenziert (Grad 2)
8 — 9 Punkte Schlecht differenziert (Grad 3)

Die gebrauchlichste Einteilung ist jedoch nachfalige Kombination nach Mayr [54], die auch
der Klassifikation der Patientinnen dieser ArbeitGrunde lag.

TNM| |FIGO |Befundsituation

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fir Primartumor

T1 | | Tumor begrenzt auf Ovarien

Tla la Tumor auf ein Ovar begrenzt, Kapsel intakt, kein Tumor auf

der Oberflache des Ovars

Tumor auf beide Ovarien begrenzt, kein Tumor auf der
Oberflache des Ovars, keine malignen Zellen in Aszites
Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien, mit Kapselruptur,
Tlc Ic | Tumor an Ovaroberflache oder maligne Zellen in Aszites oder
Peritonealspilung

T1lb Ib

Tumor eines Ovars oder beider Ovarien, Ausdehnung auf das
kleine Becken beschrankt

Befall von Uterus und/oder Tuben, keine malignen Zellen in
Aszites

T2 Il

T2a lla
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Befall anderer Beckengewebe, keine malignen Zellen in

T2b lIb i
Aszites
Ausbreitung im Becken (2a oder 2b) und maligne Zellen in
T2c lic . : .
Aszites oder Peritonealspulung
Tumor beféllt ein oder beide Ovarien mit mikroskopisch
T3 Il | nachgewiesenen Peritonealmetastasen aulR3erhalb des
Beckens und/oder regiondre Lymphknotenmetastasen
T3a [lla | Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens
Makroskopische Peritonealmetastasen bis 2 cm Gréle
T3b b |. ;
jenseits des Beckens
T3c e Peritonealmetastasen grofRer als 2 cm jenseits des Beckens

und/oder regiondre Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen (ausschleil3lich Peritonealmetastasen)
M1 IV | (Leberparenchymmetastasen, zytologisch positiver
Pleuraerguss, Einbruch in Blase oder Darm)

N Regionare Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondre Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

M Fernmetastasen

MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen (ausschlief3lich Peritonealmetastasen)

Abbildung 1: Stadieneinteilung nach dem TNM-Systender UICC (International Union against Cancer) und
FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et @Dbstétrique), kombiniert nach Mayr [54]

1.2 Inhibin und Aktivin

Inhibin und Aktivin sind nicht-steroidale, dimeRolypeptidhormone [29], die zur Uber 40

Liganden umfassenden Superfamilie der Transform@rgpwth Factor-beta (TGF-R) der

Cytokine gehoren [37] [93]. Von den Gonaden proedzspielen sie eine entscheidende Rolle in
der Regulation der hypophysaren FSH-Produktionlikéd Stimulierendes Hormon) und nach

neueren Erkenntnissen nehmen sie sogar Anteil amAdi&echterhaltung der Knochendichte

[59]. Die drei bisher am besten erforschten Subepginhibin-f3 , Inhibin-z und Inhibine
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sind durch Bildung von Homo- und Heterodimeren Hdubgsulfidbriickenbindungen, strukturell
miteinander verwandt [65,86].

Aktivine bestehen lediglich aus den R-Untereinmeit®ohingegen die Inhibine aus je einer
und einer 3-Untereinheit gebildet werden. ActivimsAalso das £33, Homodimer, Inhibin A das
[35-a-Heterodimer und Inhibin B dag{&-Heterodimer [35].

Da Inhibin und dessen freie-Kette in Granulosa-Zell-Tumoren und muzinésen Kemen
entdeckt wurden, ist ein Serumtest entwickelt worden deren Auftreten und Therapie
Uberwachen zu kdnnen. Es wurde ndmlich beobactass, transgene Mause mit einer Inhipin
Ketten-Gendeletion, Stroma- und Granulosa-Zell-Tteno entwickeln. a-Untereinheiten

hingegen scheinen also als Tumor-Suppressor-Gefumgieren [8,67,69].

Polypeptid - Makro -Pro- Differenziertes
Vorstufe Peptid Protein
(15-25 AS) (50-375 AS) (110-140 AS)

Abbildung 2: Struktur der Precursor-Proteine der TGF-R-Familie

1.2.1 Inhibin

Schon 1923 vermuteten Mottram und Cramer [57] Sulestanz, die, von den Hoden sezerniert,
auf die Hypophyse wirkt. Diese Hypothese wurde 1982 McCullagh [55] bestatigt, indem er
bei Versuchen mit wasserléslichen Gonadenextrakten kastrierten Ratten ein Hormon
isolieren konnte, welches eine starke Suppressiokisng auf die FSH-Sekretion im
Hypophysenvorderlappen zeigte. Auf Grund dieserrhenden Wirkung bezeichnete er es als
Inhibin, nach dem lateinischen ,inhibere”. FastXre spater, 1989, stellten Hamada et. al [33]
das erste Radioimmunoassay vor, das in der Lagelmi@bin-a-Konzentrationen im Serum zu

messen.

-15-



Einleitung

1.2.1.1 Struktur und Sekretionsloci

Inhibine sind heterodimere Glykoproteine, die auerea- und einer 3- Kette bestehen und
unabhangig von einander auf verschiedenen Chromasomrodiert sind.o- und (§-
Untereinheiten auf Chromosom 2, dig-Bntereinheit auf Chromosom 7. Zwischenund (3-
Kette ergibt sich eine Aminosauren Ubereinstimmuaig nur 23-27 %, die Homologie det 3¢
g-Ketten hingegen erreicht immerhin 64 %. Auch zWet diversen Spezies bleibt diese
Homologie weitgehend erhalten. So betrdgt zum Baisper Unterschied zu Schaf-Inhibin
lediglich eine Aminoséure innerhalb der [3-Ketteewdils zwei verschiedene Untereinheiten
werden durch zwei Disulfid-Bricken miteinander vdigft [80]. Bioassay, Immunzytochemie
und in situ Hybridisierung haben gezeigt, dassiimhiind seine Untereinheiten nicht nur von den
testikularen Sertolizellen, sondern auch von deanGlbsazellen des Ovars produziert werden
[68]. Es wurden aber auch in einigen weiteren Oegamnd Geweben wie der Nebenniere, der
Leber und im Gehirn, Messenger RibonukleinsdurefRN#s) der Inhibin-Untereinheiten
gefunden. Da Inhibindimere nicht im Serum ovarek&star bzw. orchiektomierter Patienten
nachgewiesen werden konnten, scheinen Gonaden lamknBa die einzig nennenswerten
Produktionsquellen zu sein [90]. Wie die anderetghéider der TGF-3-Familie werden auch die
Inhibine als Precursorproteine synthetisiert. Digselaufer der eigentlichen Molekile werden

anschliel3end durch diverse Modifikationen in ihrelterm tberfihrt [20].
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Modifikationen der Inhibin  a-Kette

Pra ro aN a Pra-Pro-aN-aC

ro aN a Pro-aN-aC

1) o
I @) (@)

a Pro-aC

Modifikationen der Inhibin 3-Kette

Pro 3aB Precursor
3aB R Monomer
Pro Pro 3

Abbildung 3 : Formen der Precursorproteine des Inhibins

Die a-Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 18 kbaben alle Inhibine gemeinsam.
Anhand der zwar strukturell &hnlichen, aber niclgiopen R-Untereinheiten~(14 kDa) des
Hormons erfolgt die Nomenklatur. Zurzeit werdenffuarschiedene 3-Ketten unterschieden, 13
bis [&. Die R-Subunits A3 und [ dimerisieren zu bisher drei bekannten Proteineiche wegen

ihrer stimulierenden Wirkung auf die FSH-Sekretfddivin genannt werden.

Inhibin A Inhibin B Aktivin A Aktivin B Aktivin

— =3

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Homo- und Heterodirmeseentsprechenden prozessiestennd (3-
Untereinheiten
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1.2.1.2 Weiblicher Zyklus und Inhibinproduktion

Wahrend des menschlichen Menstruationszyklus variglie Konzentrationen von Inhibin A
und B physiologisch in folgender Weise: In der #&iihbis mittleren Proliferationsphase ist die
Inhibin B Konzentration, gemeinsam mit der des F3i) hdchsten in der Zyklusmitte,
wohingegen in der Sekretionsphase die hdchsten éfarationen von Inhibin A nachweisbar
sind. Im Zusammenspiel von Ostradiol und Progestevod dabei FSH auf sein niedrigstes
Niveau wahrend des ganzen Zyklus gesenkt. Aber awmchLaufe der Pubertat, der
Schwangerschaft und wahrend und nach der Uberghagspzur Menopause variiert das
Sekretionsmuster der Inhibine.

In der Pubertat steigen die Spiegel von Inhibinnd 8 mit dem Lebensalter an und erreichen in
der Pubertatsmitte ihren Konzentrationsgipfel. Dalhed vermutet, dass der Syntheseort fir
Inhibin B die kleinen antralen Follikel des Ovaisds Inhibin A hingegen wird offensichtlich in
den grofRen sprungreifen Follikeln bzw. in den higerten Granulosazellen produziert
[38,56,90]. Postpubertar sinken die Spiegel wieddrein konstantes Niveau, welches hoher liegt
als prapubertdr. Man geht deshalb davon aus, dass$nkibinsekretion als Marker fir die
ovarielle bzw. follikulare Entwicklung dienen kaii@9], beispielsweise in der Diagnostik der
Pubertas préacox. In der Menopause sinken die ImleNzl dann auf ein Minimum oder sind
Uberhaupt nicht mehr nachweisbar [80].

Nicht nur, aber besonders in der Gruppe von postpamsalen Patientinnen mit

Ovarialkarzinomen, dienen Inhibine also als wete/dlumormarker.

1.2.1.3 Inhibin und Neoplasien

Da Inhibin von den Gonaden exprimiert wird, Ubechdes nicht, dass sich dessen Konzentration
im Rahmen von Erkrankungen, welche die Gonaden itteilenschaft ziehen, verandert [56].
Hierzu gehdren nicht nur Trisomien, Diabetes Meadlitoder Pra-Eklampsie, wahrend der
Graviditat, sondern nahe liegender Weise auch HKraitdn der Ovarien, insbesondere
Neoplasien. Der Inhibin A Anstieg im Serum von Faunit Granulosa-Zell- und muzindsen

Karzinomen wurde bereits in vielen Studien mit aether in Zusammenhang gebracht
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[17,26,69,77]. Robertson beschrieb 1999 deutlichdle Inhibin A, B und Pro-C-
Konzentrationen bei allen Patientinnen mit Granagedtumoren [42,68].

In den Fallen mit muzinésen Karzinomen konntenin@0-70%, in serdsen nur in 35% der RIA-
Untersuchungen Konzentrationsanstiege bestimmtendit?]. Eine verminderte Inhibinwirkung
lieBe sich allerdings auch durch einen Verlust getthender Rezeptoren im Tumor selbst
erklaren [30]. Die Inhibinkonzentration fallt jedo@auch nach der operativen Tumorentfernung,
und wird erst wieder bei Bildung eines Tumorrezsdnachweisbar. Daher erscheint es ratsam,
den praoperativen Spiegel zu bestimmen, um positpedas Rezidivrisiko abschatzen zu
konnen. Ob dessen Erhohungen direkt mit der Patlesge der Ovarialkarzinome
zusammenhangen, missen weitere Studien zum Vonmsgide und Funktion von
Inhibinrezeptoren ergeben.

Es wurde festgestellt, dass ein, vor der Operatiber dem Mittelwert liegender, Inhibin A
Spiegel, die 5-JUR verschlechtert. Ebenso wurdausgefunden, dass Inhibin A und B als
Marker fur die Diagnose, Prognose und Verlaufslal®r der gestationsbedingten
Trophoblasterkrankungen (Gestational Trophobld3isease; GTD), wie dem Chorionkarzinom,
dienen konnen. Humanes Choriongonadotropin (hGt@)seine freie Untereinheit hCGI3 sind
zwar aktuell etablierte Marker dieser Erkrankurgwekniger vollstandiges hCG, dafiir mehr der
hCGIMR-Untereinheit sezerniert wird, haben aber keWwarhersagewert fur die Pronose. Es wurde
jedoch bewiesen, dass Inhibin A einen grof3en Nufizedie Erkennung der GTD besitzt, da es
in Trophoblastenzellen nachgewiesen werden korinteliesem Fall bieten daher hCG- und
Inhibin-Analysen eine genauere Diagnosekombing66h.

Auch in der Progression von Prostata-, Mamma-, @, Nebennieren- und
Hypophysentumoren scheint Inhibin A eine Rolle zuieken. Allerdings ist noch nicht
hinreichend erforscht, ob Inhibin an der Entstehwugr lediglich dem Wachstum dieser
Erkrankungen Anteil nimmt [7]. Tsuchida et al. K&=hicht nur den Zusammenhang der TGF-
Familie mit der Karzinompathogenese her, sondech aie Beteiligung an der Entstehung von
Muskeldystrophien, Adipositas und Umbau der Knoshretktur her [85].

Das Wissen, dass Inhibine am endokrinen Regulatienkanismus der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden-Achse teilhaben [98], machtatheSerumspiegelschwankungen zu einem
wichtigen Marker fur Verstandnis und potenziellettdeckung verschiedenster Erkrankungen in

samtlichen Lebensabschnitten [66].
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1.2.2 Aktivin

Aktivine sind Homo- bzw. Heterodimere der 3- Ueteheit der Inhibine. Die gelaufigsten
Formen sind Aktivin A, B und AB, es wurden aber fadltle Formen C, D und E entdeckt [23].
Uber deren biologische Bedeutung ist allerdings &renig bekannt, abgesehen von ihrer
Wirkung auf die Follikelreifung im Zusammenspiel tn@strogen und FSH. Hierbei scheint
besonders Aktivin B beteiligt zu sein, wie tierexpeentelle Studien mit Mausen zeigen konnten
[38]. Aktivin C und E werden in hdchstem Mal3e inr deber exprimiert, ihre biologische
Aktivitat ist aber noch nicht bewiesen [44]. Waldefiir Activin A bereits Einzelheiten zur
Signal-Transduktion bekannt sind, konnte bisheihn@achts N&heres tber Struktur und Lage des

Inhibin-Rezeptors in Erfahrung gebracht werden.

1.2.2.1 Signalweg und Rezeptoren

Zu Beginn des Signal-Weges von TGF-3-1 und Akt&ibinden die Liganden an Homodimere
des Typ-llI-Rezeptors, die Typ-lI-Rezeptoren werdiirch Phosphorylierung aktiviert, was
wiederum die Phosphorylierungytoplasmatischer SMAD-Proteine zur Folge hat [9D&s
TGFR-1-Signal wird durch den TGF-3-Rezeptor-TyglIGFR-RII) und den TGF-R3-Rezeptor-
Typ-1 (TGF-B-RI), welcher mit ALKS5 identisch ist I882], und die sich gemeinsame
Wegstrecken mit den Aktivin-Rezeptorander SMAD-Kaskade teilen, weitergeleitet [4,@ei
Aktivin A erfolgt die Signal-Transduktion durch dektivin-Typ-Ib-Rezeptor (Act-RI-b)[19]
und durch die Aktivin-Typ-lI-Rezeptoren (Act-RIIB3] und Act-RIl-b [5]. Der Aktivin-Typ-I-
Rezeptor codiert die Serin-Threonin-Kinase SKR1 laitét lediglich Signale des Knochenmark-
Proteins BMP7, jedoch nicht des Aktivins weiter][FBMP7 und Activin A binden aber beide an
dieselben Typ-1I-Rezeptoren.

Die Signalweiterleitung durch TGF[3-1, Aktivin und Inhmbist ebenso an der Embryogenese
beteiligt [94], wie an der Funktion der Gonaden,B& und der Hypophyse [46], sowie an der
Erythropoese [95].

Prostata-, Leber-, Nebennieren- und Brustdriseszdgi8,79,87,96], werden wiederum durch
Aktivin A in ihrem Wachstum gehemmt. Hodentumoreellin vitro wurden hingegen dazu

stimuliert [9]. Auch komplexe Rechts-Links-Achsetéfsingen im Verlauf der humanen

- 20-



Einleitung

Organogenese lassen sich auf die Aktivinmitwirkungrtiickfihren. Diese erfolgen durch
Veranderungen des Act-RlIIb-Rezeptors und resultigmeeinem situs inversus [45]. Es scheint
allerdings mdoglich zu sein, die Aktivinwirkung inakhsterovarien durch partielle Blockade
mittels Inhibin A um etwa 50% zu reduzieren [28]Inhibin bildet durch Bindung an
Proteoglykane einen stabilen 3-Glykan-Komplex. Dalwerden Typ | und Il Rezeptoren
abgespalten. In Anwesenheit von [-Glykanen istbinhiauch in der Lage, BMPs (bone
morphogenic protein) zu antagonisieren, da derenktian von ActRIl abhangt [34]. Die
Liganden- und Rezeptorstrukturen und deren Sigsk#den stellen daher eine stabile Basis fur
Therapien dar, welche regulierend auf Fertilitdtd umerschiedenste Pathomechanismen
einzugreifen in der Lage sind [10,11]. Neuere $ndzeigen sogar den Zusammenhang von
rapidem Anstieg der Aktivinkonzentration mit sulpkdichen L&sionen nach Schéadelhirntraumata
auf. Hierbei ermdglicht die Aktivinbestimmung, Aagen beziglich Verlauf und Prognose zu
aul3ern [24].

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Fragestellung dieser Untersuchung war,
* ob signifikante Unterschiede in der Gewebe-Expogssder Inhibine- und p-
Untereinheiten im Vergleich benigner mit malignekrankungen zu erwarten,
* und welche davon entsprechend im Serum nachwesgimr
Dies geschah
* zum einen durch immunhistochemischen Nachweis deprdssion der Inhibin-
Untereinheiteru, BA, BB, BC, BE in Gewebsschnitten.
* Zum anderen mittels Konzentrationsmessung der @énan$ sezernierten Dimere Inhibin
A und Activin A, B und AB.
Beide Untersuchungsmethoden erfolgten sowohl irP@gientengruppe mit benignen als auch in
der mit malignen Tumoren des Ovars.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnenkollektiv

Das im ELISA verwendete Serum stammte aus Bluténtea von 144, zwischen 1921 und
1983 geborenen, nicht-graviden, sowohl pramen@dans als auch postmenopausalen
Patientinnen der Klinik und Poliklinik fur Frauenle&nde und Geburtshilfe Innenstadt, der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen. Die Patiemien befanden sich aufgrund maligner
und benigner Neoplasien mit Operationsindikationden Jahren 2003 bis 2005 in stationarer
Behandlung. Intraoperativ wurde den Patientinnerekid zur histologischen Beurteilung durch
Mitarbeiter des Pathologischen Instituts entnomnia.in Paraffin gebetteten Tumore wurden
uns mit freundlicher Unterstitzung von Fr. PD Dredn D. Mayr zur Herstellung von
Dunnschnittpraparaten zur Verfugung gestellt.

Histologisch lie3en sich an n=83 benignen Tumorerbse, endometrioide, muzindse und
Corpus Luteum-Zysten, Teratome, sowie Saktosalpimkeinfache Zysten nachweisen. Von den
malignen Tumoren wurden n=41 serfse und endonuridiarzinome in die Auswertung
inkludiert. Im Stadium FIGO | befanden sich n=4 ¢atientinnen, n=6 im FIGO Stadium II,
n=26 im FIGO Stadium Il und n=5 Patientinnen wiebei Diagnosestellung ein FIGO Stadium
IV auf.

Die ubrigen Proben mit Infiltration der Ovarien, sdaAdenokarzinom des Colon, bei
Peritonealkarzinose von Mamma- und Vulva-Karzinomend Krukenbergtumoren beim

Magenkarzinom gingen nicht mit in die statistiséheswertung ein.

2.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA/EIA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA), iskin immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischenréabon basiert. Mit Hilfe des ELISA
kénnen diverse biomolekulare Substanzen (Protéfimen, etc.) und auch niedermolekulare
Verbindungen (Hormone, Toxine, Pestizide, etc.) emer Probe (Serum, Urin, etc,)

nachgewiesen werden. Hierbei macht man sich dierSchaft spezieller Antikbrper zu Nutze,
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die das dazu spezifische, nachzuweisende Antigadebi welches fakultativ in der Probe

enthalten ist. Die Antikérper oder teilweise auds dintigen selbst, werden zuvor mit einem
bestimmten Enzym markiert. Die von dem Enzym kaialye Reaktion, welche sich mittels

Chromogen in einem Farbumschlag prasentiert, ditntNachweis flr das Vorhandensein des
Antigens.

2.2.1 Der Inhibin-ELISA

Der Inhibin ELISA (Ultrasensitive Inhibin A ELISA i Diagnostic Systems Laboratories, Inc.,
Texas, USA) ist ein durch Enzymeinwirkung beschigiem Test, der in Sandwich-Technik
hochspezifisch Immunkomplexe nachweist. Dabei ehtstin Komplex aus einem, am Boden
jedes Wells gebundenen Antikdrper (sog. Coating;Ad@m gesuchten Antigen in dem hinzu
gegebenen Medium und einem weiteren enzym-konjiegieAntikbrper. Dieser wird im Laufe
des Tests hinzugegeben und richtet sich selbsfalsegegen das, mit dem Antigen gekoppelte
Enzym. Die beiden AK binden allerdings an untersdhchen Stellen des Antigens, da sie sich
sonst gegenseitig behindern wirden.

Der Coating-AK mit der Anti-Inhibin BA Untereinheist an eine feste Phase gebunden, in
diesem Fall an eine 96-Well-Mikrotiterplatte. Nadem die bendtigten Serumproben und
Reagenzien des Assay-Kits Zimmertemperatur 20°-25°C) erreichten, wurden diese vor
Gebrauch mit dem Minishaker gemischt. Dann wurd&i $ler Standardproben (im ELISA-Kit
enthalten) mit bekannter Konzentration zur Festiggder Standardkurve, Kontrollen mit hoher
und niedriger Konzentration zur Belegung der Tdatitat, und des zu prifenden Serums mit
darin potentiell enthaltenem Antigen in die zugeiem Wells der Mikrotiter-Platte pipettiert.
AulRerdem wurden je 2b des Probe Puffers A und B, beide auf Proteirsbasid zur
Konstanthaltung des pH-Werts, hinzu gegeben.

Die 96-Well-Platte wurde nun bei Zimmertemperatiur drei Stunden auf einem bei ca. 300
U/min kreisenden Varishaker inkubiert. In dieseit bendet das hinzu gegebene Antigen aus den
unterschiedlichen Proben an den Antikorper. Ansffdnd erfolgte das fiinfmalige Auswaschen
der Wells mit deionisiertem Wasser, um die ungebuerd Bestandteile der Probe zu entfernen.
Nun wurden jeweils 5QL des AK-Biotin-Konjugats (Detektions-AK: biotingrte Anti-Inhibin

A o-Untereinheit 1IgG) hinzu pipettiert und die bedecRlatte wiederum bei ca. 300 U/min auf
dem Varishaker inkubiert, diesmal fir 60 min. Dgasschah zur neuerlichen Bildung eines
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Antigen-Antikdrperkomplexes mit dem bereits bestele®, ersten AG-AK-Komplex. Es
entstand ein ,Sandwich” aus Antikorper-Antigen-Atiper-Komplex. Erneut wurden die Wells
funfmal mit Reinigungslosung, bestehend aus gepeffeSalzlésung und nichtionischem
Reinigungsmittel, gewaschen, um auch Uberschissgasiten AK zu entfernen. Daraufhin
wurden 5@L der Streptavidin-Enzym Konjugatlosung (Horserbhdiperoxidase (HRP):
Meerrettichperoxidase) zur Markierung der entstaede Antigen-Antikdrper-Komplexe und
Beschleunigung der Reaktion aufgetragen, 15 ming lanter den oben genannten Bedingungen
inkubiert und danach flinfmal etwaige nichtgebumddReste ausgewaschen. Dies geschah, da
Avidin mit Biotin eine sehr hohe Bindungsaffinithesitzt, und somit die Komplexierung des
Sekundéarantikérpers mit der HRP erleichtert wird.

Im Anschlul} erfolgte die 25-minttige Inkubation vb@QuL/Well der TMB Chromogenldsung,
eines Farbsubstrats welches durch die bereits mdeme, gebundene Meerrettichperoxidase
(HRP) einen Farbumschlag erzeugte. Dies geschattewl®ei 300 U/min, diesmal jedoch unter
Vermeidung direkter Sonneneinstrahlung, um einerseteung oder Farbanderung durch
Autooxidation vorzubeugen.

Nach Einbringen der 96-Well-Platte in das Photometefolgte die Absorptionsmessung des
enzymatischen Substratumsatzes bei 450nm innevieall80 min. nach Auftragen von 1ad0
Stopplésung (Schwefelsaureldsung). Die hierbei gseee Absorption war direkt proportional
zur vorhandenen Konzentration des zu messendéen f&toffes.

Zur graphischen Darstellung der Standardkurve deofption wurde der mitgelieferte Satz von
Standardproben mit bekannter Konzentration verwendBes erlaubte eine quantitative
Bestimmung der absoluten AK-Konzentrationen in 8gmoben und Kontrollen anhand der
Farbintensitat. Stark hamolytische oder lipamiscBeren koénnten durch Anderung der

Farbintensitat das Ergebnis verfalschen und wudaéwer nicht verwendet.

2.2.1.1 Inhibin A ELISA DSL-10-18200i (Lot-Nr. 8912 70)

Sensitivitat:
Die theroretische Sensitivitat bzw. untere Nachgmesze betragt 0,3 pg/ml. Sie wird durch
Interpolation des Mittelwerts plus zwei Standardalmwungen von 12 Replikationen des

Nullstandards berechnet.
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Prazision:
Anhand des Mittelwerts von 12 Replikaten wurdeldiea-Assay-Prazision ermittelt.

Probe N Mittelwert | Standardabweichunariationkoeffizient
(pg/ml) (pg/ml) (%)
I 12 3,11 0,21 6,9
Il 12 9,41 0,63 6,8
1 12 17,37 0,91 5,2

Anhand des Mittelwerts von 12 separaten Ansatzanevdie Inter-Assay-Préazision ermittelt.

Probe N Mittelwert | Standardabweichung ariationskoeffizien
(pg/ml) (pg/ml) (%)
I 12 2,99 0,27 8.9
Il 12 6,02 0,38 6,4
" 12 10,2 0,37 3,7
v 12 16,2 0,74 46

Wiederfindung: Humanserumproben wurden mit bekanniehibin-A-Mengen aufgestockt.
AnschlieBend wurden die aufgestockten und nichtgestbckten Proben getestet. Die

wiedergefundene Konzentration ist der beobachtetet, Won welchem die gemessene, endogene

Inhibin-A-Konzentration abgezogen wurde.

Probe Endogen| Zugegeben Erwartet | GemessenWiederfindung
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) (%)
I 0,293 5 5,29 5,17 98
9,31 9,60 9,17 95
17,4 17,69 16,51 93
Il 0,41 5 541 5,21 96
9,31 9,72 9,85 101
17,4 17,81 17,96 101
1] 0,836 5 5,84 5,91 101
9,31 10,15 10,16 100
17,4 18,24 18,89 104
Y 3,77 5 8,77 9,02 103
9,31 13,08 13,39 102
17,4 21,17 22,37 106
V 5,72 5 10,72 11,18 104
9,31 15,03 16,67 111
17,4 23,12 24,88 108
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Linearitat:

Humanserumproben wurden mit Nullstandard verdindtanalysiert.

Probe VerdUnnungsfaktorEnNartet GemessenWiederfindung
(pg/ml) | (pg/mli) (%)
20
[ 1:2 10 10,2 102
1:4 5 4,8 96
1:8 2,5 2,4 96
1:16 1,25 1,2 96
Il 21,3
1:2 10,6 11,3 107
1:4 53 57 107
1:8 2,7 2,7 100
1:16 1,33 1,22 92
1] 28,4
1:2 14,2 13,9 98
1:4 7,1 7,7 108
1:8 3,5 3,5 100
1:16 1,8 1,8 100

Methodenvergleich:

Der DSL-10-18200 ACTIVE Ultrasensitive Inhibin-A-EBA (y) wurde mit einem
handelsublichen Inhibin-A-ELISA-Kit (x) verglicheie Regressionsanalyse ergab die folgende
Gleichung:

n =30

DSL Inhibin-A-Bereich = 52-1033 pg/ml

Regression: DSL-10-18200 = 0,57x + 15,6

r=0,996

2.2.1.2 Inhibin B ELISA DSL-10-84100i (Lot-Nr. 8914 66)

Sensitivitat:

Die theoretische Sensitivitat bzw. untere Nachweisge betragt 7 pg/ml. Sie wird durch
Interpolation des Mittelwerts plus zwei Standardalmwungen von 10 Replikationen des
Nullstandards berechnet.
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Prazision:
Anhand des Mittelwerts von 23 Replikaten wurdeldiea-Assay-Prazision ermittelt.

Probe N Mittelwert | Standardabweichunariationskoeffizien
(pg/ml) (ng/ml) (%)
I 23 69 2.4 35
Il 23 274 12,7 4.6
1] 23 472 26,5 5,6

Anhand des Mittelwerts von 14 separaten Ansatzanevdie Inter-Assay-Préazision ermittelt.

Probe N Mittelwert | Standardabweichung ariationskoeffizien
(pg/ml) (pg/ml) (%)
I 14 50,1 3,8 7.6
Il 14 188,4 11,8 6,3
11 14 355 22,1 6,2
Wiederfindung:

Humanserumproben wurden mit bekannten Inhibin-B-gen aufgestockt. Anschliel3end

wurden die aufgestockten Proben getestet.

Probe Endogen| Zugegeben Erwartet | GemessenWiederfindung
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) (%)

I 5,9 120 125,90 134 106
293 298,90 303 101
577 582,90 629 108
Il 21,4 120 141,40 141 100
293 314,40 306 97
577 598,40 591 99
11 21 120 141,00 145 103
293 314,00 351 112
577 598,00 682 114
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Linearitat:
Drei Humanserumproben wurden mit Nullstandard vendiind analysiert.

Probe VerdUnnungsfaktorEnNartet GemessenWiederfindung
(pg/ml) | (pg/mli) (%)
228,4
[ 1:2 114 113,9 100
1:4 57 57 100
1:8 28 27 96
229,5
Il 1:2 114 119,1 104
1:4 57 62,5 109
1:8 29 32,4 110
251,6
1] 1:2 126 131,2 102
1:4 63 62,9 97
1:8 31 29,4 87

Methodenvergleich:

Der DSL-10-84100 ACTIVE Inhibin-B-ELISA (y) wurde itreinem handelsublichen Inhibin-B-
ELISA-Kit (x) verglichen. Die Regressionsanalysgadr die folgende Gleichung:

n =109

DSL Inhibin-B-Bereich = 10-531 pg/ml

Regression: DSL-10-84100 = 1,16x + 9,65

r=0,91

2.2.2 Der Aktivin-ELISA

Der Aktivin-ELISA (Free Activin ELISA Kit Lot-Nr. Ativin A 07284, Activin B 07210, Activin
AB 07277; Diagnostic Systems Laboratories, Inc.xaBg USA) erfolgte weitestgehend nach
demselben Prinzip wie der Inhibin-ELISA. Deshalll #m folgenden Abschnitt besonders auf

die aktivin-spezifischen Schritte eingegangen werde

-28-



Material und Methoden

Bei diesem Test zur Aktivinbestimmung handelt &b sim einen ,one-step” Sandwich-ELISA.
Dies bedeutet, das Enzym ist bereits in der Korfjdglang enthalten und es entféllt der Schritt
des gesonderten Auftragens.

Nachdem die bendtigten Serumproben und ReagendsnAdsay-Kits Zimmertemperatur (
20°-25°C) erreichten, wurden diese vor Gebrauchdain Minishaker gemischt und die AK-
Enzym Konjugatldsung hergestellt. Dies geschahtd\Merdiinnung des jeweiligen Aktivin AK-
Enzym Konjugat-Konzentrats (Anti-Aktivin konjugiermhit HRP) mit der im KIT enthaltenen
Pufferlosung. Dann wurden je 100 der Standardproben mit bekannter Konzentration z
Festlegung der Standardkurve, Kontrollen mit halmedt niedriger Konzentration zur Belegung
der Testvaliditat, und des zu prifenden Serumsienzdgehorigen Wells der Mikrotiter-Platte
pipettiert. Aul3erdem wurden je @5 (Aktivin A) oder 5QuL (Aktivin B und AB) der
vorbereiteten AK-Enzym Konjugatlosung hinzugegebBie 96-Well-Platte wurde nun bei
Zimmertemperatur fur zwei Stunden (Aktivin A) bzdrei Stunden (Aktivin B und AB) auf
einem kreisenden Varishaker bei ca. 300 U/min irdaib

Auch hier wurde in dieser Zeit das, in den Probethatene, Antigen an den Antikorper
gebunden. Ebenso erfolgte die Bildung eines Anp&d-Antigen-Antikbrper-Komplexes
(,Sandwich“-Bildung, hier jedoch in nur einem Sdt)ri Anschliel3end erfolgte das funfmalige
Auswaschen der Wells mit Waschlosung, um eventuellghtgebundene Antikdrper zu
entfernen. Im Rahmen der Aktivin Assaydurchfihrungrde direkt im Anschlul3 an das
Auswaschen, 1Q0. der TMB Chromogenlésung in jedes Well gegeben 1@dnin. bei ActA
und B bzw. 15 min bei Act AB, auch hier wieder untermeidung direkten Sonnenlichts, bei
300 U/min inkubiert. Nach Auftragen von 100 Stopplésung (Schwefelsaurelésung) erfolgte
das Einbringen der 96-Well-Platte in das Photomeied die Absorptionsmessung des

enzymatischen Substratumsatzes ebenso bei 450ennaip von 30 min.
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2.3 Verarbeitung der Gewebeproben

2.3.1 Einbettung in Paraffin

Um die Autolyse des Gewebes zu verhindern, mustiteentnommenen Préparate zunachst mit
4%igem, gepuffertem Formalin (Formaldehydldésungyieft werden. Dadurch wird die
Enzymaktivitdt im Gewebe gestoppt und die Proteirdurch Anlagerung von
Formaldehydmolekilen vernetzt. Dies sollte mdglicis dunkler und kihler Umgebung
erfolgen, um einer Oxidation des Formalins zu Amesiiure entgegenzuwirken. Dass dabei die
Proteine moglichst wenig denaturiert werden ist waoidig, um spater vorhandene
Antigenstrukturen zu detektieren. Die Fixationsdawar abhangig von der GewebegrofRe und
konnte bis zu 48 Stunden in Anspruch nehmen.

Im Anschlu3 wurde das Fixationsmittel mit Leitung®ser ausgewaschen. Es folgte das
Entwassern der Gewebeproben mit einer Reihe awneif0%igem, und mehreren absoluten
Ethanolen. Dann wurden die Praparate dem Intermediylol ausgesetzt, welches sich sowohl
mit Ethanol als auch mit Paraffin vermischen lasajd dadurch auch die letzten
Wasserriickstande aus dem Gewebe entfernt werdereidAn sdmtliche Stellen, an denen sich
zuvor Wasser befand, drang nun das auf 60°C eghitidssige Paraffin vor.

Daraufhin konnten die kompletten Préparate in Biock in Paraffin gegossen werden. Nach
Ausharten der Blocke, wurden diese im Gefriersdhratark abgekihlt, um eine bessere
Schnittverarbeitung im Schlittenmikrotom zu ermdlgén. Die dabei angefertigten, etwa |28
dicken Gewebsschnitte wurden auf speziell fir imhisbochemische Farbungen beschichtete
SuperFrostPlus-Objektrager gezogen. Diese lagettam Uber Nacht bei etwa 56-58°C im
Trockenschrank, was ein noch besseres AnhafteSdweritte an der Glasoberflache bewirkt.

2.3.2 Immunhistochemische Aufarbeitung

Zunachst wurde das auf den Objekttragern (zu wntbende Patientinnenschnitte und Kontrolle

einer 39jahrigen pramenopausalen Patientin) hadteinderte Gewebe 15 min. lang im Xylolbad
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entparaffiniert. Anschlielend entfernte ein zweimiges Eintauchen der, sich in einer
Farbeschaukel befindlichen Objekttrager, in 100%akol das Xylol.

Im néchsten Schritt wurde die endogene Peroxidasehdeine Lésung von 3%igem,€k in
Methanol (3ml 30%iges ¥, + 97ml Methanol) blockiert. Endogene Peroxidaswldt sich
hauptsachlich in Granulozyten, Mastzellen und Epgiten, weniger in Dinndarmgewebe und
in Nervenzellen. Wirde die endogene Peroxidaset nidbckiert, kénnte man bei der
nachfolgenden Substrat-Chromogen-Reaktion nichéraaheiden, ob die Peroxidase aus dem
ABC-Kit stammt, oder bereits als endogene Form a&oden war. Die erfolgte Blockierung
zeigte sich im nach hinein durch farblos bleibenEigthrozyten.

Im Anschluss wurden die Objekttrager zwei Minutery0%-iger und noch mal zwei Minuten in
50%-iger Ethanolldsung gegeben. Um den Alkohol eiedzu entfernen, wurden die
Objekttragerstander anschlieBend kurz in Aqua degfeben. Da durch die Aldehydvernetzung
im Rahmen der Fixierung mit Formalin auch die Aetigindungsstellen blockiert wurden,
mussten diese demaskiert werden. Das FreilegeBmitape wurde durch finfminttiges Kochen
der Schnitte in einer kalziumprazipitierenden Laguda-Citratpuffer erreicht.

AnschlieRend wurden die Objekttrager in Leitungseasbgekihlt, in Aqua dest. gespilt und
zweimal je zwei min. in PBS gewaschen. Auf diesechrit erfolgte eine 20minutige
Blockierung (3 Tropfen Normalserum auf 10ml stexileBS) zur Absattigung elektrostatischer
Ladungen im Gewebe und Verhinderung unspezifischgdrophober Bindungen durch
Immunglobuline an Membranen und Fettbewebe. Dasckioserum wurde anschlieRend
abgeschiittet und 200 Primarantikdrper (Inhibire: MCA951S, Klon R1 (Maus), InhibifA:
MCA9560S Klon E4 (Maus), InhibirsB: MCA1661 Klon C5 (Maus); alle Serotec, North
Carolina, USA; InhibinBC: AF1629 polyklonal (Ziege); R+D Systems Inc., Masota, USA,
Inhibin BE: 6620 polyklonal (Kaninchen); Biogenes Gesellfichia Biopolymere mbH, Berlin)
auf jeden Schnitt gegeben. Dieser konnte bei 4°€ Nlacht inkubieren, an die entsprechenden
Rezeptoren des Antigens binden und die Uberstandden am nachsten Morgen wieder durch
zweimal zwei min. langes Waschen mit PBS entfdbatrauf folgte das 30minttige Einwirken
des mit Biotin markierten Bricken- oder Sekundakémnpers (3Tr. Normalserum + 1Tr. Anti-
mouse-IgG (blau) + 10ml steriles PBS). Dieser istigen das Fc/Fab-Fragment des

Primarantikorpers gerichtet.
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Abbildung 5. Bildung des ABCKomplexes(Praxis der Immunhistochemi8; Noll, S. Schat-Kuhnen; Urban &
Fischer Verlag, 2000)

Biotin ist ein wasserlésliches Vitamin, welches duKoppelung an den Briickenantikérper
Verbindung zum ABCKomplex herstellt. Uberwiege wird hierfir ein Multilink-AK
verwendet, der sich aus Brickenantikdrpern vergelmer Tierspezies (z.B. Maus, Kaninct
Pferd usw.) zusammensetzt.

Zwischenzeitlich wurde der Avid-Biotin-Komplex (ABC) angesetzt4{Tr. Reagenz A + 4T
Reagenz B + 10mltariles PBS), da dieser mind. 30 min. vor Verwergdmmhen muss. Nac
erneutem Waschen, zweimal zwei Min. in PBS, wureleABC-Komplex aufgetragel

Avidin ist ein aus Huhnereiweild gewonnenes, tetrameres Glycoprated besitzt vie
Bindungsstellen und e sehr hohe Affinitat fur Biotin. Da es bei derrwendung von Avidir
teilweise zu unspezifischen Reaktionen kommt, wuadé gentechnischem Weg ein reine
Produkt gewonnen, Streptavidin, welches aus denteiakn ,Streptomyces avidinii“ isolie
wird. Der ABCKomplex ist in einer Weise konzipiert, dass nurdzai von vier méglichel
Bindungsstellen des Avidins ein Molekil Biotin geden wird. Desweiteren wurde dem A-
Komplex ein Enzym hinzugefligMeerrettictperoxidase (HRP), das fur die Konjuga des
Komplexesverantwortlich ist. Uber die freie BindungsstellesdABC-Komplexes erfolgt di
Konjugation mit dem biotinylerten Sekun-Antikorper.

Wieder wurde im Anschluss zweimal zwei Min. in PB&8wvaschen und daraufh2-5 min mit
3,3, Diaminobenzidah (1Tr. DAB-Chromogen + 1ml Substratpuffer) gefarbt. Chrom«bildet in
Kombination mit Substratpuff (H,O,) und HRP aus dem AB&omplex al: Katalysatoreinen
braune Farbkomplex. Diese Farbreaktion wt durch Waschen in A dest. fur zweimal zw

min. gestopptDie Gegenfarbung erfolgte zwei min. lan¢ saurem Hamalaun nach P. Mg,
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eines basischen Farbstofflacks in saurer Losung fEa4,5). Bei diesem pH-Wert verfligen
lediglich noch die Zellkerne Uber eine negative wagl daher farbten sich ausschlief3lich diese
an. Der positiv geladene, basische Farbstoff wardelie negativ geladene Phosphatgruppe der
DNS im Zellkern gebunden.

Wahrend des anschlieRenden Blauens, funf min. langlkalischen Leitungswasser, wurden
noch vorhandene S&urereste entfernt. In der nugeridien aufsteigenden Alkoholreihe,
bestehend aus 70%igem, 96%igem und absolutem Hthameoden die gefarbten Schnitte
entwassert und in Carbolxylol und Xylol durch Alkséntzug aufgehellt. Xylol diente hierbei als
Intermedium zwischen Alkohol und dem l6sungsmibigichem Eindeckmedium VitroClud. Mit
einem Einschlussmittel fir mikroskopische Technmike|ches denselben Brechungsindex besitzt

wie Glas, und Spezialdeckglasern, wurden die Pagduftdicht eingeschlossen.

2.3.3 Kontrollen

Um die Validitat der Ergebnisse zu VerifizierenndiVersuchs- und Reagenzienkontrollen
notwendig, um zu gewahrleisten, dass die erzidtgebnisse verlasslich sind. Daher wurden bei
jedem Farbevorgang, zum Ausschluss falsch posikvgebnisse, also Anfarbung von Geweben,
in denen nicht mit Antigenen zu rechnen ist, Stnstins- und Negativkontrollen nach derselben
Vorgehensweise behandelt, wie die zu UberprifeSdanitte.

Bei der Positivkontrolle handelte es sich um daswé&spraparat eines kompletten
Ovarialkarzinoms, welches in Granulosa- und Thelkezesicher das fragliche Antigen enthielt.
Dies diente der Uberprufung der Sensitivitat desubeten Antikorpers. Darlber hinaus hatten so
methodisch bedingte Schwankungen der Farbeintéesitdeckt werden konnen.

Bei der Negativkontrolle handelte es sich um Ovgemaebe, welches kein Antigen enthielt, um
eine eventuelle unspezifische Bindung des Antikd& pestzustellen.

Um falsch positive Ergebnisse auszuschliessen wageh das Detektionssystem getestet.
Hierbei wurde das antigenenthaltende Ovar ledigitihdem Sekundérantikérper, DAB und dem
ABC-Kit inkubiert, jedoch nicht mit dem Primarantitper.

2.3.4 Auswertung
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Die Auswertung der immunhistochemischen Analyse @ewebsschnitte erfolgte mittels des
Immunreaktiven Scores (IRS) von Remmele und Ste{@#r Dieser Score gibt neben dem
Prozentsatz positiver Zellen auch deren Farbeiitégren, um die deskriptive Aussage, welche
mittels eines Mikroskops getroffen wurde, in einetistisch verwertbare numerische zu
konvertieren. Danach ergibt sich zur Beurteilungr dexpression eines Antigens die

Produktbewertungszahl fir jedes Praparat aus dendfo

IRS = SI x PP
(SI: Staining Intensitiy; PP: Prozentsatz positiZelien)

Die Farbeintensitat SI bewertet den vorherrschematiemsitatsgrad der Farbung von 0 bis 3 wie

im Folgenden:

0 = keine Farbereaktion
1 = schwache Farbereaktion
2 = malRige Farbereaktion

3 = starke Farbereaktion

Der Prozentsatz positiver Zellen (PP) erfolgte ndehAbschéatzung des Verhaltnisses

positiver Karzinomzellen zu den negativen Zellen.

0 = keine positiven Zellen

1 = weniger als 10% positive Zellen
2 = 10-50% positive Zellen

3 =51-80% positive Zellen

4 = mehr als 80% positive Zellen

Die Multiplikation beider Bewertungsfaktoren ergiginen IRS von 0 bis 12 Punkten. Um die

Subjektivitdt der Bewertung zu minimieren, wurde Baginn jeder Auswertung neben dem
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Standard hdchstpositiver Farbung in Form der Ra®ititrolle auch ein Standard hochstnegativer

Farbung beurteilt.
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2.4 Verwendete Materialien

ELISA

Bezugsquelle

Ultrasensitive Inhibin A ELISA Kit
Free Activin A ELISA Kit

Free Activin B ELISA Kit

Free Activin AB ELISA Kit

Vollentsalztes Wasser

Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Texas, U$A
Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Texas, U$A
Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Texas, U$A
Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Texas, U$A

Apotheke Innenstadt, LMU Minchen Pettenkoferptr.

Immunhistochemie

Bezugsquelle

Citratpuffer:

0,1M Citronensaure
0,1M Na-Citrat

3,3-Diaminobenzidin in Chromogenlsg.

Antikorper

Inhibin a: MCA951S, Klon R1 (Maus)
Inhibin BA: MCA9560S Klon E4 (Maus
Inhibin B: MCA1661 Klon C5 (Maus)
Inhibin BC: AF1629 polyklonal (Ziege)
Inhibin BE: 6620 polyklonal (Kanincher
Aqua destillata

Ethanol 50% mit MEK verg.

Ethanol 70% mit MEK verg.

Ethanol 80% mit MEK verg.

Ethanol 96% mit Methylethylketon very
Ethanol, absolut mit Petrolether vergél
Imidazol-HCL Puffer

(Lsg. A: 21,01g 0,1M Citronensaure (Merck#244)l-
Aqua dest.; Lsg. B: 29,41g 0,1M NGtrat
(Merck#6448) + 1l Aqua dest.; Lsg.A + 82ml Lsg.E
900ml Aqua dest.)

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

DakoCytomation, Inc., California, USA

Serotec, North Carolina, USA

Serotec, North Carolina, USA

Serotec, North Carolina, USA

Serotec, North Carolina, USA

R+D Systems Inc., Minnesota, USA

N

Biogenes Gesellschaft fur Biopolymere mbH, Berlin
Noll, Miinchen

Apotheke Innenstadt, LMU Munchen Pettenkoferstr
Apotheke Innenstadt, LMU Minchen Pettenkoferstr
Apotheke Innenstadt, LMU Minchen Pettenkoferstr
J. | Apotheke Innenstadt, LMU Minchen Pettenkoferstr
I

—

Apotheke Innenstadt, LMU Munchen Pettenkoferstr
DakoCytomation, Inc., California, USA

T
-

Al3e
a3e
a3e
a3e

AlRe
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Methanol (CH3OH)

PBS-Dulbecco

Saures Hamalaun (nach P. Mayer)
Ultra V Block

Vectastain ABC Kit

Vitro Clud EinschluZmittel f. mikroskop.

Technik
Wasserstoffperoxidlsg. 30%, reinst

Xylol, reinst

J.T. Baker, Deventer, Holland
Biochrom AG, Berlin

Lab Vision Corporation, California, USA

Vector Laboratories, Inc., California, USA

R. Langenbrinck, Emmerdingen

J.T. Baker, Deventer, Holland

Apotheke Innenstadt, LMU Minchen Pettenkoferstr

Apotheke Innenstadt, LMU Minchen Pettenkoferstr

AlRe

AlRe

Ge- und Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

8-Kanalpipette Research 30-300
Combitips 1,25ml

Combitips 2,5ml

Combitips 5ml

Dampfkochtopf Vita Fit

Deckglaser 24 x 60mm spezial
Erlmayerkolben 1000ml
Falconréhrchen Blue Max 15+50ml
Farbekammer (dunkel mit Deckel)
Gefrierschrank

Glaskuvetten

Kochplatte

Kihlschrank Bosch cooler electronic
Laborwecker Mod TR118
MefRzylinder Plastibrand
Minishaker MS1 (Vortex)

Munchener Mappen
Objekttrager SuperFrost Plus 25x75X

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Fissler GmbH, Idar-Oberstein

R. Langenbrinck, Teningen

Schott, Mainz

Becton Dickinson Labware, New Jersey, USA
Werkstatt, Univ. FK Innenstadt
Robert Bosch GmbH, Stuttgart
Hellma GmbH & Co KG, Millheim
Robert Bosch GmbH, Stuttgart
Robert Bosch GmbH, Stuttgart
Oregon Scientific, Inc., Oregon, USA
Milan SA, Genf, Schweiz

IKA-Works, Inc., North Carolina, USA
Marienfeld GmbH & Co.
Konigshofen

1,Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig

Paul KG,
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Objekttragerfarbegestell

Photometer Dynex MRX |l
Pipettenspitzen, steril, Filter 10a0
Pipettenspitzen, steril, Filter 100
Pipettenspitzen, steril, Filter {0
Pipettenspitzen, steril, Filter 300
Pipettenspitzen, steril, Filter 50a0
Pipettierhelfer accu-jet pro
Serologische Pipette 5ml + 10ml
Trockenschrank
Untersuchungshandschuhe semperc
Variable Pipette Reference 100-1Q00
Variable Pipette Reference 10-100
Variable Pipette Reference 14il0
Variable Pipette Reference 500-5Q00
Vari-shaker #G935

Mikroskop Orthoplan 946828
Kamera 3ccd, c-mount

Objektiv 2,5-fach

Objektiv 10-fach

Objektiv 25-fach

Objektiv 40-fach

Al

Hellma GmbH & Co KG, Millheim
Dynex Technologies, Virginia, USA
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Brand GmbH & Co KG, Wertheim
Sarstedt GmbH, Nurnbrecht
Heraeus GmbH, Hanau
sSemperit, Wien, Osterreich
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Dynatech Guernsey, GB

Leitz, Wetzlar

JVC Victor Company, Japan
Leitz, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

-38-




Material und Methoden

2.5 Statistische Analyse

Zur Dokumentation und Datenverwaltung diente dasrddioft Tabellenkalkulationsprogramm
Excel. Die statistische Auswertung und die grafescBarstellung erfolgte mittels des
Datenanalyseprogramms SPSS Version 14.0.

Angewendet wurden der Kruskal-Wallis-Test fur nparametrische Tests zur explorativen
Datenanalyse und der Mann-Whitney-U-Test. Diesedemniranhand von Boxplot-Diagrammen
dargestellt, deren horizontale Linie als Quantilder Mitte den Median markiert. Die 75.
Perzentile wird durch die obere, die 25. Perzemlilech die untere Begrenzung des Rechtecks
markiert, die sich dadurch ergebenden Flachen we@igartile genannt. Die Lange der Box,
auch als Interquartilabstand bezeichnet, ist eisdVéar die Streuung der Werte. Die vertikalen
Linien, die Fehlerbalken, entsprechen maximal da$athen des Interquartilabstands. Die des
unteren Fehlerbalkens ergeben das 2,5% Quantildelse oberen das 97,5% Quantil. Somit
befinden sich 95% aller beobachteten Werte Innkrdar Fehlerbalkengrenzen. Dartber oder
darunter liegende Werte werden als Ausreisser ahbgegy Treten diese mehr als eineinhalb
Boxplotlangen aulRerhalb auf, werden sie mit eingeid{ mehr als drei Boxplotlangen aul3erhalb
mit einem Stern markiert.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit wird bei (p<0,05) aignifikant, bei (p<0,01) als hoch signifikant
und (p<0,001) als hochst signifikant definiert. Alsht signifikant gelten Werte von (p>0,05).
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3 Ergebnisse

Im vorliegenden Ergebnisteil wurden die Serumkotz¢ionen des Inhibin A sowie der Activine
A, B und AB mittels ELISA gemessen, um die Expressieren entsprechender Untereinheiten
immunhistochemisch in Tumorgewebe nachzuweisen. IRtitbin B konnte bisher keine
ausreichende Unterscheidungsmaoglichkeit verschexdBmmore erbracht werden.

Es erfolgte ein Vergleich mit den Serumdaten voiseken 1921 und 1983 geborenen, nicht-
graviden Patientinnen, welche sich sowohl vor, alsh nach der Menopause befanden. Der
Vergleich bezog an malignen Tumoren leidende Patieen n=41 und Patientinnen mit
benignen Tumoren n=83 mit ein. Waren erheblicheetdchiede der Serumkonzentration
beweisbar, erfolgte die Aufschliisselung innerhahidgner und maligner Subgruppen, um auch
hier wieder einen eventuellen, signifikanten Untkisd innerhalb dieser Erkrankungen zu
Quantifizieren. Hierdurch wurde die Moglichkeit geaffen, diverse Tumorsubgruppen anhand
deren Inhibin-, bzw. Aktivinkonzentrationen zu Iddieren.

Selbiges geschah mittels immunhistochemischer Aefamng und anschlie3ender Auswertung
der Anfarbbarkeit von Gewebe der Patientin mit greshender Erkrankung. Anschlie3end
wurde eine Korrelation der Serumdaten und der Gewgtression ein und derselben Patientin
untersucht, um Ruckschliusse auf die Tumorart soleren Dignitat anhand von Serumdaten zu

ermoglichen.

Histologisch lie3en sich an n=83 benignen Tumoerise n=29, endometrioide n=9, muzintse
n=9, Corpus Luteum-Zysten n=6, Teratome n=5, sd®é@ktosalpinx n=3 und einfache Zysten
n=5 nachweisen.

Von den n=41 malignen Tumoren wurden n= 26 serdgens6 endometrioide Karzinome in die

Auswertung inkludiert. Im Stadium FIGO | befandechsn=4 der Patientinnen, n=6 im FIGO

Stadium 1l, n=26 im FIGO Stadium IlIl und n=5 Patianen wiesen bei Diagnosestellung ein
FIGO Stadium IV auf.

Die Ubrigen Proben mit Infiltration der Ovarien, étbkarzinome des Colon, bei

Peritonealkarzinose von Mamma- und Vulva-Karzinomend Krukenbergtumoren beim

Magenkarzinom gingen nicht mit in die statistiséheswertung ein.
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Es erfolgte die graphische Darstellung anhand vaxpBt-Diagrammen und nicht von
Saulendiagrammen, weil somit die Mdglichkeit eigeaphischen Aufarbeitung fur die Streuung
der gemessenen Werte moglich war. Insbesonderéldéian sowie die Menge der Ausreil3er

und Lange der Perzentilen konnten so dargestetit qptisch optimal erfasst und bewertet

werden.
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3.1 Serumanalyse

3.1.1 Vergleich der Serumkonzentration von Inhibin A im Serum von Patientinnen
mit malignen, mit dem der Patientinnen mit benignen Erkrankungen

52,00
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50,00 *13

750
48,00 O74

46,00
44,00
42,00 108

(0)e)

40,00
38,00 106
36,00
34,00
32,00
30,00 22
28,00 ]
26,00—
24,00
22,00
20,00
18,00
16,00
14,00

InhA -Konzentration pg/ml

12,00—
10,00
8,00—
6,00—
4,00—
2,00—

0,00—

maligne benigne
Dignitat
Abbildung 6.. Darstellung der Serumkonzentrationen benignemadigner Erkrankungen

Die Inhibin A Konzentration zeigt sich in der Grupger benignen Erkrankungen héchst
signifikant erhdht.

Inhibin A
Asymptotische Signifikanz 0,001

Tabelle 1.p-Wert fiir den Vergleich der Inhibin A-Konzentration Serum von Patientinnen mit benignen bzw.
malignen Erkrankungen.
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3.1.2 Vergleich der Serumkonzentration der Aktivine

im Serum von Patientinnen
mit malignen, mit dem der Patientinnen mit benignen

Erkrankungen
B Act A ng/ml
400,00 B Act B ng/ml
. [] Act AB ng/ml
028
300,00 —
£
200,00 —
c
*101
100,00
096
0,00 _ =
I \
benigne

maligne

Dignitat
Abbildung 7. Darstellung der Serumkonzentrationen benignemadigner Erkrankungen.

Nur Aktivin B zeigte in der Gruppe der benignen farkkungen eine signifikante
Konzentrationserh6hung.

Aktivin A
Asymptotische Signifikanz

Aktivin B
0,973

Aktivin AB
0,015

0,529
Tabelle 2.p-Werte fiir den Vergleich der Aktivinkonzentrationien Serum von Patientinnen mit benignen bzw.
malignen Erkrankungen.

-43-



Ergebnisse

3.1.3 Vergleich der Serumkonzentration des Inhibin
innerhalb der malignen Erkrankungen

A im Serum von Patientinnen

12,50

10,00 —

Inh A pg/mi

5,00

250 —

0,00

seros

I
endometrioid

maligne Tumoren

Abbildung 8. Darstellung der Serumkonzentrationen innerhalligmer Erkrankungen

Innerhalb der Gruppe maligner Erkrankungen konintérfhibin A kein signifikanter Unterschied
zwischen serdsen und endometrioiden Tumoren gemesselen.

Inhibin A

Asymptotische Signifikanz

0,580

Tabelle 3.p-Wert fur den Vergleich der Inhibin A-Konzentration Serum von Patientinnen mit malignen

Erkrankungen

- 44-



Ergebnisse
3.1.4 Vergleich der Serumkonzentration der Aktivine

im Serum von Patientinnen
innerhalb der malignen Erkrankungen

B Act A ng/ml
400,00 —| B ActB ng/ml
[] Act AB ng/ml
028
300,00 —
£
200,00 —
c
100,00 —
0,00 — —— 06 —
I T
serds

endometrioid
maligne Tumoren

Abbildung 9. Darstellung der Aktivinserumkonzentrationen inradibhder malignen Erkrankungen

Innerhalb der Gruppe maligner Erkrankungen konintd&éine der Aktivinuntereinheiten ein
signifikanter Unterschied zwischen serdsen und ewtigoiden Tumoren gemessen werden.

Aktivin A Aktivin B Aktivin AB
Asymptotische Signifikanz 0,396 0,655 0,248

Tabelle 4.p-Werte fiir den Vergleich der Aktivinkonzentrationien Serum von Patientinnen innerhalb der Gruppe
der malignen Erkrankungen.
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3.1.5 Vergleich der Serumkonzentration des Inhibin A im Serum von Patientinnen
innerhalb der benignen Erkrankungen

100,00 —
46
*
80,00 —
g 122
D 60,00 — *
o
< 75
) *
£
40,00 —
20,00 — ! i .
0,00 — i
I I I I I I I
serds endometrioid  muzinés Corpus Teratom  Saktosalpinx einfache

Luteum Zyste
benigne Erkrankungen

Abbildung 10. Darstellung der Serumkonzentrationen innerhaltbdeignen Erkrankungen.

Innerhalb der Gruppe benigner Erkrankungen konirténhibin A kein signifikanter Unterschied
gemessen werden.

Inhibin A
Asymptotische Signifikanz 0,201

Tabelle 5.p-Wert fir den Vergleich der Inhibin A-Konzentration Serum von Patientinnen innerhalb der Gruppe
mit benignen Erkrankungen
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3.1.6 Vergleich der Serumkonzentration der Aktivine

innerhalb der benignen Erkrankungen

im Serum von Patientinnen

400,00

200,00 -

ng/ml

0,00

[ H

|
serds

endometrioid

benigne Erkrankungen

muzinds

Corpus
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|
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Abbildung 11. Darstellung der Serumkonzentrationen innerhallbéeignen Erkrankungen.

B Act A ng/ml
[ Act B ng/ml
[] Act AB ng/ml

Die Konzentrationen der verglichenen Untereinhetigigten sich in der Gruppe der benignen
Erkrankungen als nicht signifikant.

Aktivin A

Aktivin B

Aktivin AB

Asymptotische Signifikanz

0,608

0,353

0,100

Tabelle 6.p-Werte fiir den Vergleich der Aktivinkonzentrationien Serum von Patientinnen innerhalb der Gruppe
mit benignen Erkrankungen
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3.2 Immunhistochemische Analyse

3.2.1 Vergleich der Expression der Inhibin-

a-Untereinheit im Gewebe von

Patientinnen mit malignen und dem von Patientinnen mit benignen

Erkrankungen
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11,00

10,00

9,00

8,00

7,00

6,00

5,00

Inhibin alpha IRS

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

a0 13

04

benigne

T
maligne

Dignitat

Abbildung 12. Darstellung des IRS benigner vs. maligner Erkragkeumn

Die Inhibina-Untereinheit zeigt sich innerhalb der Gruppe darigpnen Erkrankungen hoch

signifikant erhdht.

Inhibin ot

Asymptotische Signifikanz

0,002

Tabelle 7.p-Wert fur den Vergleich der Inhibi@-Untereinheit im Gewebe von Patientinnen mit beaighzw.

malignen Erkrankungen.
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Beispiele zur Farbeintensitat:

Abbilduna 13: Abbildung 14:
muzintse benigne Zyste, limhExpression endometrioider, maligner Tumor, IRREXpression;
FIGO lic
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3.2.2 Vergleich der Expression der Inhibin-  B-Untereinheiten im Gewebe von

Patientinnen mit malignen und dem von Patientinnen mit benignen
Erkrankungen
24 M inhibin RA IRS
E inhibin BB IRS
a2 108 4y 28 . Elnh!b!n RC IRS
8,007 * o *2 42% Inhibin BE IRS
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Abbildung 15. Darstellung des IRS benigner vs. maligner Erkragkeumn

Die BB-Untereinheit zeigt sich in der Gruppe der maligigkrankungen hoch signifikant
erhoht. Die InhibirBE-Untereinheit zeigt sich in der Gruppe der maligiekrankungen héchst
signifikant erhdht. Die anderen gemessenen Unteegien prasentierten nicht signifikante
Ergebnisse.

Inhibin RA Inhibin RE Inhibin RC Inhibin RE
Asymptotische Signifikanz 0,755 0,002 0,055 0,000

Tabelle 8.p-Werte fir den Vergleich der Inhibfirntereinheiten im Gewebe von Patientinnen mit ¢pean bzw.
malignen Erkrankungen.
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Beispiele zur Farbeintensitat:

Cl i

Abbildung 16: Abbildung 17:

serdse benigne Zyste, InhitjA-Expression endometrioides Karzinom, InhibpA-Expression;
FIGO lic

Abbildung 18: Abbildung 19:

serdse benigne Zyste, InhiiB-Expression sergses Karzinom, InhibfsB-Expression;
FIGO la

Abbildung 20:
endometrioide benigne Zyste, Inhilfig- serdses Karzinom, InhibfsC-Expression;
Expression FIGO llic
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Abbildung 22: Abbildung 23:

endometrioide benigne Zyste, Inhilfig- endometrioides Karzinom, InhibpE-
Expression Expression; FIGO lic
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3.2.3 Vergleich der Expression der Inhibin-

Patientinnen mit malignen Erkrankungen

a-Untereinheit im Gewebe von

6,00

5,00

4,00

Inhibin alpha IRS
S
1

2,00

1,00

0,00

40

o

seros

maligne Tumoren

T
endometrioid

Abbildung 24. Darstellung des IRS derUntereinheit in der Gruppe benigner Erkrankungen.

Die Inhibin-o -Untereinheit prasentierte in der Gruppe der naligErkrankungen kein

signifikantes Ergebnis.

Inhibin o

Asymptotische Signifikanz

0,142

Tabelle 9.p-Wert fur den Vergleich der Inhibim-Untereinheit im Gewebe von Patientinnen mit beeign

Erkrankungen.
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3.2.4 Vergleich der Expression der Inhibin

BB- und BE-Untereinheiten im Gewebe

von Patientinnen mit malignen Erkrankungen
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Abbildung 25. Darstellung des IRS innerhalb der malignen Erkrauglemn.

Weder die InhibirB- noch dieBE-Untereinheit zeigten in der Gruppe der malignen
Erkrankungen signifikante Farbungsunterschiede.

Inhibin BB

Inhibin RE

Asymptotische Signifikanz

0,335

0,874

Tabelle 10.p-Werte flr den Vergleich der InhibinuntereinheipundpE im Gewebe der Patientinnengruppe mit

malignen Erkrankungen.
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3.2.5 Vergleich der Expression der Inhibin-

a-Untereinheit im Gewebe von

Patientinnen mit benignen Erkrankungen
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Abbildung 26. Darstellung des IRS der InhibinUntereinheit innerhalb der benignen Erkrankungen.

Die Inhibina-Untereinheit zeigt sich innerhalb der Gruppe derignen Erkrankungen als héchst

signifikant.

Inhibin o

Asymptotische Signifikanz

0,001

Tabelle 11.p-Werte flur den Vergleich der Inhibinuntereinhgiim Gewebe der Patientinnengruppe innerhalb der
benignen Erkrankungen
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3.2.6 Vergleich der Expression von Inhibin ~ BB- und BE-Untereinheiten im Gewebe
von Patientinnen innerhalb der benignen Erkrankunge
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Abbildung 27. Darstellung des IRS innerhalb der benignen EKaagen

einfache Zyste —

Weder die InhibirB- noch dieBE-Untereinheit zeigten in der Gruppe der benignen

Erkrankungen signifikante Farbungsunterschiede.

Inhibin BB | Inhibin RE
Asymptotische Signifikanz 0,264 0,250

Tabelle 12.p-Werte flr den Vergleich der InhibinuntereinheifundpE im Gewebe der Patientinnengruppe mit

benignen Erkrankungen.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Serum von benigne erkrankten Patientinnen koeirte signifikante Erhdhung der Inihibin
A- sowie der Aktivin B-Konzentration gemessen werd&ohingegen die Inhibin A- bzw.
Aktivin B-Werte in der Menge der an maligne erkrmkPatientinnen deutlich niedriger lagen.
Dasselbe gilt fur die entsprechende InhibhUntereinheit, welche in den benignen Tumoren,
verglichen mit den malignen Tumoren eine signifikansgepragtere Expression zeigt.

Somit gestatten diese Messungen, durch die HOh&alezentration der Inhibin A-Untereinheit
in Serum und der entsprechend hohen Gewebeexpresi#o Inihibin a-Untereinheit,
Ruckschlusse auf die Tumordignitat zu ziehen.

Im Gegensatz dazu erfolgte der Nachweis einer féigni héheren Expression d€iB-
Untereinheit und deBE-Untereinheit in malignem Gewebe mit deutlich ggerer Auspragung
in Gewebe benigner Tumoren. Hier zeigte sich k&oeelation der Aktivin B-Menge im Serum
mit der entsprechend@B-Untereinheit in Tumorgewebe.

Die Inhibin-o -Untereinheit prasentierte in der Gruppe der malig Erkrankungen kein
signifikantes Ergebnis. Innerhalb der Gruppe maidérkrankungen konnte weder fiir Inhibin A
noch eine der Aktivinuntereinheiten ein signifikemtUnterschied gemessen werden. Weder die
Inhibin BB- noch die BE-Untereinheit zeigten in der Gruppe der malignekrdhkungen
signifikante Farbungsunterschiede.

Weder die InhibinB- noch die BE-Untereinheit erbrachten in der Gruppe der bemgne
Erkrankungen signifikante Farbungsunterschiede.hAliic Inhibin A, Activin A, B, oder AB

konnte hier keine signifikante Serumkonzentratioeieht werden.
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Patienten

Als Spender der Gewebe- und Serumproben wurdeerfamen ausgewahlt, die sich in der
Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde und Gelsiilfe Innenstadt, der Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen aufgrund einer benignen odelignan Erkrankung des Ovariums einer
Operation unterzogen. Bei der Auswahl wurde dargeéchtet, dass zum Zeitpunkt der
Probenentnahme bei den Patientinnen keine Grav/imb&iand.

Die stetig steigenden Zahlen von Frauen, die an ofem der Ovarien erkranken und die
Tatsache, dass bei Ovarialcarcinomen keine Fruhsymg auftreten, sich also 2/3 der
Patientinnen bei der Diagnosestellung bereits iadi8m 11l oder IV befinden [31] unterstitzen

ebenso die Entscheidung, Inhibinuntereinheiten ému® und Gewebe ein und der selben
Patientin zu untersuchen, wie die Ergebnisse vamgé&U17] und Lappohn [43] et al.. Letzterer
beschrieb 1989 erstmals den Zusammenhang von Serdinumgen der Inhibinkonzentration mit

Ovarialkarzinomen.

4.2 Inhibin-/Aktivinuntereinheiten als Marker zur D ifferenzierung in
Serum und Gewebe mit Malignitat

In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl immunhisemisch im Gewebe ein signifikanter
Abfall der Inhibine-Expression innerhalb der malignen Erkrankungermgewiesen (p = 0,002),
als auch parallel dazu ein signifikanter Abfall dahibin A-Sekretion im Serum derselben
Patientinnen gemessen (p = 0,001) werden. Des k&eitasst die-Ketten-Expression auch eine
Aussage uber die Art der benignen Ovarialerkrankanzu (p = 0,001). Im Tumorgewebe kam
es dagegen, besonders innerhalbpier(p = 0,002) un@E-Untereinheiten (p = 0,000), zwar zu
einem signifikanten Anstieg der Expression diesetetkinheiten, die Konzentration von Activin
B hingegen fiel [18]. Dies bestatigt die Vorstel@m aus der Literatur, dass die Inhibhicette
als Tumorsuppressor fungiert [21,41,43,58,62,697,

Auch in tierexperimentellen Studien wurde deragigeobachtet. So transplantierte man Ovarien
drei Wochen alter transgener Mause, welche einemg®la an Inhibine aufwiesen,

immunkompatiblen Empfangerméusen eines Wildtyps.rdéu beide gesunden Ovarien der
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Empfangermaus durch die der Spendermaus ersetktddr Seruminhibin-Spiegel und die
transplantierten Ovarien entwickelten Tumoren. Véudkr Spendermaus aber nur ein Ovar
transplantiert und ein gesundes in situ belassemnten die Inhibinv-Konzentrationen
aufrechterhalten werden und es traten keine Tumaué{b2].

AulRerdem liel3 sich somit der Ruckschluss zieherms diese Beobachtung nicht den Folgen
einer Erhdhung des Aktivinspiegels zuzuschreiberl.sVielmehr liegt das Hauptaugenmerk
hierbei auf den unterschiedlichen Rollen der Negr der TGF-Familie als endokrine,
parakrine und autokrine Hormone in der Hypothalatdysophysen-Gonaden-Achse. Da Inhibin
und Aktivin, sowie deren Rezeptoren in S&ugetier®idgeln, Amphibien und Fischen
gleichermal3en entdeckt werden konnten, scheindmgseProteine also grof3en Anteil an der
Entwicklung dieser Tiere zu nehmen. Matzuk et alkmdnstrierten ebenfalls die
Suppressionswirkung von Inhibin auf Gonaden undedakeren, und haben die Beteiligung von
Aktivin am cancer cachexia-like syndrome vermutessén [53].

Auch wir fanden dagA-Dimer aus der Aktivinfamilie im Serum der an nggler Erkrankung
leidenden Patientinnengruppe in héherer Konzeotragils in der benignen Vergleichskohorte.
Und auch in Peritonealflissigkeit von Patientinnagh Ovarialkarzinomen wurden von Cobellis
et al. erhohte Aktivinspiegel entdeckt. In der wstwiehten Kohorte wurden zwar ahnlich hohe
Aktivinspiegel bei gesunden sowie an benignen Zydeidenden Patientinnen gemessen.
Signifikante Anstiege fanden sich jedoch bei detieRainnen mit malignen Tumoren [22].

Die benignen Gewebe unserer Studie exprimiertegegen die InhibinuntereinhefA in
anndhernd gleichem Ausmal} wie die malignen Geweas.Heterodimer Aktivin AB, zwar in
den am hochsten gemessenen Konzentrationen sekemeegte jedoch keine signifikante
Besonderheit in einer bestimmten Patientinnengrugpenso verhielt es sich mit d&C-Kette,
und deren Expression. Auch sie war nicht signifikdbennoch scheint die Entwicklung von
Medikamenten, welche das andocken gewisser Aktiupigen an ihren spezifischen Rezeptor
blockieren notwendig zu sein [71]. Sie sind namliolcht nur am Wachstum etlicher
Karzinomarten beteiligt, sondern auch fir die Apspt von Hepatozyten und B-Zellen,
Entzindungen, Fibrosen und Neurogenese verantalgrtio dass von diesen Medikamenten
viele Patienten profitieren kdnnten [84].

An humanem normalem und malignem Endometrium kownderum die suppressive Wirkung
der Inhibinea-Kette von Worbs et al. [90] nachgewiesen werdearsés zeigte sich in signifikant

abnehmender Expression von der gesunden Endomgtappe zur malignen Gruppe hin, was
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die These von Inhibin A als Tumorsuppressor abesmaiterstiitzt. Dass InhibifiB in
Endometriumkarzinomen im Stadium G3 starker exmitniverden, als im Stadium G2 legt
allerdings den Verdacht nahe, dass diese Unterlieigier an der Progression der Karzinogenese

von Endometriumkarzinomen beteiligt zu sein scheint

4.3 Zusammenhang der Inhibinuntereinheiten in Serum und Gewebe
innerhalb Malignitat

Innerhalb der Gruppe der malignen Tumoren, welchengals Fallzahlen lediglich in die
Gruppen serdser und endometrioider Tumoren unitesteirden, zeigten sich besonders die
Konzentrationen von Aktivin A und Aktivin AB erhghin der serésen Gruppe mehr als in der
endometrioidenMit dieser Problematik beschaftigten sich auch Céeal. [21] und erzielten
ahnliche Ergebnisse, besonders im Zusammenhang Adktivin und Regulation der
Genexpression. Wir konnten jedoch keinen signifigarUnterschied messen. Sowohl Inhibin A
als auch Aktivin B waren kaum nachweisbar. Besandarutreffen scheint diese Tatsache auch
auf epitheliale Ovarialkarzinome. Ala-Fossi et lebnnten in genannten Geweben auch Uber
einen indirekten Versuch mittels Polymeraseketiktien keine Inhibinuntereinheiten finden,
diese traten nur in Stromagewebe auf [2]. In eweiteren Untersuchung bewiesen sie die
Vermutung, dass uber die Hohe der Inhibinexpresgian Prognose von Patientinnen, welche
wegen Granulosazelltumoren operiert wurden, bestimvarden kann. Bei der Uberwiegenden
Zahl der als FIGO Ill und IV klassifizierten Tumard&onnte keine Expression der Inhilin-
Kette nachgewiesen werden. Hingegen alle TumorenFtd80 | und Il Klasse exprimierten
diese, das Uberleben dieser Patientinnen war miMimian 183 Monaten Lange signifikant
hoher, als das der Patientinnen ohne Expressiorudéntereinheit, mit einem Median von 2,5
Monaten [1].

Wir konnten fur die Expression derUntereinheit einen ebensolchen signifikanten Naghw
erbringen (p = 0,44). lhre Farbeintensitat betruder FIGO-Klasse | und Il im Median IRS 2, in
der FIGO-Klasse IIl und IV im Median IRS 0. Mit zeimmender Malignitat wird die Inhibia-
Kette also in immer geringer werdendem Ausmal exprt, was wiederum fur die These als
Tumorsuppressor, beziehungsweise —marker spricht.

Bei unserer immunhistochemischen Auswertung deribinbintereinheiten innerhalb der

malignen Kohorte, zeigte sich, dass in der serésbanso wie in der endometrioiden Gruppe
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eine Expression der-, fB- und derBE-Untereinheit stattfinden, wobei dieKette in serésem
Gewebe nur in geringen Konzentrationen gefunderdemi(bis max. IRS 4), wohingeg@B-
(bis IRS 8) undpE-Ketten (IRS 3-4) im mittleren Bereich des IRS hgmwiesen werden
konnten. In unserer endometrioiden Gruppe erreididei-Kette jedoch héhere Werte auf der
IRS-Skala (bis IRS 6)3B- eher niedrige (IRS 2-4) uriE-Ketten blieben im selben Bereich wie
in serésen Tumoren.

Analog zu unseren Untersuchungen konnten Yamashdh in serésen Tumorgeweben keirne
Ketten nachweisen, ebenso wenig in muzindsen Adeaolomen. Dort jedoch erlangten sie
positive Farberesultate figA- und pB-Ketten, was ihnen auch fir serése Tumorzellemrggl
[92]. Diese Tatsache scheint nicht nur fir Gonadesenchym zu gelten. Kumanov et al. konnte
ebenfalls eine Immunreaktion gegen didJntereinheit in Adenomen und Karzinomen der
Nebenierenrinde nachweisen. Ebenso erniedrigt eeigith die a-Kette bei malignen
Prostataerkrankungen [40].

Vergleichbares dazu présentierten Zhao et al. ner itiergleichenden Analyse alternativer und
traditioneller immunhistochemischer Marker fir digrenzung ovarieller Sertolizelltumoren
von endometrioiden und karzinoiden Tumoren. Siggh@ren traditionelle Tumormarker wie
Pan-Cytokeratin, Cytokeratin 8 und 18, Epitheliadibran-Antigen, Inhibin, Calretinin, CD99,
Chromogranin, und Synaptophysin, welche von Fall Eall lediglich eingeschréankte
diagnostische Mdoglichkeiten bieten konnen, mit dadternativen Markern Cytokeratin 7,
Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor, CD10, undb6CDind deren Vorteile bei der
Tumoridentifizierung. Innerhalb der Keimstrangtuerorzeigten sich Inhibin und Calretinin als
die gunstigsten Tumormarker, wobei Inhibin als dearakteristischste getestet wurde [97]. Als
besten Marker zur Verlaufsbeobachtung befandendhetal. Inhibin im Vergleich zu CA125
und CEA, insbesondere bei muzindésen Ovarialtumo@kl25 zeigt nur in nicht muzindsen
Ovarialkarzinomen Effizienz als Tumormarker undestdrt zusammen mit CEA sogar an der
Entdeckung von, sich in Frihstadien befindlicherligfeome. AuRerdem weisen diese beiden
eine lange Serumhalbwertzeit nach erfolgreicher r@me auf, wéhrend der Inhibinspiegel
innerhalb von acht Tagen wieder Werte annahm, weldenen gesunder Patientinnen
entsprechen. Phocas et al. machen sich daher féir \lirwendung von Inhibin als
Verlaufsparameter jeglicher Ovarialkarzinome staspeziell aber im Rahmen muzinéser
Vertreter [62]. Dass niedrige Spiegel von InhibinmAder Peritonealflissigkeit von erkrankten

Patientinnen mit ihren Ovarialkarzinomen assoziieseien, und Riuckschlisse Uber
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Malignitatsgrad und Tumorstadium zulassen kénntengten Ala-Fossi et al.. In lhrer Studie
mafen sie im Serum von, an Ovarialkarzinomen leiderPatientinnen niedrige Inhibin-A- und
sehr hohe pre-C-Konzentrationen, welche von den Inhibinspiegéin der intraoperativ
gewonnenen Peritonealflissigkeit bei weitem Ub&danowurden. Sie erbrachten so Hinweise,
dass verhaltnismalig niedrige Inhibin-A- und Inhipro-u-C-Konzentrationen in der
Peritonealfliissigkeit mit vorangeschrittenem Turtamtim und —grading assoziiert sind und, in
einem geringeren Grade ein Zusammenhang mit pesiperitonealer Zytologie bestehen kdnnte
[3].

Auch Worbs et al. stellten kirzlich den hohen Natzder Inhibinuntereinheiten als
Tumormarker, und die Wirkung derKette als Suppressor im Rahmen der Karzinogereste f
Endometriumkarzinome im G3-Stadium exprimierten é@mdie o-Untereinheit Gberhaupt
nicht, wohingegen sich fur InhibifA und BB spezifische Farbereaktionen innerhalb der
einzelnen Gewebe nachweisen lie3en. So wurde malem Endometrium die vergleichsweise
hdchste Menge an InhibipA-Ketten gemessen, in den Adenokarzinomen die igsi@: Die
hdchste Expressionsrate von InhiiB wurde in Endometriumkarzinomen im G3 Stadium
beobachtet, wohingegen G2-Tumoren und atrophigEhdsmetrium so gut wie kein InhibpB
exprimieren [90].

In der Dermatologie finden sich ebenfalls Hinweidass niedrige Inhibinspiegel Tumoren zu
begiinstigen scheinen. Die Haut betreffende, in arehrUntergruppen klassifizierte
Granulosazelltumoren exprimierten wiederum zu 10@alretinin und Inhibin. Andere
immunhistochemisch getestete Substanzen wie S108E Nind Melan-A farbten das
Tumorgewebe kaum oder gar nicht an. Somit tragbinthier ebenfalls zur Unterscheidung von

Tumorklassen bei [63].

4.4 Zusammenhang der Inhibinuntereinheiten in Serum und Gewebe
mit Benignitat

Die Gruppe der benignen Erkrankungen klassifizievi@ nach Pathologie in sieben Kategorien.
Im Serum lieBen sich zwar keine signifikanten Meg&n erzielen, es fiel jedoch auf, dass die
Aktivin AB-Heterodimere in serésen, endometrioidem)zinésen und einfachen Zysten eine
deutlich héhere Konzentration aufwiesen, als digeagn Mitglieder dieser TGF-Familie. Auch

Yamashita et al. beobachteten eine starke spdmfisomunhistochemische Farbereaktion fur die
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a-, BA- und BB-Untereinheiten in den Ovarialzellen muzinéser Aalee und zystischer
Tumoren mit Borderlinemalignitat. Die Vermutungdiedaher nahe, dass zwar sowahlals
auch B-Ketten von diesen Geweben exprimiert werden, di&r&ion maligner Zellen aber
Uberwiegend fur Aktivin, also digUntereinheit erfolgt [92].

Die unter die benignen, nur fakultativ bosartigé®imstrangstromatumoren subsummierten
Granulosa- und Sertoli-Leydig-Zelltumoren wurdennvd&’amashita et al. ebenfalls auf
Expression sowie Sekretion der Inhibindimere A u@hdintersucht. Sie fanden heraus, dass
sowohl die a- wie auch die p-Fraktionen in den nur zu 30% maligne entartenden
Granulosazelltumoren exprimiert werden. Eine spgzie Farbereaktion flr Leydigtumorzellen
beobachteten sie fur dieUntereinheit, in den Sertolitumorzellen die spiseiie Farbereaktion
fur die pA-Kette. Die BB-Subunit wiesen sie fur beide Zellklassen nachrréSpondierend dazu
waren die Serumspiegel der Inhibin A- und B-Dimpraoperativ stark erhéht, fielen aber nach
der operativen Entfernung der Neubildungen wiedémarmale Werte ab [91]. Die Vermutung
liegt daher auch hier nahe, dass d@i&ntereinheit in benignen Geweben als Tumorsuppress
fungiert und eine maligne Entartung zu verhindetremt.

Wir konnten, flr die von uns miteinander vergliceerbenignen Erkrankungen des Ovars, eine
hdchst signifikante (p<0,001) immunhistochemischi@bEngsverteilung fur die Inhibine-
Untereinheit feststellen. Die als einfache Zystew als Saktosalpinx klassifizierten benignen
Ovarialverdnderungen zeigten keinerlei FarbereaktiDie serésen (IRS median <1) und
endometrioiden (IRS median 2) Zysten sowie die fbena (IRS median 3) lagen im mittleren
Farbebereich. Die hochste Expression dddntereinheit stellten wir innerhalb der Corpus
Luteum (IRS median 10) und der muzindsen ZystenS (IRedian 6) fest. Anhand der
Farbereaktion bzw. des-Ketten-Expression lasst sich also sowohl eine Agssiber die
Dignitat als auch die Art der benignen Ovarialenkngen treffen. Die Farbereaktion der
Ketten erlaubten zwar, wie erwadhnt eine Differenaig der Dignitat, brachten aber kein
signifikantes Ergebnis in der Klassifizierung inm&b der benignen Testgruppe. Offensichtlich
gibt es also nicht nur einen Zusammenhang zwisstoekommen von Inhibinuntereinheiten und
dem Auftreten maligner Gewebsmetaplasien, sondech aine Beziehung zur Bildung benigner
Gewebedysplasien.

Ebenso wie wir, folgerten Yamashita et al. ausnhResultaten einen wertvollen Nutzen von
Inhibinen als Tumormarker [91]. Den Zusammenhangsawen Aktivin und epithelialen
Ovarialtumoren verdeutlichen die Ergebnisse von ditami et al.. Sie entdeckten, dass die TNF-
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a-Sekretion in Anwesenheit von Aktivin A in endonieitlen Stromazellen einen signifikanten
Anstieg erfuhr. TNFa reguliert physiologischerweise verschiedenste sz wie Menstruation,
Proliferation, Implantation und Dezidualisation fib@s ICAM-1-System. Die getesteten Inhibin
A und Aktivin A beeinflussten zwar nicht die Expsem der ICAM-1-Molekile auf die
Zelloberflache. Offensichtlich tragt aber Aktivirurz TNF-o-Sekretion bei, was Uber diesen
indirekten Weg eine gewisse Tumorprotektivitat br&n49].

Einen beachtlichen Unterschied in der ExpressiarfBeUntereinheit stellten Salmenkivi et al.
zwischen benignen und malignen Phaochromozytomsh e Uberwiegende Mehrzahl der
benignen Nebennierentumoren wiese eine mittlersthike immunhistochemische Farbung auf,
wohingegen alle untersuchten malignen Vertreternkaader gar nicht auf digB-Ketten-
Markierung ansprachen. Daraus schlossen auch Selnenal., dass die Inhibinuntereinheit als
Marker fur das maligne Potential von Phaochromangio von Nutzen sei [72].

Einen &hnlichen Effekt haben TG#- und Aktivin A auf maligne Thyrozyten. Sie sindedi
wichtigsten Wachstumsinhibitoren follikularer elialer Schilddriisenzellen des menschlichen
Korpers. Einerseits wiesen die malignen Zellen eszen gegen die beiden Peptide auf,
andererseits fand sich auch eine Verringerung ésodorm des Aktivinrezeptors, im Vergleich
zu gesunden Schilddriisen [74]. Auch dieses Ergedpiisht einmal Mehr fir die Verwendung
von Inhibindimeren beziehungsweise deren Unterdiemeals Tumormarker, deren weitere

Etablierung die vorliegende Arbeit zum Ziel hatte.
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5 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom ist, mit zurzeit 4,8% und steider Tendenz, die flinfthaufigste aller
bosartigen Neubildungen bei Frauen, wovon sich, graad mangelnder
Friherkennungsmethoden und spét einsetzenderiyratagpezifischer Symptomatik, etwa 2/3
der Erkrankten bei der Diagnosestellung bereitStadium Il oder IV befinden. Die Prognose
ist mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrateatwa 41% vergleichsweise schlecht.

Inhibin und Aktivin sind nicht-steroidale, dimerelipeptidhormone aus der Superfamilie der
TGF-R-Spezies der Cytokine. Von den Gonaden predyzpielen Inhibine eine anerkannte,
hemmende (lat. inhibere) Rolle in der Regulatia@r ldypophysaren FSH-Produktion, was bereits
1932 von McCullagh bewiesen wurde. Diese Heterodinbestehen aus einer und einer, von
bisher funf bekannten, per Disulfidbriickenbindungitemander verbundenen und
namengebenden R-Untereinheit. Aktivine sind ledigli aus den R-Untereinheiten
zusammengesetzte Homo- oder Heterodimere, die\aarcherschiedensten, nicht reproduktiven
Geweben wie Leber, Knochen und BlutgefalRen gebieeden.

Fragestellung der vorliegenden Untersuchung wasighifikante Unterschiede in der Gewebe-
Expression der Inhibia- und B-Untereinheiten im Vergleich benigner mit malignen
Erkrankungen zu erwarten, und welche davon entepretim Serum nachweisbar sind.

In der Studie untersucht, wurde die Expressionim@bin-Untereinheiter, BA, B, BC, BE im
Gewebe mittels Immunhistochemie. Zuséatzlich erfolgtdie Bestimmung der
Serumkonzentrationen von Inhibin A, Aktivin A, Akih B und Aktivin AB durch ELISA
innerhalb derselben Patientinnengruppe.

Das im ELISA verwendete Serum stammte aus Blutémtea von 144, zwischen 1921 und
1983 geborenen, nicht-graviden Patientinnen derilkkund Poliklinik fir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe Innenstadt, der Ludwig-Maximilians-Maisitat Minchen. welche sich aufgrund
maligner und benigner Erkrankungen des Ovars, m d#hren 2003 bis 2005 in stationérer
Behandlung befanden. Das denselben Patientinnegop@rativ entnommene Material, wurde
nach immunhistochemischer Aufarbeitung mittels desnunreaktiven Scores (IRS) von
Remmele und Stegner beurteilt.

Im Vergleich zu den benignen Erkrankungen wurde wors mittels ELISA ein hochst
signifikanter Abfall der Inhibin A-Sekretion im Sen (p = 0,001) bestimmt, sowie
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immunhistochemisch im Gewebe ein ebenso hochstifikmmer Abfall der Inhibine-
Expression (p = 0,002) der malignen Erkrankungeshgewiesen, wohingegen fir di8- (p =
0,002) undBE-Untereinheiten (p = 0,000) ein Anstieg verzeit¢hmarde. Parallel dazu konnten
wir im Serum einen signifikanten Abfall von Aktivi (p = 0,015) messen.

Aber nicht nur Uber die Dignitat, auch uber die Adr untersuchten benignen Erkrankungen
konnte Uber die-Ketten-Expression eine signifikante Aussage (p080) getroffen werden.

Mit zunehmender Malignitdt wird die InhibiKette also in immer geringer werdendem
Ausmald exprimiert, was fur die These als Tumorseggwr, beziehungsweise Tumormarker
spricht und durch den von uns erbrachten signitéamachweis der Inhibin-Untereinheit in
Tumoren der FIGO-Klasse | und IlI, nicht aber in Bl&lasse Il und IV (p = 0,044) gestitzt
wird.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse vermuten wahed, dass die Bildung von Hetero-

Dimeren bevorzugt vor der Bildung von Homodimeren Aktivine auftritt.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungen

5-JUR 5-Jahres-Uberlebensrate

AG Antigen

AK Antikorper

AS Aminosaure

BMP bone morphogenic protein

bzw. beziehungsweise

DAB Diaminobenzidin

dest. destillata

DNS Desoxyribonukleinsaure

Dr. Doktor

EIA Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Et al. et alteri oder et alii

FIGO Fédération Internationale de Gynécologie @bdtétrique
FSH Follikelstimulierendes Hormon

hCG humanes Choriongonadotropin

HRP horseradish peroxidase

IRS Immunreaktiver Score

kDA Kilodalton

Lig. Ligamentum

Lj. Lebensjahr

LMU Ludwig-Maximilians-Universitat

Lsg. LOsung

ml Milliliter

MRNA Messenger-Ribonucleinsaure

ng nanogramm

PBS phosphate buffered saline

pg picogramm

PP Prozentsatz positiver Zellen
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PD

Si
SKR
sog.
TGF
u.a.
U/min
VS.
WHO

Privatdozent

Staining Intensitiy
Serin-Threonin-Kinase
sogenannt

Transforming Growth Factor
unter anderem
Umdrehungen pro Minute
versus

World Health Organization

-79 -



Anhang

7.2 Danksagung

Herrn Prof. Dr. med. habil. Klaus Friese, Direkter Klinik und Poliklinik far
Frauenheilkunde und Geburtshilfe Innenstadt, dedwig-Maximilians-Universitét
Munchen, danke ich fur die Bereitstellung der Atdidglichkeiten und die freundliche

Unterstltzung.

Mein besonders herzlicher Dank geht an Herrn Boz- Dr. rer. nat. habil. Udo
Jeschke fir die Uberlassung dieses Themas undeti@ragende wissenschaftliche
Unterstitzung. Weiterhin mochte ich mich fur dier@estellung der erforderlichen
Mittel fur die Durchfihrung dieser Arbeit und dieui2hsicht des Textes, sowie die

aulRerordentlich gute Betreuung wéhrend der gesafmteit bedanken.

Ebenso herzlich danken méchte ich Herrn Priv.-iz.med. habil. loannis Mylonas,
fur die Bereitstellung der Patientinnendaten, dieftEarung in die Thematik und die
zahlreichen Anregungen. Des weiteren daflr, dasgsibrend der gesamten Arbeit stets

als Ansprechpartner zur Verfligung stand.

Danken mdchte ich auch Frau Priv.-Doz. Dr. med. ilhabDoris Mayr vom
Pathologischen Institut der LMU Munchen fir die &tstellung der Gewebeproben

und die freundschaftliche Unterstitzung.

Mein besonderer Dank gilt auch Frau Christina KuRrgu Susanne Kunze und Frau
Sandra Schulze fur die Unterweisung in die Methodild die aufl3ergewdhnliche

Hilfsbereitschaft, sowie deren Vielzahl an Anregemgind das stets offene Ohr.

Frau cand. med. Marie-Therese Schuster danke ichlidie fir ihre liebevolle

Begleitung, Kraft und Motivation und lhrem gro3erelresse an meiner Arbeit.
Nicht zuletzt mochte ich noch meiner Familie, di& was Studium Uberhaupt erst

ermoglichte, meinen allerherzlichsten Dank auss$mecNur mit deren wesentlicher

Unterstitzung und deren unendlicher Geduld konigt@atliegende Arbeit entstehen.

- 80 -



Anhang

7.3 Lebenslauf

Personliche Daten

Geburtstag/-ort:

Wohnort:

Staatsangehdrigkeit:

Familienstand:

Schule und Studium

11/2007

03/2003

2000 — 2007
1997 — 1999
1990 — 1992
1985 - 1990
1980 — 1985

Praktisches Jahr

06/06 — 10/06

10/06 — 01/07

02/07 — 06/07

Berufsausbildung

2000

1992 — 1995

Famulaturen

08/05 - 09/05

03/05 - 05/05

08/04 - 09/04

16. Februar 1974, Amberg

82211 Herrsching, Rieder Stral3e 14
deutsch

ledig

2. Abschnitt der Arztlichen Priifung - Staatsexamen
1. Abschnitt der Arztlichen Prifung - Arztliche Vorprifung

Studium der Humanmedizin an der
Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen

Stadtische Berufsoberschule  Fachrichtung Wirtschaft
in Minchen Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Realschule in Herrsching
Abschluss: Mittlere Reife

Christoph-Probst-Gymnasium  in Gilching

Grund- und Hauptschule in Herrsching

Chirurgie; Klinikum Starnberg , Lehrkrankenhaus der LMU
Munchen, Klinik fir Chirurgie

Anasthesie; Universitatsklinikum Grof3hadern
Klinik fir Anaesthesiologie

Minchen,

Innere; Klinikum Landshut gGmbH , Lehrkrankenhaus der
LMU Minchen, Klinik fur Innere Medizin/Kardiologie

Ausbildung als Rettungssanitater  bei RDSA in Augsburg

Ausbildung als Werbekaufmann  bei vwi Werbung
GmbH in Herrsching

Innere Medizin, Klinikum Starnberg, Notaufnahme, Intensiv-
/Privatstation

Innere Medizin, Klinikum Starnberg, Notaufnahme, Intensiv-
[Privatstation

Chirurgie, Chirurgische Klinik,  Seefeld, OP/Ambulanz

-81-



Anhang

09/03 - 10/03 Innere Medizin, Privatklinik Dr. Robert Schindlbeck
Herrsching Intensivstation
Berufs-/Nebentétigkeit
seit 01.04.08 Assistenzarzt , Privatklinik Dr. R. Schindlbeck, Herrsching

01.01.08 - 31.03.08 Assistenzarzt , Klinikum Kaufbeuren, Kardiologie

2005 - 2007 Tatigkeit als studentische Hilfskraft in der
interdisziplindren Notaufnahme des Klinikums
Starnberg

2000 - 2007 Tatigkeit als hauptamtlicher Rettungssanitater beim

BRK Starnberg
seit 2000 Dozent an der Rettungsdienstschule Minchen (RDSM)

11/1999 - 03/2000 Computerabteilung bei Fa. 3M ESPE GmbH in
Seefeld

09/1999 - 10/1999 Pflegepraktikum bei Privatklinik Dr. Schindlbeck in
Herrsching/Intensivstation

05/1997 - 07/1997 Praktikant bei Starnberger Merkur in Starnberg
02/1997 - 04/1997 Juniorkontakter bei scool Werbung in Seefeld
1996 - 1997 Wehrdienst Bundeswehr (Feldjagerdienst Murnau)

1995 - 1996 Juniorkontakter bei vwi Werbung GmbH in Herrsching

Weiteres/Engagement

15 Jahre lang Mitglied bei der BRK Wasserwacht, Mitglied der
Vorstandschaft, Bootsfiihrer und Schnelleinsatzgruppe
Unterstiitzung der Teddyarzte e.V.

Zusatzqualifikationen
Fremdsprachen Englisch in Wort und Schrift
Spanisch Grundkenntnisse
Norwegisch Grundkenntnisse
EDV: MS Office (Windows), Statistik- und Analysesoftware (SPSS),

Literaturverwaltungsprogramm (Endnote)

Hobbys

Bergwandern, Inlineskaten, Karate, Lesen,
Mountainbiken, Sportstudio

-82-



	Expression von Inhibin und Aktivin in Ovarialkarzinomen.pdf
	DrArbeit Endfassung 18.07.09

