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1 Einleitung

1.1 Ovarialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom ist die funfthaufigste Tumorand die flinfthaufigste tumorbezogene
Todesursache der Frau [1]. Die Inzidenz betragia®000/Jahr [2]. Etwa 23.000 Frauen
erkranken jedes Jahr neu am Ovarialkarzinom, 14R@@Den sterben jedes Jahr an den
Folgen dieser Krebserkrankung [1].

Bezuglich der Haufigkeit des Ovarialkarzinoms agign sowohl ethnische als auch
geographische Unterschiede. Nordeuropa, die USAlsmael haben die hdchsten Inzidenzen,
wahrend Japan und die Entwicklungslander die rgstiilnzidenz aufweisen [3].

Die meisten Ovarialkarzinome treten sporadisch buf.Gegensatz dazu sind 5-10% aller
Falle familiar bedingt, meist als Folge einer Migatder Tumorsuppressorgene Breast
Cancer Antigen (BRCA) 1 oder 2 [4].

Das Ovarialkarzinom ist vor allem eine Erkrankurey @eri- und postmenopausalen Frau.
Etwa 80-90% der Patientinnen sind tUber 40 Jahfd]altler Erkrankungsgipfel liegt beim 60.

Lebensjahr [5]. Erbliche Ovarialkarzinome tretenhhttel ca. 10 Jahre friher auf [6].

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist weitgehenklar. Eine multifaktorielle Genese ist
wahrscheinlich [4]. Nach M. F. Fathalla ist die Ahk der Ovulationen mit repetitivem
Aufbrechen und anschlieRender Reparatur des olegrigDberflachenepithels mit einer
erhohten Wahrscheinlichkeit fir spontane Mutationend damit einem erhdhten
Karzinomrisiko assoziiert [7]. Einer anderen Theorzufolge spielen eine exzessive
Gonadotropinstimulation der Ovarien und / oder btbéAndrogenlevel fir die Entwicklung
eines Ovarialkarzinoms eine Rolle [8]. Parmley Mddodruff stellten 1974 die Theorie auf,
dass das epitheliale Ovarialkarzinom durch einen3famation des Oberflachenepithels
entsteht, wenn es von Fremdstoffen kontaminier waer Karzinogenen ausgesetzt ist [9].
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Der bedeutendste Risikofaktor fir das Auftretenegi®varialkarzinoms ist eine positive
Familienanamnese [4]. Weitere Risikofaktoren simdertilitdt [10] bzw. insbesondere
Nulliparitat [11] (die Schwangerschatft ist der aidaggebende Faktor [4]) und eine spéate
Menopause (Anzahl der Ovulationen im Leben einau}[12]. Mit einem z.T. nur schwach
erhohten Ovarialkarzinomrisiko gehen u.a. Nikotimkem [13], der BMI [14], eine
abgelaufene pelvine entzindliche Erkrankung [15] dias Polyzystische Ovarialsyndrom
(PCO-Syndrom) [16] einher. Protektive Faktoren sindultiparitat (16-22%ige
Risikoreduktion pro Geburt) [17, 18, 19], die Eihnee oraler Kontrazeptiva in Abhangigkeit
von der Einnahmedauer [20, 21], eine Tubenligatud eine Hysterektomie (ca. 67%ige
Risikoreduktion) [22, 23].

Auch bezlglich der Pathogenese des Ovarialkarzirgibt®es kontroverse Meinungen. In der
ursprunglichen Theorie entsteht das Karzinom imrQwal streut ins Becken und Abdomen,
bevor es Lymphknoten- und Fernmetastasen bilde}. [R4 einer anderen werden die
Ovarialkarzinome in zwei Typen eingeteilt. Tumoreom Typ 1 sind auf das Ovar
beschrankt und entwickeln sich aus Vorlauferlasion8ie sind genetisch stabil und
charakterisiert durch eine Reihe von Mutationewenschiedenen Genen, einschlief3lich K-
ras, BRAF, PTEN und R-Catenin. Tumoren vom Typrl Sehr aggressiv, entwickeln sich
nicht aus Vorlauferlasionen und sind nur seltendmsf Ovar beschrénkt. Sie weisen eine hohe
genetische Instabilitat auf und sind charakterisiarch TP53-Mutationen. Sie streuen schnell

oder aber sie entwickeln sich auRerhalb des Ovatsnvolvieren dieses erst sekundar [24].

1.1.3 Klassifikation

Unter dem Begriff ,Ovarialkarzinom* fasst man eiheterogene Gruppe unterschiedlicher
Tumorarten zusammen, die sich hinsichtlich ihrespdingsgewebes unterscheiden. Die
histologische Einteilung in die verschiedenen Spéty erfolgt gemafl der WHO-
Klassifikation von 2003 (s. Kapitel 7.3). Eine Serfdrm der epithelialen Ovarialkarzinome
und — gemal der Internationalen Vereinigung fiur dwptogie und Geburtshilfe - eigene
Entitat [25] stellen die Boderline-Tumoren oder Ldalignant Potential- (LMP-) Tumoren
dar, die 10-20% der epithelialen Ovarialkarzinomesmachen [26]. Sie erflllen die
histologischen Malignitatskriterien, haben aber eeindeutlich bessere Prognose.
Makroskopisch manifestieren sie sich haufig mit eeinPeritonealkarzinose, die bei
histologischer Aufbereitung aber nicht alle Kriggrieiner Tumorinvasion erfillt. Es zeigt

sich weder eine stromale Invasion, noch ein agyes$etastasierungspotential [27].
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1.1.4 Diagnostik und Staging

Das Ovarialkarzinom wird oft erst spat und in einemgeschrittenen Stadium diagnostiziert,
da das Abdomen dem Tumor ausreichend Platz bigtesich ungestort auszubreiten [28]. Es
kommt zu einer frihzeitigen lokalen Ausdehnung Alisiedlung des Tumors im kleinen
Becken, im Oberbauch und Zwerchfell, sowie im Omenimajus [29]. Mehr als 50% der
Ovarialkarzinome sind beidseitig lokalisiert [28ler Tumor metastasiert haufig lymphogen
in die pelvinen und paraaortalen Lymphknoten unddtagen in Leber, Knochen, Lunge und
Gehirn [30].

Die Symptomatik ist oft unspezifisch und beinhalteh. Bauchschmerzen, Zunahme des
Leibesumfangs, gastrointestinale Beschwerden, Geséabnahme, abnormale Blutungen und
Miktionsbeschwerden [31]. In mehr als der Halfte Bélle liegt bei Diagnosestellung bereits
eine Peritonealkarzinose vor, oft in Verbindung Astites. Zeichen eines fortgeschrittenen
Ovarialkarzinoms ist die tumorbedingte Kachexie typpischem eingefallenem Gesicht
(Facies ovarica) [32].

Nach einer ausfuhrliche Anamnese und kdrperlichetetduchung mit bimanueller vaginaler
Palpation erfolgt eine transvaginale Sonographeddrzeitig wegen ihrer hohen Sensitivitat
und Spezifitdt Goldstandard in der Primardiagnostk[33]. Ergdnzende Untersuchungen
sind Abdomen-Sonographie, Réntgen-Thorax und Mamapige [33, 34]. Unausweichlich
in der Diagnostik von malignen Ovarialtumoren isidem das intraoperative Staging. Es
erfolgt priméar durch eine Laparotomie, um eineaaperative Tumorzellverschleppung zu
vermeiden und gleichzeitig eine komplette Tumoikéea anzustreben [33]. Nach Erhalt
aller Befunde erfolgt die Stadieneinteilung des i@garzinoms nach der TNM- oder der
FIGO-Klassifikation (Fédération Internationale deyn@&cologie et d'Obstétrique) (siehe
Kapitel 7.4).

1.1.5 Therapie

Fur die Therapie des Ovarialkarzinoms ist eineesyatische chirurgische Exploration und
vollstandige und radikale Tumorresektion essentielm die Uberlebens- und
Heilungschancen zu verbessern [35]. Die Radikaldét Operation richtet sich nach
Histologie und FIGO-Stadium und beinhaltet nach dsichnittlaparotomie neben der
Inspektion, Palpation und Gewinnung von Biopsienchaueine beidseitige hohe
Adnexexstirpation, eine Hysterektomie, Omentektomignindestens infrakolisch),

Appendektomie (bei muzinésem und unklarem Tumorsgwie bei makroskopischem
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Tumorbefall) und eine beidseitige pelvine und parede Lymphonodektomie bis zur Vena
renalis [35]. In den fortgeschrittenen TumorstadieiGO 1IB-IV erfolgt zuséatzlich die
Resektion des befallenen (parietalen) Peritoneunssidiel3lich des Zwerchfellperitoneums
(Deperitonealisation). Sind bereits Dinn- oder darknanteile infiltriert, so erfolgt deren
Resektion, wenn dadurch Tumorfreiheit erreichbar@eiches gilt fir die Leber (-kapsel)
und die Milz [35].

Beim Boderline-Tumor konnen pramenopausale Patieati mit Kinderwunsch und
unilateralem Tumor unter Umstanden fertilititserad operiert werden, indem nur das
betroffene Ovar operativ entfernt wird [35].

Im Anschluss an die Operation erhalten die Patieeti eine mindestens platinhaltige
adjuvante Chemotherapie (Ublicherweise 6 Zyklen.).i.\Einzige Ausnahme stellen
Patientinnen mit Tumoren im Stadium IA G1 und Rstrenen mit Borderline-Tumoren dar
[35]. In den fortgeschrittenen Stadien setzt siels &tandardregime aus Carboplatin und
Paclitaxel zusammen [35]. Bei FIGO IllIB-IV kann eirzusatzliche Behandlung mit
Bevacizumab erwogen werden [36], einem monoklon&etikdrper, der die Angiogenese
hemmt [37, 38]. Neuere Verfahren, wie z.B. die Mipeme intraperitoneale
Chemoperfusion (HIPEC), bei welcher zur Therapie Fleritonealkarzinose eine auf 42°C
erhitzte Chemotherapeutika-haltige Spullosung f@-98 Minuten in die Bauchhdhle
perfundiert wird, wurden bisher nicht in die Leiten aufgenommen, da noch keine
verlasslichen Daten vorliegen. Eine neoadjuvanten@itherapie konnte die Ergebnisse
bislang nicht verbessern [35].

Die Therapie der malignen Keimzelltumoren erfolgi.R. sowohl operativ, als auch
medikamentds [35]. Nach kompletter Tumorresektiom wwdaquatem Staging sollte bei
unauffalligem kontralateralem Ovar und Uterus deetikitat erhalten werden [35].

Bei Keimstrangstromatumoren ist ein operatives iStagit Resektion des Tumors primares
Ziel [35]. Der Nutzen einer systematischen Lymphigidomie bei unauffalligen
Lymphknoten ist ebenso wenig belegt, wie der Nutaemer systemischen adjuvanten

Strahlen-, Chemo- oder endokrinen Therapie [35].

1.1.6 Prognose und Prognosefaktoren

Aufgrund der oft erst spaten Diagnose in fortgesielmen Stadien hat das Ovarialkarzinom
eine hohe Mortalitat. Die 5-Jahres-Uberlebensraggt lim FIGO Stadium | bei 93%, im
Stadium 11 bei 70%, im Stadium 1l bei 37% und inta@um IV bei nur mehr 25% [39].
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Somit ist das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Eegjdose einer der wichtigsten Faktoren,
um die Prognose einzuschatzen. Weitere Prognoseéakisind u.a. der postoperativ
verbliebene Tumorrest [40], die DNA-Ploidie des Taim [41, 42], das Alter [43], der

klinische Zustand der Patientin bei Aufnahme [484 ulie Ansprechrate des Tumors auf die

Chemotherapie, gemessen an der Geschwindigke@A&25-Abfalls [44].

1.1.7 Tumormarker

Fur das serbse Ovarialkarzinom ist das CA125 dahtigste Tumormarker mit hoher

Sensitivitat und Spezifitat, fir das muzindése Oalerzinom ist CA72-4 der fihrende

Marker. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und vor elesten Therapie wird die kombinierte
Bestimmung dieser beiden Marker empfohlen [45].

CA125 wird mit einer Gesamtsensitivitat von 87% \aer Mehrzahl der Ovarialkarzinome

freigesetzt. Seine Spezifitat wird dadurch eingesdkt, das eine CA125-Erhéhung auch bei
benignen Erkrankungen, wie z.B. einer Endometriésezindungen oder viralen Infekten
auftreten kann [46]. Da CA125 nicht tumor- und oigezifisch ist, ist eine Indikation als

Screeningmethode nicht gegeben [45] Grol3e Bedeutahglas CA125 jedoch im Rahmen
der Verlaufskontrolle bei Patientinnen mit epitakdn Ovarialkarzinomen, jedoch nur, wenn
sein Wert zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erhgthtBei einem persistierenden Anstieg
auch ohne Krankheitszeichen ist von einem Rezidszagehen [46].

Die Sensitivitat des Tumormarkers CA72-4 ist im @wgatz zu CAL125 geringer. Erhohte
Konzentrationen kdnnen nicht nur beim Ovarialkasemy sondern auch bei anderen
Adenokarzinomen (z.B. Mamma, Kolon und Magen) gemesverden, insbesondere beim
muzinésen Subtyp [47]. Leicht erhohte CA72-4-Welttssen sich auch bei einer
Endometriose, bei benignen Ovarialtumoren und ewlzithen Erkrankungen des Ovars
feststellen [48, 49, 50].

Mittels immunhistochemischer Farbung konnte gezeigtden, dass 1/3 aller muzindésen
epithelialen Ovarialkarzinome eine UberexpressioiC&A aufweisen. Analog dazu konnten
erhohte Serumkonzentrationen von CEA bei Patieatinmit muzindsen epithelialen

Ovarialkarzinomen dokumentiert werden [51, 52]. &lefumoren des Ovars dient CEA auch
als Tumormarker beim Kolon-, Osophagus- und Mammzakam [53]. Es konnte gezeigt

werden, dass seine Bestimmung im Rahmen des seudgsemuzindésen Ovarialkarzinoms

weder die diagnostische noch die differentialdiagische Aussagekraft von CA125 und
CA72-4 steigert [45].
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1.2 Zirkulierende Mikropartikel

1.2.1 Definition und Kennzeichen

In den 40er Jahren wurde festgestellt, dass s&lsdrinnungszeit von Thrombozyten-armem
Plasma nach high-speed-Zentrifugation verlangell®s wies auf einen subzelluldaren
gerinnungsfordernden Faktor hin [54]. Erst 196 teckte P. Wolf, dass sich dieser Faktor,
den er als ,platelet dust‘ bezeichnete, aus kleifartikeln zusammensetzt, die von
aktivierten Thrombozyten stammen. Diese Partikdtehadie gleiche gerinnungsférdernde
Aktivitat wie aktivierte Thrombozyten [55]. Die Kische Relevanz dieser thrombozytaren
Partikel zeigte sich im Jahre 1979, als von einegén Frau berichtet wurde, die an einer
unklaren angeborenen Gerinnungsstorung litt, di&espals ,Scott-Syndrom* bezeichnet
wurde. Diese seltene Krankheit ist durch eine gest&reisetzung von Mikropartikeln

gekennzeichnet [56, 57].

Mikropartikel (MP) sind Membranabschnirungen euktisgher Zellen mit einer
heterogenen GrolRe von 0,1-1um [58], die sowohl ruptessiologischen als auch unter
pathologischen Umstdnden in unterschiedlicher Ahzah Blut und in anderen
extrazellularen Flissigkeiten, wie dem Speichel B&kulieren. Es sind intakte Vesikel, die
von Membranen unterschiedlicher Protein- und Lipgimmmensetzung umhiillt sind [60].
Die genaue Zusammensetzung dieser Membranen héngler Art der Ursprungszelle und
von der Art des Stimulus ab, der zur FreisetzungMie fihrte. So spiegeln MP in gewisser
Weise den antigenetischen Phanotyp ihrer Urspratigszvider und tragen viele ihrer
Biomarker [61]. Die Ursprungszellen sind in der eaghre MP mit spezifischen Antigenen
und bioaktiven Agentien auszustatten. Sie enthatmohl transmenbranare Proteine und
Rezeptoren, als auch zytosolische Komponenten vide Enzyme, Transkriptionsfaktoren
und mRNA ihrer Ursprungszelle [62].

Auch unter physiologischen Bedingungen existiereR M niedriger Konzentration im
Plasma [63]. Durch Erkrankungen, wie insbesondefektionen, Autoimmunerkrankungen
und Krebserkrankungen sowie deren Progression giahrdie Menge, die Zusammensetzung
und die Funktion zirkulierender MP verandern [98$. ist bisher allerdings unklar, ob diese
MP zur Entstehung der Erkrankung beitragen, odesielals Folge der Erkrankung auftreten
[58].
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische
Darstellung von MP bei einer
Mammakarzinompatientin [64]. Die
GroRRenmarkierung zeigt die Lange 1pm an.

1.2.2 Entstehungsmechanismus

MP sind unter anderem dadurch gekennzeichnet, slasdas anionische Phosphatidylserin
(PS) an der AuRRenseite ihrer Membran tragen. Ustigsiologischen Bedingungen herrscht
an der Zellmembran eine Asymmetrie in der Vertglwon Phospholipiden (PL) mit
bevorzugtem Auftreten von Phosphatidylcholin (P@Y (sphingomyelin an der Aul3enseite
[65] sowie Phosphatidylserin (PS) und Phosphatitigieolamin (PE) an der Innenseite der
Membran [63]. Die Aufrechterhaltung dieser PL-Asyetre ist essentiell fur die Zelle und
wird durch eine komplexe enzymatische Balance ahbtezhalten, an der die funf Enzyme
Gelsolin, Flippase, Floppase, Scramblase und Qalpateiligt sind [63]. Diese Enzyme
werden durch einen Anstieg des zytosolischen Qaleientweder induziert oder gehemmt
[63]. Aufgrund des verstarkten Auftretens von PSdan Aul3enseite der Membran von MP
wird vermutet, dass der MP-Freisetzung ein Verldst PL-Membranasymmetrie der
Ursprungszelle vorausgeht. So kommt es z.B. infotye Zellstimulierung oder -aktivierung
zu einem signifikanten zytoplasmatischen Calciurhagsaus dem Endoplasmatischen
Retikulum oder von aul3en, die PL-Membranasymmekababiert und die anionischen
Phospholipide, insbesondere PS, treten vermeldénAulRenseite der Zellmembran auf [63].
Eine weitere Voraussetzung vor der Freisetzung Méhist eine Veranderung des
Zytoskeletts der Ursprungszelle: in Thrombozytenssein Aktinfilamente, in anderen
Zelltypen Aktin-Spektrin-Ankerplatze gespalten wand[63]. In ruhenden Thrombozyten
werden die Aktinfilamente von den Proteinen Adduaid CapZ bedeckt, die eine Spaltung
verhindern. Erst durch eine Gelsolin-Aktivierung i beeinem zytoplasmatischen
Calciumanstieg, wird diese Hemmung aufgehoben,Zg#sskelett kann gespalten und MP
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kénnen freigesetzt werden [63]. Im Rahmen der Apsptfordert die aktivierte Rho-
assoziierte Kinase (ROCK |I) die Kraftentwicklung igghen Aktin und Myosin und
beeinflusst Uber die Aktin-Myosin-Kopplung an diashamembran die Vesikelbildung [62].
Wie von Leytin et al. 2009 nachgewiesen, scheinderu eine Verstarkung der
mitochondrialen Permeabilitat ein wichtiger Fakiior Rahmen der MP-Freisetzung zu sein
[66].
Auslosende Trigger fur die Freisetzung von MP sindbesondere Zellstimulierung, -
aktivierung und -apoptose. Auch durch Komplememaung und viele andere Stimuli -
meist als Reaktion auf Stresseinwirkung auf dideZelkommt es zur verstarkten Freisetzung
von MP und damit zu einer erh6hten Anzahl an MBIt [63, 67].

1.2.3 Funktionen

Die Funktionen von Mikropartikeln sind vielfaltigsie sind Vektoren im transzellularen
Austausch biologischer Informationen, die mit bdrecten oder weiter entfernten Zellen
interagieren kdnnen [60]. Indem sie Zelltyp-spezifie Adhasionsrezeptoren oder —liganden
exponieren, kénnen sie an bestimmte Zellen bindggr onit ihnen fusionieren und ihre
Botschaft Gbermitteln (z.B. bioaktive Lipide, Zyiok und Wachstumsfaktoren) [68].

Die meistuntersuchte Eigenschaft von MP ist ihreingeingsfordernde Wirkung [69].
Vermittelt wird sie durch unterschiedliche Mechame. Zum einen fungieren die
anionischen PL (insb. PS) an der Oberflache der & Bindungsstellen fir diverse
Gerinnungsfaktoren (z.B. F.IXa, VIII, Va und llahd sind essentiell fir die Bildung des
Prothrombinase- und Tenasekomplexes [65]. Zum and&nd einige MP in der Lage, Tissue
Factor (TF) auf ihrer Oberflache zu exprimierem #&uf andere Zellen zu transferieren oder
durch ihre Bindung an eine Zelle deren TF-Produkbaw. —Expression zu initileren [58]. So
kénnen sie die Gerinnung Uber den TF/F.Vil-abhdagi§Veg verstarken [70]. Dennoch
fuhren erhohte MP-Level nicht notwendigerweise ziunrombosen, da sie auch
gerinnungshemmende Funktionen innehaben. MP, dre gesunden Kontrollen isoliert
werden, fordern eine geringe Thrombinbildung. DseSdrrombin ist fast vollstandig an
Thrombomodulin gebunden, was zu einer Aktivieruog Vrotein C und Inaktivierung der
Faktoren Va und Vllla fihrt. Das heif3t, dass die -8Péngige Thrombinbildung bei
normaler Hamostase eine gerinnungshemmende Furiididi@0].

Eine weitere flur die vorliegende Studie wichtigenktion zirkulierender MP ist ihre Rolle im

Rahmen von Krebserkrankungen. Indem sie z.B. dimsalulare Matrix so verandern, dass
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ein lokales Fortschreiten des Tumors erleichterd¥1, 72] und dem Tumor Strategien
bieten, dem Immunsystem zu entkommen [73, 74] traggben PMP [60, 75, 76, 77, 78],
EMP [79] und TF-MP [80, 81, 82] auch Tumor-MP (TMP), die von makg Tumorzellen
selbst freigesetzt werden, zur Tumorprogressiorgidgenese und Metastasierung bei [83,
71, 72]. Durch den horizontalen Transfer von Onktginen, Wachstumsfaktoren, mRNA
und miRNA kénnen TMP z.B. den Phanotyp und die Natan Zellen verandern und so zur
Verbreitung der onkogenetischen Aktivitdt beitrag@#, 85, 86]. Die entscheidende
Komponente, mit der nicht nur TMP die Angiogenasmdieren, scheint Sphingomyelin zu
sein, indem es die Endothelzellmigration und -imwagordert [60]. Zudem kénnen MP die
Produktion pro- oder antiangiogenetischer Faktorguzieren [87] und so die
Endothelzellfunktion bezuglich Adhé&sion, Migratiound Proliferation (die drei
Schlusselschritte fiir die Bildung neuer GefalR3edineern [87].

Neben ihrer Rolle fur die Blutgerinnung und bei Bserkrankungen sind MP in der Lage auf
verschiedenen Ebenen ins Immunsystem einzugrefentragen sie z.B. eine Reihe von
Zytokinen und anderen Agenzien [60], z.B. IL-1 [&Rjwie viele Entzindungsmarker, von
denen man lange Zeit dachte, sie wirden in eirgéichien Form im Plasma vorkommen [69].
Im Rahmen von Entzindungsreaktionen dienen MP atenpe proinflammatorische
Induktoren, die eine Reihe von Signaltransduktiemsn und Genexpressionsprofilen in
Endothelzellen initiieren und dadurch die endotieliFunktion beeintrachtigen [89]. Zudem
tragen sie zu einer verbesserten Interaktion zwisctien an einer Entziindungsreaktion
beteiligten Zellen bei [90].

Ebenso sind MP in der Lage, die Endothelfunktiorbesainflussen [91, 92], eine endotheliale
Dysfunktion und Veranderungen im NO- und Prostany&ignalweg auszuldsen [93].

Die meisten dieser fur MP beschriebenen Funktiomdem in in vitro-Studien aufgedeckt.
Inwieweit diese Funktionen auch in vivo zutrefferst — bis auf die gesicherte
gerinnungsfordernde Funktion — bisher unklar [38. steht jedoch fest, dass zirkulierende
MP fir den menschlichen Organismus sowohl ,gut“alsh ,schlecht” sein kdnnen. Unter
physiologischen Bedingungen tragen sie zur Entwinlg) Angiogenese und Wundheilung
von Geweben bei und spielen eine wichtige RolledegiBlutgerinnung [60]. Ist jedoch die
Balance zwischen Proliferation, Stimulation und |del gestort, so kommt es zu einer
pathologischen Veranderung in der Zusammensetzumd) Anzahl der verschiedenen
zirkulierenden MP [60], was zu unerwinschten Widgem flihren kann.
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1.3 Hamostase bei Krebserkrankungen

1865 erkannte der franzosische Professor ArmandisEeau (1801-1867) als Erster den
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von (Phlebosjithosen und malignen Tumoren.
Er beschrieb drei Falle, bei denen das Auftretem \Rhlegmasia alba dolens” eindeutig an
das Grundleiden eines viszeralen Malignoms gekoppat. Seitdem wurde der Begriff
»Trousseau-Syndrom“ gepréagt, der das Auftreten reifdarombophlebitis als, auch
maoglicherweise erstes Zeichen, eines viszeralemghais beschreibt [94].

Man vermutet, dass jeder flinfte Fall von symptoschter tiefer Venenthrombose mit einem
malignen Tumor assoziiert ist [95]. Das Risiko,ecifhrombose zu erleiden ist dabei stark
von der Art des Tumors abhangig [96]. Malignome @rar, Pankreas, Gehirn und Knochen
weisen die hochste kumulative Inzidenz venéser mbx@embolien auf [97]. Im Durchschnitt
liegt die Inzidenz flr ein thromboembolisches Engdgei einer Krebserkrankung bei 10-15%
[98].

Als Ursachen fur die gesteigerte Gerinnungsaktiog&i Krebspatienten gelten verschiedene
Faktoren, die von malignen Zellen freigesetzt odeduziert werden und so die
Gerinnungskaskade in Gang setzen kdnnen. HierderzatB. proinflammatorische Zytokine
(z.B. TNF-alpha, IFN-gamma) und Akute-Phase-Preteidie die TF-Expression auf
Monozyten oder Endothelzellen induzieren und so Bietgerinnung verstarken. In
immunhistochemischen Untersuchungen konnte gewnaiglen, dass viele Tumoren, die mit
einer erhdohten Rate an Thromboembolien einhergebign, exprimieren [99]. Ein
Zusammenhang zwischen der TF-Expression und dernreterfi ventser Thromboembolien
ist allerdings nicht bewiesen, so dass die An- ddlevesenheit von TF im Tumorgewebe
keine Aussagen Uber das absolute Risiko vendsesnidoembolien erlaubt [100]. Auch
Chemotherapeutika, Operationen und zentrale Vetieata liefern einen entscheidenden
Beitrag zum Auftreten thrombotischer Ereignisse.

Da die wohl bekannteste Funktion von Mikropartikélre gerinnungsfordernde Wirkung ist,
rickten diese in der Vergangenheit zunehmend in Egkus von Studien rund um das
Trousseau-Syndrom. Eine Assoziation zwischen derftr&&an vendser Thromboembolien
(VTE) und erhéhten Konzentrationen an MP bei Kraligmten wurde bereits mehrfach
beschrieben [101, 102, 103, 104, 105]. Es gibigeitiinweise, dass der prokoagulatorische
Zustand bei Krebspatienten zumindest zum Teil al Eurtckzufihren ist [106]. Die
gerinnungsfordernde Wirkung von MP liegt v.a. darbegrindet, dass sie eine

Membranoberflache zur Verfugung stellen, die fue dildung von Komponenten der
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Gerinnungskaskade wichtig ist [107]. Diese Aktivitédrd verstarkt durch die Expression von
Phosphatidylserin, TF und MUC1 [101, 108].

1.4 Zielsetzung

In der vorliegenden Studie wurde bei Ovarialkarmpatientinnen, Patientinnen mit
Borderline-Tumoren und Frauen mit benignen Ovamatiren die Konzentration von
zirkulierenden Mikropartikeln und verschiedenen B&bpopulationen (thrombozytare MP,
endotheliale MP, Tissue Factor tragende MP und ispgze MP, welche Antikorper
exprimieren, die ebenso auf Ovarialkarzinomzellenfinden sind) im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe mit gesunden Probandinnen untersucht

Ziel der Studie war die Konzentration und Subtygisng der MP abhangig von der Dignitéat,
dem Tumorstadium und dem Operationsstatus (prapogoperativ) in den Kollektiven zu
analysieren. Zudem wurde die Gerinnungsaktivitétr(gssen als D-Dimer-Konzentration) im
Studienkollektiv bestimmt und mit der Konzentratidar zirkulierenden MP, insbesondere
der TMP korreliert.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Bei den Probandinnen handelte es sich um Patiemtingler Klinik und Poliklinik far
Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Klinikums demversitat Minchen, Grol3hadern.
Eingeschlossen wurden Frauen mit einem histologiesicherten primaren Ovarialkarzinom,
sowie Frauen mit benignen Ovarialtumoren, bei defiebiagnose mittels Sonographie oder
Laparoskopie gestellt wurde.

Als Kontrollgruppe dienten gesunde Frauen mit arestschem Ausschluss von
Karzinomerkrankungen in der Vorgeschichte, Nikotingum, arteriellem Hypertonus und
einer stattgehabten Hormonersatztherapie, bei demamnhalb der letzten sechs Monate im
niedergelassenen Bereich eine transvaginale Saquidgra zum Ausschluss von
Ovarialtumoren durchgefuhrt worden war.

Alle Studienteilnehmerinnen wurden ausfihrlich Gden Inhalt, die Art und das Ziel der
Studie sowie Uber die Blutenthahme informiert undtetzeichneten eine schriftliche
standardisierte Einverstandniserklarung (siehe D) Durchfiihrung der Studie wurde durch
die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Univeti@ Minchen genehmigt (Projekt-Nr.
349/02).

Insgesamt wurde bei 64 Patientinnen und 55 gesurnidentroll-Probandinnen Blut
abgenommen. Durch Abnahmefehler, Ausschlussketienind Messfehler reduzierte sich die
Fallzahl auf 16 Ovarialkarzinompatientinnen und @rdrline-Tumor-Patientinnen, 31
Patientinnen mit benignem Ovarialtumor und 50 gdsufontrollen.

Tabelle 1: Ein- und Ausschlusskriterien der Studie

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Schriftliche Einverstandniserklarung Hydrosalpinx

Beninge Ovarialtumore Abszesse

Histologisch gesicherte Ovarialkarzinom Ovarialkarzinom-Rezidiv
Borderline-Tumore Z.n. Mammakarzinom

Thrombozytopenie

Z.n. tiefer Venenthrombose und Lungenembolie
Einnahme von Heparin, ASS

(Z.n.) Hormonersatztherapie
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2.2 Probengewinnung

Die Proben wurden Uber einen Zeitraum von 13 Managesammelt. Die Blutentnahme
erfolgte stets zwischen 8.00-12.00 Uhr, um zu veléiin, dass tageszeitliche Schwankungen
in der MP-Anzahl die Ergebnisse beeinflussen.

Aus der Kubitalvene wurden jeweils 5ml Citratbluiir f die Bestimmung der MP-
Konzentration und der D-Dimere und 3ml EDTA-Blut nzu Ausschluss einer
Thrombozytopenie entnommen. Bei Patientinnen, beed im intraoperativen Schnellschnitt
die Diagnose eines Ovarialkarzinoms gestellt wurdeyrde zwischen dem 4.-6.
postoperativen Tag erneut eine Blutprobe zur Bestimg der MP-Konzentration, der D-
Dimere und der Thrombozytenzahl entnommen.

Die Blutabnahme erfolgte mit einer 20G-Monovetten®thvorhergehende vendse Stauung.
Das Citratblut wurde innerhalb von 15 Minuten b&08 Umdrehungen pro Minute 20
Minuten lang bei Raumtemperatur zentrifugiert (Zémge Hermle ZK380, Gosheim,
Deutschland) und der Plasmalberstand in Probenjer@20ul in flissigem Stickstoff 15
Minuten lang schockgefroren und anschlieRend B¥iC®is zur Messung gelagert. Bevor sie
fur die Messung aufbereitet werden konnten, wurdienProben auf Eis langsam innerhalb
einer Stunde aufgetaut.

Das EDTA-Blut flr ein kleines Blutbild wurde bei°& gekuhlt, bevor es noch am gleichen
Tag fur die Messungen verarbeitet wurde. Zur Besitiumg der D-Dimere wurde ebenfalls der
vom Citrat-Blut gewonnene und tiefgefrorene Pladneastand herangezogen.

2.3 Durchflusszytometrie

2.3.1 Technik der Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie oder FluoraseeActivated Cell Sorting (FACS)
beruht auf der Messung optischer Signale von Zelllie diese beim Passieren eines
Laserstrahls aussenden [109]. Es handelt sichdiiarh Lichtstreuung und Fluoreszenz. Die
zu untersuchenden Zellen oder Partikel missen gpéhsion vorliegen, welche Uber eine
Kapillare in eine Messkammer transportiert und dort der Tragerflussigkeit erfasst wird.
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Nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussiewirdydurch die laminare Stromung der
Tragerflissigkeit die Suspension im Zentrum der $#@sette konzentriert, so dass die Zellen
bzw. Partikel nacheinander die Lichtquelle passiened dabei jede Zelle einzeln erfasst wird
(s. Abbildung 2). Als Lichtquelle dient ein Argoskr mit einer Wellenlange von= 488nm.
Die Zellen werden von der Lichtquelle angeregt wmdittierten Streulicht, welches vom

Photomultiplier erfasst und digital gespeichertdwir

Laserstrahl

Probe

Tragerflissigkeit

Abbildung 2: Prinzip der hydrodynamischen Fokussieung: Die Probenflissigkeit wird
durch die laminare Stromung der Tragerflussigk®itdentrum der Messkuvette fokussiert.
Modifiziert nach [110].

Man unterscheidet Vorwarts- und Seitwartsstreulidhwrwartsstreulicht (forward scatter,
FSC) wird im Winkel von 0-1° zum Laserstrahl eneittiund liefert Informationen tber die
Querschnittsflache des zu untersuchenden Objektis somit indirekt Uber seine Grol3e.
Seitwartsstreulicht (sideward scatter, SSC) bereicdie Lichtstreuung im Winkel von 90°
und stellt als Korrelat des Refraktionsindex einfMar Granularitat und Struktur des Objekts
dar (s. Abbildung 3). Diese Technik wird zur Bestiong einzelner Zellpopulationen im

Vollblut angewandt.
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Seitwartsstreulicht (488 nm):
Zellkomplexitat/-granularitét

Lichtquelle -

(Laserlicht) ™~ Vorwartsstreulicht (488 nm):

ZellgrélRe

Abbildung 3: Merkmale des Vorwarts- und  Seitwartssteulichts im
Durchflusszytometer: Vorwartsstreulicht wird im Winkel von 0-1° emittteund liefert
Informationen Uber die ZellgroRe; Seitwartsstréhiliwird im Winkel von 90° emittiert und
ermoglicht Ruckschlisse auf die Struktur des ObjaHibdifiziert nach [110].

Zusatzlich ist es moglich, bestimmte Oberflacherakidle auf Zellen oder Partikeln mit
fluoreszierenden Antikorpern zu markieren. Dabeidea Fluorochrome durch das Laserlicht
angeregt. Diese emittieren Licht einer flr sie aktaristischen Wellenlange. In der
vorliegenden Arbeit fanden folgende Fluorochromewéndung: Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) mit einem Absorptionsmaximum bei 488nm unideen Emissionsmaximum bei
520nm sowie R-Phycoerythrin (R-PE) mit drei Absampsmaxima bei 480, 546 und 565nm
und einem Emissionsmaximum bei 578nm.

Wahrend der Datenaufnahme wurde ein sogenannteweBehwert (threshold) definiert,
oberhalb dessen ein Signal erst detektiert wirdniDavurden Stérsignale ausgeblendet und
die Messung auf die Signale der zu bestimmenderkBbfokussiert (Kapitel in Anlehnung
an [64]).

2.3.2 Grundlésungen

Zur Herstellung der Phosphat-gepufferten Salin (PB&indiésung wurden 9g NacCl in
1000ml destilliertem Wasser gelost (entsprechendmigol/l NaCl 0,9%) und 0,25g
Hydrogenphosphat-Natrium zugegeben (entsprechdminiol/l Phosphat). Der pH-Wert der
PBS-Grundlésung lag bei 7,5. Fur die Calcium-Gréadhg wurden 1,47g CaQlh 100ml
destilliertem Wasser gelost (entsprechend 0,1n@a(Ch). Die Citrat-Grundlésung bestand
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aus 3,2g Trinatriumcitrat, welches in 100ml destitem Wasser geldst wurde (entsprechend
3,2% Trinatriumcitrat) (nach [64]).

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

CaCl (Calciumchlorid) Merck, Darmstadt, Deutschland
NaHPO, (Dinatriumhydrogenphosphat)  Merck, Darmstadt, Behitand
NaCl (Natriumchlorid) Merck, Darmstadt, Deutschland
NasCsHsO; (Trinatriumcitrat) Merck, Darmstadt, Deutschland
NaOH (Natronlauge) 1mol/l Merck, Darmstadt, Deutschland
HCI (Salzsaure) 1mol/l Merck, Darmstadt, Deutsctilan

2.3.3 Arbeitslésungen

Die Arbeitslésungen wurden vor jeder Messung ansGieindlésungen frisch hergestellt. Die
Calcium-Pufferlosung setzte sich aus PBS und ddci@a-Grundlésung im Verhaltnis
39ml:1ml zusammen, die Citrat-Pufferlosung aus PB# der Citrat-Grundlésung im
Verhaltnis 9ml:1ml. Die Kalibrierung der Arbeitsldsgen auf einen pH-Wert zwischen 7,36
und 7,44 erfolgte mit einem pH-Meter der Firma iabLpH 720, WTW Series, Weilheim,
Deutschland. Vor der Verwendung wurden die Arbé#shgen filtriert, um eine
Verunreinigung zu vermeiden (Minisart, non-pyrogeri,20um, steril, Sartorius, Gottingen,
Deutschland) (nach [64]).

2.3.4 Verfahren

Vor der Konzentrationsbestimmung wurden die Probiee Stunde lang auf Eis aufgetaut
und nach Durchmischung mittels Vortex (Vortex GeRieM, Firma Bender&Hobein AG,
Zirich, Schweiz) 250ul entnommen. Diese wurden b&70g und 20°C 30 Minuten
zentrifugiert (Zentrifuge Mikro 22R, Hettich, Tuig, Deutschland). 225ul MP-freier
Uberstand wurden abpipettiert und verworfen. Dieblebenden 25ul wurden mit 225ul
Citrat-Pufferlosung verdinnt (PBS mit 10,9mmol/Btimumcitrat), erneut mittels Vortex
gemischt und bei 17570g und 20°C 30 Minuten zeargigrt.

Danach wurden 225ul Uberstand entnommen und digleieenden 25ul mit 75ul Citrat-
Pufferlosung vermischt. 5ul dieser MP-reichen Sosja wurden jeweils mit 35ul Calcium-
Pufferlosung (CaGl 2,5mmol/l in PBS) verdinnt. Zur Detektion der MPurde 5pl
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Allophycocyanin (APC)-markiertes Annexin V zugegebsowie 5ul eines spezifischen
Antikdrpers (s.u.) bzw. Kontrollantikdrpers. AnnexV und die spezifischen Antikorper
wurden zuvor bei 17570g und 20°C 5 Minuten zergrdtt und mit Calcium-Pufferldsung
verdunnt.

Die Proben wurden 15 Minuten bei RaumtemperatubDimkeln inkubiert und die Reaktion
dann mit 900ul Calcium-Pufferlosung (bei der AnmexV-Kontrollprobe mit Citrat-
Pufferldsung) gestoppt.

Zur Analyse wurde ein FACScan-Durchflusszytometar dMlarke Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland) unter Verwendung der Qelest Software (Becton Dickinson;
San Jose, CA, USA) genutzt. FSC und SSC wurdeninanelogarithmischen Malistab
gesetzt. MP wurden anhand ihrer Grof3e (< 1um Duesker), Dichte sowie Annexin V-
Bindung identifiziert. Die Annexin V-Messergebnissaurden um die Autofluoreszenz
korrigiert. Die Fluoreszenzen der spezifischen WKdrper wurden mit Hilfe Isotyp-
spezifischer Kontrollantikdrper gleicher Konzenitvatkorrigiert.

Die Proben wurden dber 1 Minute im Durchflusszytteneuntersucht, wobei vor jeder
Messung der Wassereinzug des Gerats (V) in pl/restilmmt und der Messwert um den
aktuellen Wassereinzug korrigiert wurde. Zur Eruwitty der MP-Konzentration wurde die
Zahl der MP (N) im oberen rechten Quadranten (FE1FL2) um Isotypkontrolle und
Autofluoreszenz korrigiert und die Werte wurderfolgende Formel eingefugt: MP/I = N x
[100/5] x [950/V] x [106/250] [70]. (Kapitel in Arhnung an [64])

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien

Reagenzien Hersteller

Annexin-FITC Immuno Quality Products, Groningen, Niederlande
Annexin-PE Immuno Quality Products, Groningen, i@hde

IgG 1-FITC Immunotech, Marseille, Frankreich

lgG 1-PE Immuno Quality Products, Groningen, Niéalede
CD61-PE BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
CD63-PE Immunotech, Marseille, Frankreich

CD142-PE BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg, Deutschland
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Tabelle 4: Antikdrper-Verdinnungen

Antikdrper Antikérper-Menge Puffer-Menge
Annexin-FITC 6l Annexin-FITC 54ul Ca-Puffer
lgG 1-PE 2ul 1IgG-PE 18ul Ca-Puffer
CD61-PE 2ul CD61-PE 18ul Ca-Puffer
CD63-PE 10ul CD63-PE 10ul Ca-Puffer
CD142-PE Unverdinnt

EpCAM-PE Unverdunnt

Annexin-PE 2l Annexin-PE 38ul Ca-Puffer
IgG 1-FITC 2ul lgG-FITC 18ul Ca-Puffer
CD144-FITC 10ul CD144-FITC 10ul Ca-Puffer

2.3.5 Spezifische Antikorper

2.3.5.1 AnnexinV

Annexin V ist ein Protein der Grof3e 36kDa, das faieabhangig negativ geladene
Phospholipide bindet. Es hat eine hohe Affinitdt fies anionische Phosphatidylserin,
wéhrend es nur minimal an Phosphatidylcholin undiigmmyelin bindet. Da Phospholipide
an der Aktivierung der Gerinnungskaskade betesigid, wirkt Annexin V durch seine

Phospholipid-Bindung gerinnungshemmend [111].

MP sind u.a. dadurch gekennzeichnet, dass sie Ratidplserin an der Aul3enseite ihrer
Membran exponieren. Durch seine starke Affinitad Bindung an PS eignet sich FITC- oder
PE-markiertes Annexin V deshalb zum durchflusszgiischen Nachweis von MP.

2.3.5.2 Immunglobulin G1

Immunglobulin G (IgG) ist ein 150KDa-Protein, bdstad aus zwei leichten und zwei
schweren Ketten, die durch Disulfidbriicken mitem@nverbunden sind [112]. Vier IgG-
Subklassen mit homologer Grundstruktur der schw&metten sind bekannt [112]. IgG 1 ist
die grofite Subklasse, gefolgt von 2, 3 und 4 [1Ifk 1 bindet unspezifisch an MP und
eignet sich daher als Isotypen- oder Negativkolgrdlei der durchflusszytometrischen
Messung der MP. Da alle verwendeten Antikorper Ig@&ntikérper sind, wird untersucht,

wie stark das Ausmal} der IgG 1-unspezifischen Bigdst.
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2.3.5.3 Anti-CD61-PE

Anti-CD61-PE ist ein monoklonaler Antikérper, deit iR-Phycoerythrin markiert ist. Er setzt
sich aus den schweren Ketten und den kappa-Leitdtkdes IgG 1 von Mausen zusammen.
Der Antikorper reagiert mit Integrin 33, einem sarembranen Glykoprotein (105kDa), das
auf Thrombozyten, Megakaryozyten, OsteoklastenkEmdbthelzellen exprimiert wird. Er ist
ein selektiver Marker fur Thrombozyten und derenrl&aferzellen. Integrin 3 bildet mit
CD41 einen Komplex, der als Rezeptor fur vWF, tshs Fibrin und Fibronectin fungiert
und eine zentrale Rolle in der Plattchenaktivieruaghésion und —aggregation spielt [113].
In der vorliegenden Studie dient Anti-CD61-PE zwsBmmung der MP-Anzahl, die der

Gesamtzahl ruhender Thrombozyten entstammen.

2.3.5.4 Anti-CD63-PE

Anti-CD63-PE ist ein monoklonaler Antikorper, deitrR-Phycoerythrin markiert ist und
sich aus den schweren Ketten und den kappa-Lettbtkedes IgG 1 von Mausen
zusammensetzt.

CD63 ist ein Glykoprotein mit einer GréRe von 53kDad ein Mitglied der Tetraspanin-
Familie. Es wird v.a. auf der Oberflache und imapyasma verschiedener hamatopoetischer
und nicht-hamatopoetischer Zellen (Endothelzelldfbroblasten, Osteoklasten, etc.)
exprimiert. Die Exposition von CD63 auf der Obetfi@ von Zellen erfolgt in der Regel
durch die Aktivierung der Zelle. Im Zytoplasma is$ in Endosomen, Lysosomen und
sekretorischen Vesikeln vorhanden. CD63 interagmitt Integrinen und ist in der Lage
Phagozytose und Zellmigration auszulésen. Zudenm ki@ Expression von CD63 genutzt
werden, um Aussagen Uber die Prognose von Karzinamielhen Stadien zu machen [114].
In der vorliegenden Studie dient Anti-CD63-PE z@sBmmung der MP, die von aktivierten

Thrombozyten stammen.

2.3.5.5 Anti-CD142-PE
Anti-CD142-PE ist ein monoklonaler Antikorper, dait R-Phycoerythrin markiert ist und

sich aus den schweren Ketten und den kappa-Leiginketles 1gG1 von Mausen
zusammensetzt.

Anti-CD142 reagiert mit einem Einzelketten-Typ-lafismembranprotein (45-47kDa), das
auch als Tissue Factor (TF) bekannt ist. TF ist ld@rator des extrinsischen Wegs der

Blutgerinnung, der, im Gegensatz zum intrinsiscidéeg, tatsachlich in vivo vorkommt. Er
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ist der Rezeptor fur F.VII/F.Vlla; ihr Komplex akiert sowohl F.X, als auch F.IX, um die
Blutgerinnung zu initileren [115]. Im Gegensatz Ziall-gebundenen Form von TF z.B. auf
Zellen der GefaRwand, glatten Muskelzellen undzZyen, sind TEMP eine Quelle fiir TF
innerhalb des Blutflusses. Abgesehen von seinemligétion im und um das Blut, zeigen
auch verschiedene Gewebe eine unterschiedlich atesgepragte TF-Expression. Mit Hilfe
immunhistochemischer Methoden konnte festgestaditden, dass auch Tumore, v.a. solche
epithelialen Ursprungs, z.T. hohe TF-Level exprimne[99].

In der vorliegenden Studie dient Anti-CD142-PE Retektion TF-MP.

2.3.5.6 Anti-EpCAM-PE

Anti-EpCAM ist ein monoklonaler Antikorper, der ni-Phycoerythrin markiert ist und sich
aus den schweren Ketten und den lambda-LeichtkddengG onMausen zusammensetzt.
Er ist gegen das menschliche epitheliale zelluladhasionsmolekil (EpCAM, 40kDa)
gerichtet. EpCAM hat neben seiner Funktion als atiiiisionsmolekuil eine wichtige Rolle
bei der Bildung, Entwicklung, Aufrechterhaltung, fReatur und Funktion von
Epithelgeweben [116]. Hierfur ist es an der Reguhg von Prozessen wie Zellmigration,
Zellzyklus und Zellsignalisierung beteiligt [116jn Gegensatz zu den tbrigen CAMSs, die ein
breites Expressionsmuster aufweisen, wird EpCAM rauf normalen Epithelzellen
exprimiert [116]. Zudem wurde schon frih die EpCAMerexpression auf epithelialen
Karzinomen beschrieben. Die erhdhten EpCAM-Konatiainen stéren hier die
regulatorische Balance und erleichtern die abnormelulare Proliferation und
Differenzierung, die fir Karzinome typisch ist [J18udem wird vermutet, das EpCAM an
der Metastasierung maligner Tumoren beteiligt 167, 118]. Zu den Karzinomen, die eine
EpCAM-Uberexpression aufweisen, zahlt u.a. das i@karzinom [119]. Hier konnte
festgestellt werden, dass die EpCAM-Uberexpressiuh einem reduzierten Uberleben
einhergeht [120].

Anwendungsgebiete von Anti-EpCAM sind z.B. die D&t zirkulierender Tumorzellen
wahrend des Vorgangs der Metastasierung und dagréeteen mikrometastatischer Zellen
auf adjuvante Therapien [121]. In der vorliegen&undie dient Anti-EpCAM zur Detektion
derjenigen MP, die epithelialen Ursprungs sind badie von Ovarialkarzinomzellen

freigesetzt werden (sog. Tumor-MP oder TMP).
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2.3.5.7 Anti-CD144-FITC

Anti-CD144-FITC ist ein monoklonaler Antikorper, rdemit Fluoreszein-Isothiocyanat
markiert ist und sich aus den schweren Ketten soleie kappa-Leichtketten des IgG 1 von
Mausen zusammensetzt.

CD144 reagiert mit einem Calcium-unabhangigen pisuf dem Cadherin-5, einem
Mitglied der Cadherin-Familie. Cadherine (Calciurdharing) sind Calcium-abhangige
transmembranéare Glykoproteine aus der Familie d#ra8ionsproteine. Sie kommen u.a. in
Desmosomen vor und bewirken Zellkontakte in veessinen Geweben. Cadherin-5 wird in
vivo und in vitro auf Endothel-Zellen exprimiert.ddlicherweise spielt es eine Rolle bei der
Organisation lateraler endothelialer Zellverbindemg und bei der Kontrolle von
Permeabilitatsfahigkeiten des vaskularen Endofie3].

In der vorliegenden Studie dient Anti-CD144 zur &ion endothelialer MP (EMP), die von
Endothelzellen bei deren Aktivierung und Apoptoseigesetzt werden [123, 124]. Sie
spiegeln also eine Endothelaktivierung oder einedoihelzellschaden [125] wider, wie z.B.
bei Patienten mit Atherosklerose und v.a. PatieménPlaque-Instabilitat [126, 127]. Da
Zytokine, proinflammatorische und prothrombotis@tenuli sowie oxidative Substanzen in
vitro zur Freisetzung von EMP fuhren kénnen [12jielen sie eine grof3e Rolle im Rahmen

von Entzindungen, GefalRverletzungen, Angiogenedd hrombosen [125].

2.4 Gerinnungsaktivitat

Zur Beurteilung der Gerinnungsaktivitdt wurden d@-Dimer-Konzentrationen im
Studienkollektiv bestimmt. D-Dimere sind Fibrin-8paodukte, die im Rahmen der
Fibrinolyse entstehen. lhre Bestimmung im vendsetta®lut bei vermuteter vendser
Thrombose oder Thromboembolie hat einen hohen weggaidiktiven Wert [129] und findet
seit ca. 23 Jahren Verwendung im klinischen Alltag.

Fur diese Messung wurde das tiefgefrorene Plasmangezogen, das auch fir die MP-
Messungen verwendet wurde. Nach dem Auftauen wuldeRroben mit Hilfe des BCS XP
Systems von Siemens Healthcare Diagnostics (Ddatsth unter Verwendung des
INNOVANCE-D-Dimer-Sets analysiert. Es handelt sigarbei um einen voll-automatischen
partikelverstarkten, immunoturbidimetrischen Tdat die quantitative Bestimmung von D-

Dimer im Plasma. Werte > 0,55mg/l werden als erladigesehen.
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Die D-Dimer-Konzentration wurde bei allen 16 Padtilemen mit malignen, allen 6
Patientinnen mit semimalignen, bei 41 Patientinn@h benignen Ovarialtumoren und 12
gesunden Kontrollen bestimmt. Innerhalb der Gruppg malignen Tumoren wurde
zusatzlich noch bei 9 Patientinnen die D-Dimer-Kamtzation am 4.-6. postoperativen Tag

bestimmt.

2.5 Statistik

Parametrisch verteilte Daten werden im FolgendenMittelwert + Standardabweichung
(SD) sowie Minimum - Maximum, alle anderen Dates Mledian, Minimum - Maximum und
Interquartilsabstand (Q1 - Q3) dargestellt.
Die Analyse der nicht-normalverteilten Variablenfolgte mittels Kruskal-Wallace-Test
(nicht-parametrischer Test fir > 2 Stichproben) nkaVvhitney-U-Test (nicht-parametrischer
Test fur 2 unverbundene Stichproben) und WilcoxestT(nicht-parametrischer Test fir 2
verbundene Stichproben). Die Analyse der normadilegh Variablen erfolgte mittels T-Test
fir unverbundene Variablen.
Zur Analyse der Unabhéangigkeit zweier Alternativkmale wurde der Chi2-
Unabh&ngigkeitstest angewandt.
Zum Vergleich der Sensitivitaten und Spezifitdtesr ¥P-Subpopulationen mit denen der
konventionellen Tumormarker fur das Ovarialkarzin@@#125 und CA72-4) wurde fur jede
MP-Subpopulation eine ROC-Kurve erstellt. Die FkErhunterhalo der ROC-Kurve
ermdglichen einen direkten Vergleich mehrerer Dosgtverfahren.
Um eine Korrelation zwischen der MP-Konzentration wler Gerinnungsaktivitat (D-Dimer-
Konzentration) zu ermitteln, wurde der Korrelatibosffizient nach Spearman (r) bestimmt.
P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikaachtet. Die Daten wurden mit SPSS
fur Windows (Version 16.0 und 21.0, Chicago, llis\dJSA) ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Bei 20 Patientinnen mit semimalignen und malignewvar@ltumoren wurde eine
Stadieneinteilung des Tumors entsprechend der HGSsifikation durchgefihrt. 8
Patientinnen (40%) befanden sich im FIGO-Stadiun2 IPatientinnen (10%) im FIGO-
Stadium I, 7 Patientinnen (35%) im FIGO-Stadiurnuihd 3 Patientinnen (15%) im FIGO-
Stadium IV. Bei 2 Patientinnen mit malignem Befuwmal das FIGO-Stadium unbekannt.

Das Alter der Patientinnen mit malignen Ovarialtuemowar signifikant héher als das Alter
der Patientinnen mit benignen Ovarialtumoren (p ,820) bzw. der Patientinnen mit
semimalignen Ovarialtumoren (p = 0,045). In der Kaoligruppe existierte ein signifikanter
Altersunterschied zu den Patientinnen mit maligBearialtumoren (p = 0,045). Die Ubrigen
Studienkollektive unterschieden sich nicht sigrafikim Alter.

Bezuglich des Body Mass Index (BMI) und der HambgieKonzentration zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede innerhalb Studienkoliekt

Die Thrombozytenkonzentration war in der Gruppe dealignen Ovarialtumoren am
hochsten und unterschied sich signifikant von dérombozytenkonzentration in der
Kontrollgruppe (p = 0,038).

Die Leukozyten waren in der Kontrollgruppe am nigsten, gefolgt von den benignen
Ovarialtumoren, den semimalignen Ovarialtumoren uweh hochsten Werten bei den
malignen Ovarialtumoren. In dieser Gruppe war deukozytenzahl im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhéht (p = 0,001), jetionicht signifikant erhéht im Vergleich
zum Kollektiv der benignen Ovarialtumoren (p = D6

Das CA125 unterschied sich signifikant zwischen deatientinnen mit benignen und
malignen Ovarialtumoren (p < 0,001) sowie zwiscten Patientinnen mit semimalignen und
malignen Ovarialtumoren (p = 0,017). Auch das CA72eigte sich im Kollektiv der
malignen Ovarialtumoren im Vergleich zur Gruppe denignen (p = 0,001) und zur Gruppe
der semimalignen Ovarialtumore (p = 0,040) sigaifikerhoht.

Alle weiteren Parameter (Nikotinkonsum, AnamnespekiHysterektomie und Zyklus)

unterschieden sich nicht signifikant innerhalb 8asdienkollektivs.
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Tabelle 5: Studienkollektiv - Alter, BMI, Hamoglobin, Thrombozyten-, Leukozytehtand
konventionelle Tumormarker in der Studienpopulgtitrestehend aus Patientinnen mit
malignen, semimalignen und benignen Ovarialtumosawie der Kontrollgruppe; Daten
prasentiert als Mittelwert £ StandardabweichungjnfMum — Maximum) und Anzahl der
untersuchten Probandinnen. Bei der Kontrollgruppede keine Tumormarkerbestimmung
durchgefuhrt.

* = signifikanter Unterschied zwischen malignen @aitumoren und Kontrollgruppe
** = signifikanter Unterschied zwischen malignerdumenignen Ovarialtumoren
*** = signifikanter Unterschied zwischen malignenduisemimalignen Ovarialtumoren

Kollektiv Maligne Tumore Semimaligne Tumore Benigne Tumore Kontrollgruppe
Alter 62,1 £ 11,6%/**/*** 50,5 + 10,5*** 50,5 £ 17,4** 56,6 + 8,7*
(33-78) (41 -64) (15 - 84) (38-78)
(n=16) (n=16) (n=31) (n =50)
BMI (kg/m?) 23,9+28 253+%59 24645 24,7 3,7
(19,9 - 29,1) (20,4 - 36,4) (18,8 - 38,6) (19,5 - 39,5)
(n=16) (n=16) (n=30) (n=47)
Hamoglobin (g/dl) 13,1+25 13,7+1,0 13,8+1,1 13,7+0,8
(5-16) (12 -15) (11 - 16) (12 - 15)
(n=16) (n=6) (n=30) (n=27)
Thrombozytenzahl (G/I) 351,4 +150,0* 281,7+47,8 278,2 £69,9 267,3 £ 66,0*
(172 - 721) (213 - 340) (132 - 405) (90 - 436)
(n=16) (n=16) (n=29) (n=49)
Leukozytenzahl (G/1) 8,6 +1,7* 7,82+1,0 75+£22 6,8 +1,9*
(6,7 - 11,6) (6,7 -9,6) (4,2 -13,3) (3,3-11,8)
(n=16) (n=6) (n=30) (n=47)
CA125 (U/ml) 733,3 £ 1066,5%* /*** 70,7 £ 81,7%* 19,5 +13,5*
(9 - 4052) (11 - 186) (6 -57)
(n=16) (n=16) (n=28) (n=0)
CAT72-4 (U/ml) 54,0 £ 123, 1*¥/*** 1,6 + 0,8%* 1,6 +2,0*
(0,7 - 432) (0,6 - 2,6) (0,4-11,1)
(n=16) (n=6) (n=27) (n=0)
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3.2 Mikropartikel

3.2.1 MP-Konzentrationen im Studienkollektiv

Fur die Auswertung der MP-Konzentrationen im Stolalektiv wurden 16 Patientinnen mit
malignen, 6 mit semimalignen, 31 mit benignen Calarmoren und insgesamt 50 gesunde
Kontrollen untersucht.

Die Gesamtzahl der MP (Annexin'\IP) zeigte die hochste Konzentration bei Patigrain
mit malignen Ovarialtumoren, ohne jedoch im Verghemit der Kontrollgruppe sowie den
semimalignen und benignen Ovarialtumoren einessisthe Signifikanz zu erreichen.

Die Plattchen-MP (CD61MP) zeigten von allen gemessenen MP-Subpopulatiodie
hochste Konzentration. Die Unterschiede zwischen &tudiengruppen waren jedoch
statistisch nicht signifikant. Die hdchste Konzatibn der PMP, die von aktivierten
Thrombozyten stammen (CDB®IP) zeigte die Gruppe mit malignen Ovarialtumorerd
die Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen Pdtmneren mit malignen und semimalignen
Ovarialtumoren erwies sich als statistisch sigaifik (p = 0,021), ebenso der Unterschied
zwischen malignen und benignen Ovarialtumoren (R068). Zudem war die Konzentration
an CD63-MP in der Kontrollgruppe signifikant hoher als &mimalignen und benignen
Ovarialtumoren (p < 0,001 und p = 0,008).

Beziiglich der Tumorzell-spezifischnen MP (EpCAMP) zeigten sich die hochsten
Konzentrationen innerhalb der Kontrollgruppe. Siigant niedriger als in der Kontrollgruppe
waren die EpCANFMP in der Gruppe mit malignen Ovarialtumoren (p0;005), mit
semimalignen (p < 0,001) und benignen Ovarialtumdgpe< 0,001).

Bei den endothelialen MP (CD14MP) zeigten sich die héchsten Konzentrationenen d
Kontrollgruppe, die niedrigsten in der Gruppe demsnalignen Ovarialtumoren. Eine
vergleichbare Konzentration fand sich zwischen dgr@em und malignen Ovarialtumoren.
Fasst man die beiden Kollektive ,semimaligne undigna“ zusammen, so fand sich ein
signifikanter Unterschied in der Konzentration &\MP im Vergleich zur Kontrollgruppe (p
= 0,045). Die Konzentration der EMP in der Grupme semimalignen Ovarialtumore war
statistisch signifikant niedriger als in der Kodligcuppe (p = 0,002) und als in der Gruppe
der benignen Ovarialtumore (p = 0,025). Auch dertesthied zwischen benignen
Ovarialtumoren und Kontrollgruppe erwies sich adistisch signifikant (p = 0,049).

32



Die Unterschiede TissueFactaviP (CD142-MP) innerhalb des Studienkollektivs erwiesen
sich als statistisch nicht signifikant (p > 0,0B)e hochste Konzentration an ‘FMP lieR? sich
in der Kontrollgruppe messen, wahrend maligne, s&tigne und benigne Ovarialtumore

ahnliche Konzentrationen aufwiesen.

Tabelle 6: Konzentration der MP-Subpopulationen (jeveils x1G/) in den
Studiengruppen mit malignen, semimalignen und benignen Ovariatiten, sowie in der
Kontrollgruppe; Daten préasentiert als Median, (Miom - Maximum) und
(Interquartilsabstand Q1 - Q3).

* = signifikanter Unterschied zwischen malignen @aidumoren und Kontrollgruppe

** = signifikanter Unterschied zwischen malignerdumenignen Ovarialtumoren

*** = gignifikanter Unterschied zwischen malignand semimalignen Ovarialtumoren

**x% = signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgppe und semimalignen Ovarialtumoren
*ekk = gignifikanter Unterschied zwischen Kontr@tuppe und benignen Ovarialtumoren
*eekkk = signifikanter Unterschied zwischen benigneund semimalignen Ovarialtumoren

Kollektiv AnV*-MP CD61"-MP CD63-MP  EpCAM*MP CD14Z-MP  CD144-MP
maligne 5859 4289 2854/ 123+ 215 1528
(n=16) (2744 -26746) (2242 -26006) (64 - 948) (53-311)  (118-281) (671 - 9391)
(4480 - 8760) (3420 -8447)  (142-432)  (90-2239) (196-245) (1208 - 2893)
semi- 4398 3713 123k ek 118wk 199 QOB ik
maligne (2749 - 10438) (2387 -9859) (55 - 190) (50-170)  (139-685) 8715 - 1818)
(n = 6) (2998 - 6672) (2543 -6356) (58 - 177) (72-160)  (155-365) 8813 - 1443)
benigne 4882 4231 152wk 13 Hkk 226 1579w
(n=31)  (1434-12505) (1216-10188) (40 - 390) (37-212)  (106-523) (440 - 5083)
(3599 - 7371) (2926 -5899) (79 - 212) (53-177)  (168-310) (1212 - 2146)
Kontrolle 5099 4513 269 216 272 1945

(1343 -13207) (995 - 125519) (46 - 791) (145 - 390) (77 - 418) (609 - 4908)
(3074 - 6284) (2673 - 5262) (152 - 421) (196 - 259) (169 - 341) (1434 - 2594)
(n=44) (n=44) (n=44) (n=19) (n=27) (n =50)
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Abbildung 4: Konzentration der CD63-MP (x10%) (y-Achse) in den

Studienpopulationen (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten prasantals Median und
Interquartilsabstand; 12, 52 und 80 stellen Augeifinerhalb der einzelnen Gruppen dar;

(p-Wert < 0,05 = signifikant).
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Abbildung 5: Konzentration der EpCAM*-MP (x10%) (y-Achse) in den
Studienpopulationen (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten prasantals Median und
Interquartilsabstand; 64 stellt einen Ausreil3ererhalb der Kontrollgruppe dar; (p-Wert <
0,05 = signifikant).

34



p = 0,002

10000,007

=0,049 21
P *

p=0,02!

8000,00-

6000,00-

55 o 28

59

CD144+-MP

- 35
4000,00 o

Td 4.0

,00

T T T
Kontrolle benigne Boderline maligne

Studienpopulation

Abbildung 6: Konzentration der CD144-MP (x10%) (y-Achse) in den
Studienpopulationen (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten prasantals Median und
Interquartilsabstand; 21, 28, 35, 54, 55 und 5%esteAusreiller innerhalb der einzelnen
Gruppen dar; (p-Wert < 0,05 = signifikant).

3.2.2 MP-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom Tustadium

Zur Auswertung der MP-Konzentrationen bei den jégen Tumorstadien konnten 20
Patientinnen herangezogen werden, von denen 18&nRatien einen malignen und 5 einen
semimalignen Ovarialtumor aufwiesen.

Eine statistische Signifikanz konnte nur fir dienkentrationen der Plattchen-MP (CD63
MP) im Vergleich der Tumorstadien FIGO | und FIGOriachgewiesen werden (p = 0,041).
Die Konzentrationen der Annexin ™\MP und der CD6XMP stiegen mit zunehmendem
Tumorstadium, jedoch ohne eine statistische Skgpmfz zu erreichen (p = 0,163 und 0,672).
Auch die Uubrigen MP-Subpopulationen zeigten eineii. zdeutlichen Anstieg ihrer
Konzentration im Vergleich zwischen FIGO | und Iohne eine weitere Steigung in den

Zwischenstadien Il und Il aufzuweisen.
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Tabelle 7: Konzentration der MP-Subpopulationen (x0%1) nach FIGO; Daten prasentiert
als Median, (Minimum - Maximum) und (Interquartitstand Q1 - Q3).
* = signifikanter Unterschied der MP-Konzentratiomischen Stadium FIGO | und FIGO IV

AnV*-MP CD61-MP  CD63-MP EpCAM*-MP CD14Z-MP CD144-MP
FIGO | 4540 4187 148* 137 211 1256
(n=8) (2744 -10438) (2387 -9859) (55-785)  (50-298)  (161-6859 (715 -2978)
(3105 - 6952) (2652 - 6505) (96 -185)  (69-167) (194 -235) (974 - 1792)

FIGO I 4581 4249 246 114 188 775
(n=2) (3744-5417) (3310-5189) (59-433)  (89-139)  (118-258) (671 - 878)
FIGO Il 4873 4399 233 101 208 1588

(N=7) (4391 -26746) (2916 - 26006) (64 -546)  (59-311)  (150-278) (748 - 9391)
(4550 -11139) (3751 - 10361) (143-319) (90-236)  (192-246) (1440 - 2638)

FIGO IV 9295 9028 291* 186 280 3190
(n=3) (6138 -19064) (2242 -18008) (279-948) (80-256)  (195-281) (1247 - 3431)

p=0,041
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Abbildung 7: Konzentration der CD63"-MP (x10%1) (y-Achse) nach FIGO (x-Achse),
dargestellt als Boxplot; Daten prasentiert als Medund Interquartilsabstand; 13 und 14
stellen Ausreil3er innerhalb der Stadien FIGO | Uhdar; (p-Wert < 0,05 = signifikant).
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Verglich man die Konzentration der MP in den Tuntealgen mit der Kontrollgruppe, zeigte
sich ein signifikanter Unterschied fiir die EpCAMP sowie fir die CD144MP mit einer
héheren Konzentration in der Kontrollgruppe. DieCBM*-MP waren sowohl im FIGO-
Stadium | (p = 0,005), als auch im Stadium Il (p0;810) deutlich niedriger als in der
Kontrollgruppe. Gleiches galt fur die CDT4MIP (p = 0,037 und p = 0,009). Zudem zeigten

sich die AnnexinV-MP im FIGO-Stadium IV deutlich hoher als in derr€wllgruppe (p =
0,029).

p = 0,029
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Abbildung 8: Konzentration der AnnexinV*-MP  (x10%l) (y-Achse) in der
Kontrollgruppe sowie nach FIGO (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten prasshtals
Median und Interquartilsabstand; 21, 61, 64 undté8en Ausreil3er innerhalb dem Stadium
FIGO Il und der Kontrollgruppe dar; (p-Wert < 0,85ignifikant).
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Abbildung 9: Konzentration der EpCAM *-MP (x10%1) (y-Achse) in der Kontrollgruppe
sowie nach FIGO (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten prasshtals Median und
Interquartilsabstand; 13 und 64 stellen Ausrei®@eihalb des Stadiums FIGO | und der
Kontrollgruppe dar; (p-Wert < 0,05 = signifikant).
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Abbildung 10: Konzentration der CD144'-MP (x10%1) (y-Achse) in der Kontrollgruppe
sowie nach FIGO (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten prasshtals Median und
Interquartilsabstand; 13, 21, 54, 55 und 59 steaareiler innerhalb des Stadiums FIGO |
und 11l sowie der Kontrollgruppe dar; (p-Wert < 5,8 signifikant).
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Verglich man die MP-Subpopulationen in den FIGOd&a mit denen der Gruppe der
benignen Ovarialtumore, so zeigten sich signifikathere Konzentrationen an CDa@P
im FIGO-Stadium IV als in der Gruppe der benignevaialtumore (p = 0,004). Zudem
waren die CD144MP im FIGO-Stadium Il signifikant niedriger als ider Gruppe der

benignen Ovarialtumore (p = 0,015).
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Abbildung 11: Konzentration der CD63"-MP (x10%I) (y-Achse) in der Gruppe der
benignen Ovarialtumore und nach FIGO (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten
prasentiert als Median und Interquartilsabstand;143und 52 stellen Ausreil3er innerhalb der
Stadien FIGO | und Ill sowie der Gruppe der benmy@warialtumore dar; (p-Wert < 0,05 =
signifikant).
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Abbildung 12: Konzentration der CD144-MP (x10%1) (y-Achse) in der Gruppe der
benignen Ovarialtumore und nach FIGO (x-Achse), dargestellt als Boxplot; Daten
prasentiert als Median und Interquartilsabstang213 28 und 35 stellen Ausreil3er innerhalb
der Stadien FIGO | und IIl sowie der Gruppe derigmean Ovarialtumore dar; (p-Wert < 0,05
= signifikant).

3.2.3 MP-Konzentrationen pra- und postoperativ

Bei 9 Patientinnen mit malignem Ovarialtumor wurale 4.-6. postoperativen Tag eine
zweite Blutprobe fur die MP-Bestimmung entnommen.dra- vs. postoperativen Vergleich
der MP-Subpopulationen zeigte sich ein signifikartdaterschied in der Konzentration der
TF'- (CD14Z-)MP (p = 0,008).

Tabelle 8: Konzentration der MP-Subpopulationen (x0%1) im pré- und postoperativen
Vergleich; Daten prasentiert als Median, (Minimum — MaximumyuInterquartilsabstand
Q1 - Q3) im Kollektiv der malignen Ovarialtumoren.

* kennzeichnet signifikante Unterschiede.

AnV*-MP CD61-MP  CD63-MP  EpCAM*-MP CD14Z-MP  CD144-MP
soerativ 5859 4289 285 123 215* 1528
P A P lo) (2744-26746) (2242-26006) (64-948)  (53-311)  (118-281)  (671-9392)
= (4480 — 8760) (3420 —8447) (142 -432)  (90-223)  (196—245) (1208 — 2893)
ostoperativ 6073 5263 270 151 305* 1724
P A P o) | (2091-13325) (1823-11116) (79-1197)  (42-195)  (214-353) (1145-6111)

(3781 -10568) (3300 -9719) (164 —480) (127 -180) (258 -336) (1464 —3080)
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Abbildung 13: Konzentration der CD14Z-MP (x10%l) (y-Achse) im pra- und
postoperativen Vergleich (x-Achse) als Boxplot; Daten prasentiert als Madiand
Interquartilsabstand; 2 und 17: Patientinnen mit1&€®-MP-Konzentration unterhalb des
Interquartilsabstandes; (p-Wert < 0,05 = signififan

3.2.4 Sensitivitats- und Spezifitatsunterschimad€A125 und CA72-4

Im Vergleich der ROC-Kurven zeigt CA125, gefolgt nvaCA72-4 bezogen auf die
Zustandsvariable ,Malignitat® die hochste Sensidivi und Spezifitat. Samtliche MP-
Subpopulationen zeigen sich im Vergleich zu dervkationellen Tumormarkern als weniger
sensitiv. Innerhalb der Mikropartikel weisen die @D MP die hochste Sensitivitat und
Spezifitat auf, gefolgt von den Annexii™P und den CD61:MP.

Verarbeitete Falle: positiv (n = 16), negativ (83), fehlend (n = 58).

Tabelle 9: Flachen unter der ROC-Kurve (Area under the curve [AUC]) bezogen auf die
Zustandsvariable ,Malignitat”

AnvV*-  CD61*- CD63- EpCAM'- CD142- CD144-
MP MP MP MP MP MP CAl125 CA72-4

AUC 0,657 0,623 0,752 0,600 0,489 0,604 0,919 0,808
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Abbildung 14: ROC-Kurven fur alle MP-Subpopulationen und die Tumormarker
CA125 und CD72-4flr die Zustandsvariable ,Malignitat‘. Die Bezugsé stellt das zu
erwartende Ergebnis eines Zufallsprozesses (Fldctez der Kurve von 0,5) dar. (Sensitivitat
= richtig positive Ergebnisse [y-Achse]; 1-Spedifit falsch positive Ergebnisse [x-Achse]).

3.2.5 Assoziation zwischen MP und D-Dimeren

3.2.5.1 D-Dimere im Studienkollektiv

Es besteht ein signifikanter Unterschied in deri@emgsaktivitat (gemessen als D-Dimer-
Konzentration) bei den einzelnen Studienkollektiypn< 0,001). Der Unterschied der Hohe
der D-Dimere erweist sich als statistisch signifikawischen der Kontrollgruppe und der
Gruppe der malignen Ovarialtumoren (p < 0,001),seiven den benignen und malignen
Ovarialtumoren (p < 0,001) sowie zwischen den satignen und den malignen

Ovarialtumoren (p = 0,001).
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Tabelle 10: Konzentration der D-Dimere (pug/ml) im $udienkollektiv; Daten prasentiert
als Median, (Minimum — Maximum), (Interquartilsadastt Q1 — Q3) und Anzahl der
untersuchten Probandinnen.

* = signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgpgund malignen Ovarialtumoren
** = signifikanter Unterschied zwischen benignerdumalignen Ovarialtumoren
*** = sjgnifikanter Unterschied zwischen semimalenund malignen Ovarialtumoren

Kontrollgruppe benigne Tumore semimaligne Tumore maligne Tumore
praoperativ 0,31* 0,26** 1, 3%[xx[***
(0,2-0,7) (0,2-2,7) (0,2 - 4,5)
(0,27 - 0,52) (0,19 - 0,44) (0,17 - 0,43) (0,73 -2,42)
(n=12) (n=29) (n=16)
postoperativ 4,49
(3,0-4,5)
(2,48 - 2,48) (4,48 - 4,5)
(n=0) (n=0) (n=28)
p < 0,00
507 p < 0,001
p =0,00: T
c 4.0
g 307 *49
X
a 207
[m]
1,04
= = =

T
Kontrollgruppe

T T T
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Abbildung 15: Praoperative D-Dimer-Konzentration (pg/ml) (y-Achse)

Studienpopulationen (x-Achse) als Boxplot;
Interquartilsabstand; 49 stellt einen Ausreil3er erhalb der

Ovarialtumoren dar; (p-Wert < 0,05 = signifikant).
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3.2.5.2 D-Dimere in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Die Konzentration der D-Dimere unterscheidet sicithin signifikant zwischen den

Tumorstadien FIGO I-IV sowohl im pra- als auch insfpperativen Vergleich (p > 0,05).

Tabelle 11: Konzentration der D-Dimere (ug/ml) nachFIGO-Stadium; Daten prasentiert
als Median, (Minimum — Maximum), (Interquartilsadastt Q1 — Q3) und Anzahl der
untersuchten Probandinnen.

FIGO | FIGO Il FIGO 1l FIGO IV
préaoperativ 0,64 0,25 1,32 1,76
(0,2 - 4,5) (0,2 -0,3) (0,6 - 4,2) (0,8 - 4,5)
(0,17 - 1,66) (0,18 - 0,25) (0,61 - 2,57) (0,75 - 1,76)
(n=28) (n=2) (n=7) (n=3)
postoperativ 4,48 4,5 2,96
(2,5-4,5) (4,5-4,5) (3,0-3,0)
(2,48 - 4,48) (4,48 - 4,5) (2,96 - 2,96)
(n=3) (n=0) (n=5) (n=1)

3.2.5.3 D-Dimere in Vergleich zwischen pra- undtpperativ
In der Gruppe der malignen Ovarialtumoren untersighesich die Hohe der D-Dimere
statistisch signifikant im Vergleich zwischen praagiv und postoperativ (p = 0,018) mit

hoéheren Konzentrationen postoperativ.

Tabelle 12: Konzentration der D-Dimere (pug/ml) in Aahangigkeit vom OP-Zustand
Daten prasentiert als Median, (Minimum — Maximuriijiterquartilsabstand Q1 — Q3) und
Anzahl der untersuchten Probandinnen.

OP-Zustand praoperativ postoperativ
D-Dimere (png/ml) 13 4,49
(0,2 - 4,5) (3,0-4,5)
(0,73 -2,42) (4,48 - 4,5)
(n=16) (n=8)
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3.2.5.4 Korrelation der MP-Subpopulationen mit deDimer-Konzentration bei den

malignen Ovarialtumoren

In der Gruppe der malignen Ovarialtumore bestefbperativ eine Korrelation zwischen der
Konzentration an Annexin YMP (r = 0,299, p = 0,024), CD63P (r = 0,421, p =

0,001), CD144MP (r = 0,281, p = 0,026) und der Gerinnungsatiivigemessen als D-
Dimer-Konzentration).

Postoperativ kann keine Korrelation zwischen MPyulationen und D-Dimer-

Konzentration nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

In der vorliegenden prospektiven Fall-Kontroll-Seidwurden zirkulierende MP bei
Patientinnen mit benignen und malignen Ovarialtanorsowie bei einer gesunden
Kontrollgruppe analysiert. Zudem wurde erforschtyieweit MP als Tumormarker bzw. als
Marker fur eine vermehrte Gerinnungsaktivitat diene

Die Konzentration der CD6aVIP zeigte sich in der Gruppe der malignen Ovariatire
signifikant héher als in den beiden anderen Grupgedem fand sich eine héhere Gesamt-
MP-Konzentration bei Ovarialkarzinompatientinnen inVergleich zu benignen
Ovarialtumoren bzw. der Kontrollgruppe. Schlissatan die Gruppe der malignen
Ovarialtumoren nach Tumorstadium auf, so lassem signifikant hhere Annexin YMP

(AnV*-MP) im Tumorstadium FIGO IV im Vergleich zur Kootigruppe feststellen.

Diese Ergebnisse stiitzen die bisherige Datenlaags, BIP in Prozesse wie Angiogenese [76,
60, 87, 130, 78] und Metastasierung [77, 131, 133, 134] von Tumoren involviert sind. In
der Literatur gibt es beziiglich der AWMP bisher widerspriichliche Aussagen. Zahra et al.
zeigten 2011 [135], dass sich die Anzahl AAMP bei gynakologischen Tumoren nicht
signifikant von einer Kontrollgruppe unterschiedné&grol3e Studie von Thaler et al. konnte
2011 [136] bei Krebspatienten jedoch signifikartiédite AnV-MP im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe feststellen. Insgesamt ®miid dieser Studie 728 Krebspatienten
unterschiedlicher Tumorentitaten (u.a. Mammakamieo  Brochialkarzinome,
Magenkarzinome, Kolorektale Karzinome, Lymphome)ettgeschlossen. Mdglicherweise
liegen die kontroversen Ergebnisse darin begrind@ss nicht bei allen Tumorentitdten
erhohte Gesamt-MP-Konzentrationen vorliegen. Beddre Studien wurden verschiedene
Tumorerkrankungen untersucht und es erfolgte ké&inlkeussierung auf eine Tumorentitat.
AulRerdem wurde bei beiden Studien das Tumorstadicht bertcksichtigt, das, wie unsere
Daten zeigen, von entscheidender Bedeutung fiEdgebnis sein kann. In Ubereinstimmung
mit unseren Daten konnten Liebhardt et al. 2010 Mammakarzinompatientinnen mit
Lymphknotenmetastasen signifikant héhere Konzeotrah an AnV-, CD66-, BCRP1-
und Hsp27- MP feststellen als bei einer gesunden Kontropgeu[137].

Thrombozytare MP (PMP) wie CD61und CD63-MP, stellen die Hauptpopulation der MP
im Plasma dar [83] und sind mit einer GréRe von2@M@Apum kleiner als andere MP-
Subpopulationen [138]. In unserer Studie zeigtem @D63-MP in der Karzinom-Gruppe
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signifikant héhere Werte als in der Gruppe mit dsemimalignen und benignen
Ovarialtumoren, wahrend sich fir die CD8@IP keine Konzentrationsunterschiede zwischen
den Studienkollektiven feststellen lie3en. Betrathhan die Werte in Abhangigkeit vom
Tumorstadium, so stellt man einen stetigen Ansli@gCD61-MP zwischen Stadium FIGO |
und IV fest. Hier konnte allerdings keine statistis Signifikanz erreicht werden. Dies gelang
nur fur CD63-MP im Stadium IV im Vergleich zum Stadium |. Madrite also postulieren,
dass CD63MP in den Prozess der Fernmetastasierung involg@d, was bereits fir
Thrombozyten gezeigt werden konnte [139, 140] uaskdie als Marker fur fortgeschrittene
Tumorstadien eingesetzt werden kénnten. Tatsachialde bereits in diversen Studien
gezeigt, dass PMP in Prozesse wie Tumorprogressamgiogenese und —metastasierung
involviert sind [75, 76, 77, 78]. Kim et al. fande2002 erhOhte Konzentrationen an
zirkulierenden CD4XPMP, VEGF, IL-6 und RANTES bei Patienten mit Mak@zinom
und stellten einen maoglichen Einsatz von PMP fig Bietektion bereits metastasierter
Karzinompatienten in Aussicht [141].

Die signifikante Erhohung der CD681P als Indikator fur eine Thrombozytenaktivierung
[142] bei den Ovarialkarzinompatientinnen legt eMdivierung der Hamostase nahe, wie
durch die Auswertung der D-Dimere mit signifikamh@&ten Werten in der Gruppe der
malignen Ovarialtumoren bekraftigt werden konnteid@m zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen der Konzentration CD@3P und der D-Dimer-Konzentration.
Eventuell ist eine erhohte Konzentration CD88 bei Ovarialkarzinompatientinnen ein
Faktor, welcher zum erhdhten Risiko fir das Auéine¢iner VTE beitragt.

Thrombozytare MP sind potente Initiatoren des pktsohen Gerinnungssystems [143]. Sie
haben 50-100mal héhere gerinnungsférdernde Fahegkels die identische Oberflache
aktivierter Thrombozyten [143]. Sie tragen neben&8h F.V/Va, GP lib/llla, GP Ib/IX,
Membranrezeptoren fur Gerinnungsfaktoren und skpmte Mengen an vWF an ihrer
Oberflache, die alle zusammen vermutlich zu denhpombotischen Féhigkeiten von PMP
beitragen [144, 69, 145]. Zudem konnte festgestaditden, dass das Thrombusgewicht mit
der PMP-Konzentration korreliert [146]. Ahnlich zunserem Studienergebnis konnten bei
Patientinnen mit Mamma-Karzinom im Vergleich zuegirGruppe mit benignen Mamma-
Tumoren erhohte Konzentrationen an MP gemessen ewerd die
Thrombozytenaktivierungsmarker trugen [147]. Aucir@ et al. [148] zeigten eine erh6hte
Rate an aktivierten Thrombozyten bei Patientenfonigeschrittenen Karzinomen und stitzen
die hier vorliegenden Ergebnisse. Insgesamt wuadeh in unserer Studie in der Gruppe der

malignen Ovarialtumoren die hdchsten Thrombozytemkaotrationen festgestellt. Diese
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unterschieden sich signifikant von denen der Kdlgineppe, aber nicht signifikant von den
Patientinnen mit den semimalignen und benignen i@wamoren. Thrombozyten sind in der
Lage, zur Metastasierung und zum Wachstum von Tembeizutragen [139, 140], weshalb
eine Erhéhung im Blut der Betroffenen nicht verwertidh ist.

Gegenstand derzeitiger Diskussionen ist der zeduldrsprung von ,thrombozytaren MP*
[149, 150, 151]. Es wird vermutet, dass CD&IP von Megakaryozyten freigesetzt werden
[149, 151], wahrend bekraftigt wurde, dass CDBBP von aktivierten Thrombozyten
stammen. Da Thrombozyten im Gegensatz zu Megakgsmwzine Rolle beim Wachstum
eines Tumors sowie bei der Metastasierung spidldf,[140], kénnte man postulieren, dass
Ahnliches fir ihre jeweiligen MP gilt. Wenn also 6D-MP in Wabhrheit von
Megakaryozyten stammen und CD@3P thrombozytaren Ursprungs sind, wére es nicht
abwegig, dass lediglich die CDBBIP im Rahmen einer Krebserkrankung — in unserelin Fa
dem Ovarialkarzinom — erhoht sind.

Ein Vergleich unserer Ergebnisse mit denen and8tedien wird erschwert durch die
uneinheitliche Definition thrombozytarer Mikropdei durch ihre Oberflachenantigene.
Haufig verwendete Marker sind CD41, CD42, CD61, 2Pand CD63. Bisherige Studien,
bei denen erhdhte PMP-Konzentrationen mit maligighrankungen assoziiert waren,
verwendeten oft CD41 und CD42 als thrombozytarekiglaj152, 78]. Zudem muss erwéhnt
werden, dass es aufgrund der unteren Nachweisgmezéurchflusszytometrie von ca.
500nm und der teils sehr geringen PMP-Grol3e oftMessung von falsch niedrigen PMP-

Konzentrationen kommt.

Tumorzellen setzen — ebenso wie alle anderen eotiseciien Zellen — MP (sog. Tumor-MP
oder TMP) frei. So wurden in unserer Studie EpCANP bestimmt, da Ovarialkarzinome
vielfach epithelialen Ursprungs sind. Es konnterin&eerhohten EpCAMMP bei den
malignen und semimalignen Tumoren festgestellt emrd/ielmehr zeigten sich signifikant
hohere Werte bei der Kontrollgruppe im Vergleich den tbrigen Kollektiven und auch
(nicht signifikant) hohere Werte bei den benignemmdren als bei den malignen. Im
Vergleich der Kontrollgruppe mit den Karzinompatianen waren die EpCARMMP jedoch
nur in den frihen Tumorstadien (FIGO | und II) sidgant niedriger, nicht jedoch in den
Stadien FIGO Il und IV. Hier war der Unterschiegdht signifikant.

TMP haben phanotypische Eigenschaften der entsdadeffumorzelle und sind mit
Onkoproteinen [86], MRNA [153] und anderen bioaktivStoffen ausgestattet. Mit Hilfe

ihrer Fracht tragen die TMP zur Tumorprogressi@mgiogenese und —metastasierung bei
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[73, 74, 84, 85, 86]. Mdglicherweise entsenden @iarzinomzellen v.a. in den frihen
Tumorstadien EpCAMMP nicht primér in die Zirkulation, sondern in dakale Umgebung.
Erst kirzlich konnten Press et al. 2012 im Aszitesn fortgeschrittenen serdsen
Ovarialkarzinomen eine hohe Anzahl EpCAMP feststellen [154]. Auch in unserer Studie
konnten im Tumorstadium FIGO IV, welches durch Reetastasen gekennzeichnet ist,
deutlich hohere Konzentrationen an EpCAMP gemessen werden als im Stadium FIGO |,
jedoch ohne eine statistische Signifikanz zu enegic Welche Rolle EpCAMMP bei der
Fernmetastasierung maligner Tumoren spielen, sollte@inftigen Studien weiter untersucht

werden.

Um einen moglichen Einfluss von endothelialen MP rbalignen Prozessen, z.B. Tumor-
Angiogenese oder —metastasierung zu untersuchedgvin vorliegenden Studienkollektiv
auch die Konzentration dieser MP-Subpopulation. Bxigebnisse zeigten, dass die EMP in
der Kontrollgruppe signifikant héher waren als er @&sruppe der benignen und der Gruppe
der malignen inklusive semimalignen Ovarialtumones, in den frihen Tumorstadien FIGO
| und Il. In der Gruppe der semimalignen Ovarialtwen lie3en sich die niedrigsten EMP-
Konzentrationen messen mit signifikantem Untersttrer Gruppe der benignen Tumoren.
Die EMP-Konzentrationen in den Gruppen der maligmeth benignen Ovarialtumoren waren
ahnlich. Da zur Detektion der EMP der endotheli@berflachenmarker CD144 (VE-
Cadherin) verwendet wurde, stimmen die vorliegen@liegebnisse mit denen von Ferdeghini
et al. [155] Uberein, die feststellten, dass dig@operativen Plasmalevel des endothelialen
Aktivierungsmarkers E-Selektin ebenfalls keinen ddsthied zwischen Patienten mit
gutartigen und bdsartigen Ovarialtumoren zeigt&®]l

Die hoheren EMP-Konzentrationen bei der Kontroligre im Vergleich zu den Tumor-
Kollektiven lassen sich eventuell dadurch erklardass der Effekt von EMP auf die
Angiogenese dosisabhangig ist, und dass EMP iro ulie Angiogenese in niedrigen
Konzentrationen fordern, wahrend sie sie in hohemzéentrationen hemmen [79]. Der
proangiogenetische Effekt wird hierbei vermutlidhetl Matrixmetalloproteinasen vermittelt
[157].

Gewebefaktor (TF) fungiert neben seiner Rolle aldiator des extrinsischen Wegs der
Blutgerinnung als Regulator von Tumorwachstum, i@genese und —metastasierung [82]. Er
vermittelt die Hochregulierung von EGF (endothelgibwth factor), wodurch TFMP
Endothelzellen zur GefaRbildung stimulieren kénri@s]. TF-MP sind eine Quelle fur TF
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innerhalb des Blutflusses und werden auch als ldogd-borne TF bezeichnet. Die meisten
TF-MP werden vermutlich von Monozyten [107] und imhReen von Krebserkrankungen
von Tumorzellen freigesetzt [107, 81, 158]. In derliegenden Studie unterschieden sich die
Konzentrationen der TFMP nicht signifikant zwischen den Studienkollektiv Innerhalb
der Gruppe der Ovarialkarzinome zeigten sich dehkten Werte im Stadium FIGO IV, ohne
jedoch statistische Signifikanz zu erreichen. 1888onstrierten Dvorak et al., dass Pd
TF-MP von kultivierten Krebszellen freigesetzt werd2&9]. Sie vermuteten, dass diese MP
das Tumorwachstum begunstigen. Diese Hypotheseewurceiner Vielzahl von Studien
bestatigt [81, 160]. Erhohte T#MP wurden inzwischen bei diversen Krebserkrankangee
z.B. dem Kolorektalen Karzinom entdeckt [101, 1024, 161]. Moglicherweise werden aber
TF-MP, die im Rahmen maligner Erkrankungen v.a. vamarzellen freigesetzt werden
[107, 81, 158], wie bereits fur die EpCANVP vermutet, nicht priméar in die Zirkulation
entsandt, sondern in die lokale Umgebung des Tuntaraves et al. fanden 2004 hohere
Konzentrationen an MMP- und uPA-reichen MP im Aszitvon Patientinnen mit spéaten
Stadien von Ovarialkarzinom als bei Patientinnem fniihen Stadien [162]. Es ware also
durchaus denkbar, dass abhangig von der Tumorroasisder Progression eine zunehmende
Anzahl TF-MP in die lokale Tumorumgebung freigesetzt wirds Bind weitere
Untersuchungen notig, um diese Vermutung zu begsift

Zwicker et al. konnten 2009 feststellen, dass inr deélichen Licht-streuenden
Durchflusszytometrie wie sie in unserer Studie \@det wurde, keine erhéhten TP bei
Karzinompatienten gemessen werden konnten, wahtasddurch Nutzung der Impedanz-
basierten Durchflusszytometrie sehr wohl der Fadlr.wSo konnte diese Forschergruppe
erhohte T-MP bei Pankreas-, Mamma-, Kolon- und Ovarialkawmien feststellen [163].
Neben oben genannter Rolle von "IWP fiir Tumorprogression, -angiogenese und -
metastasierung konnte gezeigt werden, dass von feften freigesetzte TRVIP
gerinnungsfordernde Fahigkeiten haben und mit \veamdhromboembolien assoziiert sind
[163, 164, 104, 105, 102, 103]. FMP dienen vermutlich der Aufrechterhaltung der
Gerinnung und dem GroRenwachstum des Thrombus [&%, Hron et al. stellten 2007
zweifach hoéhere Konzentrationen an™IWP bei Patienten mit Kolorektalem Karzinom fest
als bei der Kontrollgruppe und diese AP korrelierten mit der Hohe der D-Dimere [104].
Beides konnte in unserer Studie beim Ovarialkarnimocht bekraftigt werden. Wie bereits
oben diskutiert, kénnte eine mogliche Ursache figr féhlende Erhohung der TMP in
unserer Studie die Wahl der Messmethode und diel \dkegh zu untersuchenden Materials

(Blut vs. Aszites) sein. Zudem konnten - wie bareibn Rank et al. 2012 [156] gemutmal3t,
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die Ergebnisse unserer Studie auf einen SelekBaoms- zurtickgefuhrt werden.
Moglicherweise exprimierten die Ovarialkarzinomeall der in unsere Studie
eingeschlossenen Patientinnen nur eine schwachefelllende TF-Aktivitdt, was von der
Tatsache gestutzt wird, dass keine unserer Patrartieine VTE erlitt [156]. Es gab jedoch
kein Follow-up, um zu klaren, ob kinftig VTEs entkelt wurden. Zwicker et al.
untersuchten in einem 2-Jahres-Follow-up 30 Kretspi@n mit VTE und 60 Krebspatienten
ohne VTE und konnten feststellen, dass die AnwesieriF-MP bei Krebspatienten mit
einem 7fach erhéhten Risiko fur eine kinftige VTHEnherging, im Vergleich zu
Krebspatienten, die keine TP im Blut aufwiesen [105]. Dies legt nahe, dassobte
Konzentrationen an TFMP als pradiktive Marker fiir eine VTE bei Krebspaten dienen
konnten [107]. Da die Anzahl TAMP bei unterschiedlichen Krebsarten variieren egsn
TF'-MP nicht bei allen Krebsarten ein niitzlicher Biokea fiir das Thromboserisiko zu sein
[107].

Der Vergleich der pra- und postoperativen Werte gizein der Gruppe der
Ovarialkarzinompatientinnen fur alle MP-Subpopuaén einen Anstieg am 4.-6. Tag nach
operativem Eingriff. Eine statistische Signifikarkonnte jedoch nur fur die TAMP
festgestellt werden. Berticksichtigt man die Funie¢io von MP, so lassen sich die Ergebnisse
mit der postoperativ erhohten Heilungs- und Genngsaktivitat, einem erhohten
Verletzungsgrad des Endothels und einer gesteigdftgziindungsreaktion erklaren und
nachvollziehen.

Da der postoperative Zustand bekanntlich ein ed®Risiko fuir vendse Thromboembolien
birgt und sowohl TF selbst als auch™ P an der Initiierung und Férderung der Gerinnung
beteiligt sind [167, 168] konnten die erhohten *-MP Zeichen einer gesteigerten
Gerinnungsaktivitat postoperativ sein und moglislese mit einem erhdhten Risiko fur eine
VTE einhergehen. In Ubereinstimmung mit diesen BEnggsen konnten postoperativ
signifikant hohere D-Dimer-Konzentrationen gemesaenden als praoperativ. Dies ist ein
Zeichen fur eine deutlich gesteigerte Gerinnungeisit.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen unserer Studiatiaelben Zwicker et al. 2009 [163], dass
die TF-MP bei Patienten mit Pankreaskarzinom nach ragiikdhnkreatektomie signifikant
abnahmen. Es muss jedoch bedacht werden, dassheBiai einerseits um eine Studie mit
sehr geringer Fallzahl (n = 3) handelt und andeitsslie TF-MP erst zwischen dem 26. und
44. postoperativen Tag, also deutlich spater alsserer Studie, gemessen wurden. In dieser

Zeit kann es bereits zum Abbau der bei uns erhéhtegsenen TRMP gekommen sein.
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lkeda et al. stellten 2003 fest, dass PMP bei Temates oberen Gastrointestinaltrakts
postoperativ erhéht sind und moéglicherweise zuntatischen Komplikationen beitragen
[169]. Obwohl sich diese Ergebnisse mit unserediStdecken, muss erwahnt werden, dass
hier andere antigenetische Marker zur Detektion thevmbozytaren MP, namlich GPIX,
herangezogen wurden, und dass in unserer Studigglodz der PMP keine statistische

Signifikanz erreicht werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom weist eine hohe Mortalitat add, es meist erst in fortgeschrittenen
Stadien symptomatisch wird. Eine gefurchtete undfipé Komplikation stellt die vendse
Thromboembolie dar. In der vorliegenden Studie wumghtersucht, ob zirkulierende
Mikropartikel (MP) — kleine, funktionell aktive Ablnirungen eukaryotischer Zellen - mit
dem Tumorstadium und der Gerinnungsaktivitat imadusienhang stehen und inwiefern MP
als Tumormarker fur das Ovarialkarzinom einsetzad.

In einem Kollektiv bestehend aus malignen, semignain und benignen Ovarialtumoren
sowie einer gesunden Kontrollgruppe wurden die Kaotationen verschiedener MP-
Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie besttm

CD63" thrombozytare MP (PMP) waren bei Karzinompatiemdim signifikant hoher als bei
benignen Ovarialtumoren und stiegen signifikant B&inmetastasierung an. Passend zu den
erhohten Konzentrationen an CDE@P, die eine gesteigerte Thrombozytenaktivitét
widerspiegeln, wurden signifikant erhdhte D-Dimesfigentrationen und somit eine
gesteigerte Gerinnungsaktivitdt bei Karzinompatrer@n im Vergleich zur Kontrollgruppe
festgestellt. Wenn auch insgesamt weniger senal8vdie konventionellen Tumormarker
CA125 und CA72-4 lieRen sich bei fortgeschrittenebereits fernmetastasierten
Ovarialkarzinomen deutlich hohere Gesamt-MP-Konationen feststellen als bei der
Kontrollgruppe. Fir die Tumorzell-spezifischnen MPMP / EpCAM’-MP), zeigten sich
signifikant niedrigere Werte bei den Karzinomenialder Kontrollgruppe, v.a. in den frithen
Tumorstadien. Diese Tatsache weist darauf hin, @&d3 primar in die lokale Umgebung des
Tumors und nicht in die Zirkulation entsandt werderd somit eine Bestimmung im Aszites
in fortgeschrittenen Stadien sinnvoll ware. Auch dndothelialen MP (EMP / CD144P)
waren bei benignen und malignen Tumoren signifikaadriger als bei der Kontrollgruppe.
Dies stutzt die These, dass EMP die Angiogenessatidsingig beeinflussen. Hohe Werte
scheinen die Angiogenese zu hemmen, wahrend nedigrte stimulierend wirken. FUr
TissueFactorMP konnte bei Karzinompatientinnen ein signifikempostoperativer Anstieg
festgestellt werden. Auch die D-Dimere waren postafiv signifikant erhéht.

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass emaédP+Subpopulationen in Abhangigkeit
von der TumorgrofRe und Metastasierung variieren das$ insbesondere die Konzentration
der PMP die Gerinnungsaktivitdit widerspiegelt. DiBissertationsstudie konnte
Ausgangspunkt sein fir weitere prospektive Studigneinem groéf3eren Patientenkollektiv

und zusatzlicher Bestimmung weiterer hAmostaseiclogisMarker.
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7.3 WHO-Klassifikation der Ovarialkarzinome 2003

1 Oberflachenepithel-Stroma-Tumore (90%)
Sertse Tumore

Muzinése Tumore, endozervix-dhnlich und intestindig
Endometrioide Tumore
Ubergangszelltumore
Plattenepithelkarzinome

Gemischte epitheliale Tumore
Undifferenzierte Karzinome

2 Keimstrangstromatumore (6%)
Granulosazelltumore

Thekome

Androblastome / Sertoli-Leydigzell-Tumore
Gynandroblastome

Lipidzelltumore

Andere

3 Keimzelltumore (3%)

Dysgerminom

Endodermaler Sinus-Tumor
Embryonales Karzinom
Polyembryom

Chorionkarzinom

Teratom

Gemischte Keimzelltumore

1.2
1.3
1.4
15
1.6
1.7
1.8

2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4 Andere

modifiziert nach{170]

7.4 Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms nachlGO-Kriterien

ren

FIGO-Stadium | Beschreibung
| Karzinom auf die Ovarien begrenzt
1A Nur ein Ovar befallen, kein Aszites, kein Tumor daf Oberflache, Kapsel intakt
1B Beide Ovarien befallen, kein Aszites, kein Tumor @eif Oberflache, Kapsel intakt
IC Wie Stadium IA oder IB, aber mit Tumor auf der Okimfie eines Ovars / beider Ovarien oder mit
Kapselruptur oder mit positivem Aszites oder pusitiPeritonealspilung
Il Karzinom eines oder beider Ovarien mit Ausdehnumgleinen Becken
IIA Ausdehnung / Metastasen auf Uterus oder Tuben
IIB Ausdehnung auf andere Gewebe im kleinen Becken
1IC Wie Stadium IIA oder IIB, aber mit Tumor auf der @ftiche eines Ovars / beider Ovarien oder nfi
Kapselruptur oder mit positivem Aszites oder pusitiPeritonealspilung
1 Karzinom mit intraperitonealer (auch nur histolegismachweisbarer) Metastasierung auBerhalb d
kleinen Beckens und / oder positiven retroperitogrealder inguinalen Knoten,
Leberkapselmetastasen
IIA | Tumor makroskopisch auf das kleine Becken begrdmz¢ oetroperitoneale Knoten, aber mit
histologisch gesicherter Metastasierung in viseenabder parietalem Peritoneum
1B Karzinom eines oder beider Ovarien mit histologigebicherten intraabdominalen Metastasen, de
GrolRe 2cm nicht Uberschreitet, keine retroperittamenoten
llIC | Abdominale Metastasen >2cm im Durchmesser undr/ reti@peritoneale oder inguinale Knoten
\Y Karzinom eines oder beider Ovarien mit Fernmetastasei Pleuraergiissen nur bei positivem
Tumorzellnachweis, Leberparenchymmetastasen

modifiziert nach [30]
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7.5 Einverstandniserklarung der Probandinnen

Vorlage KUM/OC = fe (00-03-13)

Klinikum der Universitit Miinchen LM u

Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und Ludwig—-

Geburtshilfe — GroBhadern Maximilians—

Komm. Direktor: Prof. Dr. med. Klaus Friese Universitdt___
Miinchen

Dr. Nina Ditsch

Dr. Bettina Toth

Tel. 7095-2843/ 6800
Tel. Zentrale 7095-0

Miinchen, den

Patienteninformation und Einverstdndniserklarung

Sehr geehrte Patientin,

wir mdchten Sie heute Uber eine Studie zur Erforschung von Mikropartikeln- neue Marker in der
Gerinnungsdiagnostik, welche méglicherweise einen Einfluss auf das Wachstum von Krebszellen und

die Méglichkeit der Metastasierung haben- informieren.

Der Titel dieser Studie lautet:
Einfluss von Mikropartikeln auf Wachstum und Metastasierungspotenzial bei Ovarial-Carcinom
Patienten

Neue Forschungsergebnisse aus dem Bereich der Inneren Medizin und der Geburtshilfe legen nahe,
dass Mikropartikel eine wichtige Rolle im Gerinnungssystem spielen. So konnten Forscher ein er-
hohtes Vorkommen von Mikropartikeln sowohl bei Patientinnen mit Angina pectoris (Herzschmerzen
bei drohendem Herzinfarkt) als auch bei Typ 2 Diabetes und akutem Rheuma nachweisen. Dartber-
hinaus fand sich ein erhéhtes Vorkommen von Mikropartikeln bei Krebspatienten.

Bislang gibt es keine publizierten Untersuchungen bei Frauen mit Eierstockkrebs. Ebenso ist unklar,
ob ein vermehrtes Vorkommen von Mikropartikeln mit der Bosartigkeit des Tumors korreliert oder
etwas Uber das Risiko von Metastasen aussagt.

Durch die Teilnahme an dieser Studie helfen Sie mit, diese Parameter zu erforschen und damit

moglicherweise neue Erkenntnisse Uber Eierstockkrebs zu finden.

)
Anschrift: D-81377 Miinchen s MarchioninistraBie 15 o Telefon (0 89) 70 95-0 (Vermittlung)
Verkehrsverbindung: U6, 34, 67, 266, 268 oder 269 bis Haltestelle Klinikum GroBhadern
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Leider kann bisher noch keine klare Therapieempfehlung aus den durchgefiihrten Untersuchungen

abgeleitet werden. Sollte sich dies andern, werden wir Sie allerdings gerne informieren.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften liber den Datenschutz und die drztliche
Schweigepflicht eingehalten. Es werden persdnliche Daten (wie Alter, Anzahl der bisherigen
Schwangerschaften, GroRe, Gewicht) und Befunde (TumorgréRe, Beschaffenheit) iiber Sie
erhoben, gespeichert und nur in verschliisselter Form, d.h. weder lhr Name, noch Ihré Initialen
oder das exakte Geburtsdatum erscheinen im Verschliisselungscode festgehalten. Es kann
Einsicht in die Originaldaten durch autorisierte Personen (Oberarzt Dr. Burges, Chefarzt Prof.
Dr. Friese) genommen werden, vor allem zur Uberwachung der Studiensicherheit.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Im Falle eines Widerrufs der Einwilligung werden die
gespeicherten Daten nicht weiter verwendet.

Der Zugang zu den Originaldaten ist auf folgende Personen beschrinkt: Dr. Ditsch, Dr. Toth,
Dr. Burges, Prof. Friese. Die Unterlagen werden in der Frauenklinik GroBhadern fiir
mindestens zwei Jahre aufbewahrt. In etwaigen Veréffentlichungen der Daten dieser Studie
werden Sie nicht namentlich genannt, so dass die Vertraulichkeit der persdnlichen Daten

gewéahrt wird.

Ablauf der Studie:

Im Rahmen der Blutentnahme werden thnen 5 ml Vollblut entnommen. Diese werden umgehend
weiterverarbeitet und die Anzahl an Mikropartikel bestimmt.

Wenn Sie es wiinschen, werden wir Sie jederzeit tiber die Untersuchungsergebnisse informieren.

Sie erreichen uns unter folgenden Telefonnummern:
Frau Dr. Ditsch und Frau Dr. Toth: Frauenpoliklinik Tel.: 7095-6820 Fax: 7095-6840

Ich erklare hiermit, dass ich von (Name der/des Arztin/Arztes bzw. der

medizinischen Doktorandin) ausfiihrlich Gber die Studie aufgeklart und meine offenen Fragen
beantwortet wurden. Ich erteile meine Zustimmung zur Speicherung meiner Daten unter
Berlcksichtigung des oben ausgefuhrten Datenschutzes.

Mit meiner Unterschrift erklare ich mich bereit, an der Studie teilzunehmen.

Ort, Datum, Unterschrift der Patientin

Ort, Datum, Unterschrift der/s aufklarenden Arztin/Arztes/ bzw. der med. Doktorandin
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