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Zusammenfassung

Einleitung:

Maligne Erkrankungen des Ovars, insbesondere das am héaufigsten vorkommende
epitheliale Ovarialkarzinom sind bislang nicht im Frihstadium der Erkrankung
diagnostizierbar. Zudem kann eine zuverlassige Differenzierung zwischen benignen
und malignen Tumoren vor dem Einsatz operativer Diagnostik nicht durchgefuhrt
werden. Die vorliegende Studie wurde daher mit der Fragestellung konzipiert, Uber
die Bestimmung bekannter und neuer Tumormarker im Serum neue Mdglichkeiten
fur die Etablierung eines oder mehrerer Differenzierungsmarker zu finden.

Im Serum der Patientinnen wurden die Muzin-Marker CA 125, CA 15-3, CA 27.29,
CA 19-9 und PankoMab bestimmt, aul3erdem das Carcinoembryonale Antigen
(CEA), humanes Choriongonadotropin (hCG) und Glycodelin.

Patientinnen, Material und Methoden:

Die Bestimmung der Tumormarkerspiegel erfolgte in 120 Seren von Patientinnen der
1. Frauenklinik mit Verdacht auf Ovarialkarzinom. Die Blutabnahme fand praoperativ
statt, nach Zentrifugation wurden die Seren tiefgefroren gelagert, und mittels
Immunoassay die Marker detektiert (Sandwich-ELISA, kompetitiver EIA).
Ergebnisse:

Anhand der histologischen Befunde wurden n=44 Patientinnen der malignen, n=76
Patientinnen der benignen Gruppe zugeteilt.

CA 125, CA 15-3, CA 27.29, hCG und Glycodelin zeigten in der Differenzierung
zwischen benigne und maligne signifikante Unterschiede im Median. CA 125, CA 15-
3, CA 27.29 und hCG waren bei malignen Tumoren signifikant erhtht, Glycodelin
waren bei benignen Tumoren signifikant héher. PankoMab zeigte knapp signifikant
erhohte Werte bei benignen Tumoren. In der Spearman Korrelation korrelierten
einige der Muzine hochsignifikant miteinander (CA 125, CA 15-3, CA 27.29, CA 19-
9), CA 125 korrelierte signifikant mit CA 15-3, CA 27.29 und hCG, PankoMab konnte
hochsignifikante Korrelationen aufweisen (CA 15-3, CA 27.29, CEA), Glycodelin
korrelierte negativ mit CA 125, und positiv mit CA 27.29 und CA 19-9.

Diskussion:

Innerhalb dieser Studie sollte untersucht werden, ob eine erweiterte Bestimmung von
Tumormarkern bei benignen und malignen Erkrankungen des Ovars zur

Differenzierung beider Erkrankungen dienen kann. Die signifikanten Unterschiede
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des Markers CA 125 und zusatzlich der Marker CA 15-3, CA 27.29 und hCG sind als
neue Option zu Differenzierung bei beiden Erkrankungen dabei positiv zu werten.
Insbesondere konnten auf Grundlage der Korrelationsberechnungen mehrere der
untersuchten Marker, wie auch PankoMab und Glycodelin in
Kombinationsbestimmung eingesetzt werden und somit ein zuséatzliches
Differenzierungspotential bei der Unterscheidung von malignen und benignen

Erkrankungen des Ovars bieten.
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1. Einleitung

1.10Ovarialkarzinom

1.1.1 Atiologie und Epidemiologie

Das Ovarialkarzinom steht in Deutschland mittlerweile an siebter Stelle in der
Rangfolge der Inzidenz (nach Brustkrebs, Darmkrebs, Leuk&dmien und Lymphomen,
Karzinom des Corpus uteri, Magenkrebs und Bronchialkarzinom) und ist somit nach
dem Endometriumkarzinom der zweithaufigste maligne Genitaltumor der Frau (1).
Die Mortalitatsrate des Ovarialkarzinoms ist die hochste aller gynakologischen
Tumoren. Es gehért nach Brustkrebs, Darmkrebs, Bronchialkarzinom,
Magenkarzinom, Leukdmien und Lymphomen und Pankreaskarzinom zu den acht
haufigsten Krebstodesursachen in Deutschland (17). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
(Gesamtiiberleben) betragt 45%, diel0-Jahres-Uberlebensrate (Gesamtiiberleben)
35% (1, 2, 16)

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist bisher noch zum groRten Teil ungeklart. Es
gibt jedoch einige Anhaltspunkte bezuglich Risikofaktoren und der mdglichen
Beeinflussung dieser.

Das Ovarialkarzinom ist ein maligner Tumor des Keimepithels des Ovars. Epitheliale
Tumore des Ovars entstammen der die Ovarien umhullenden Zellschicht. Da diese
Epithelzellen nach der Ovulation fur die Regeneration der Oberflache des Ovars
verantwortlich sind, besitzen sie eine nattrliche hohe Proliferationsrate. So scheinen
in der Pathogenese des Ovarialkarzinoms Verletzungen des Oberflachenepithels
wéhrend der Ovulation eine Rolle zu spielen.

Das damit verbundene Risiko der malignen Entartung steigt mit der zunehmenden
Zahl an Ovulationen an. Hierbei scheint die medikamentése Ovulationshemmung
eine protektive Wirkung zu haben (Tab. 1.1).

Ein weiterer Risikofaktor stellt das Lebensalter dar. Mit zunehmendem Alter steigt
auch die Inzidenz des Ovarialkarzinoms an (Abb. 1.1).

Mehr als 48 Prozent aller Ovarialkarzinome treten bei Frauen ab dem 65. Lebensjahr
auf. Pro Jahr erkranken nach Schatzungen der WHO weltweit knapp 200000 Frauen
an einem Ovarialkarzinom (60). Hierbei zeigen sich jedoch erhebliche Unterschiede
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beziglich der Inzidenz und Mortalitdt zwischen den so genannten ,less developed
countries’ und ,more developed countries’. Im internationalen Vergleich sind die
absolute und altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitdt in den ,less developed
countries’ deutlich héher (60).

. geschatztes relatives Tabelle 1.1: Risikofaktoren
Risikofaktor . ) .
Risiko des Ovarialkarzinoms (nach

hoheres Lebensalter 3 Ozols et al., 1997)*
Wohnort in Nordamerika oder s
Nordeuropa *Die relativen Risiken variieren
hoheres Bildungsniveau und R je nach Studie und
Einkommen ’ Referenzgruppe
weilRe Rasse 15
Anamnese mit Sterilitatstherapie 2-5
frihe Menarche 15
spate Menopause 1,5-2
Status nach Hysterektomie 0,5-0,7
Verwendung oraler Kontrazeptiva 0,3-0,5
Ovarialkarzinom in der -
Verwandtschaft

20+

184

164

144
= 124
g 104
T ﬂ‘

ﬁ.

qu l l

4 | B

o B | | B

15- 0 e e M M B e M 5 80- »>=85

c20 <25 <30 <235 <40 <245 <250 =55 <60 <65 <70 <75 <80 <85
Aftersklassen (Jahre)

Abbildung 1.1: Altersverteilung bei Diagnosestellung maligner Ovarialtumoren
(ab 1988 bis 2002, Region: n = 2308).
aus: Engel J., H.G., Schubert-Fritschle G., Epidemiologie maligner Ovarialtumoren. MANUAL Maligne

Ovarialtumoren. 2004, Munich: Tumorzentum Miinchen
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1.1.2 Histologische Differenzierungsformen

Histologisch werden die malignen Ovarialtumoren in folgende Hauptgruppen
eingeteilt (nach WHO (41)).

=  Oberflachenepithel-Stromatumoren (90%)
zu diesen gehoren die serésen, muzindsen , endometroiden und klarzelligen
Tumoren

= Keimstrangstromatumoren (bis 3%)

=  Keimzelltumoren (1-3%)

= Gonadoblastom (selten)

=  Keimzell-Keimstrangstroma-Tumor (selten)

= Tumoren des Rete ovari

= Mesotheliale Tumoren

= Tumoren unsicherer Histogenese und verschiedene Tumoren

= Gestationale trophoblastische Erkrankungen

=  Weichgewebstumoren, nicht ovarspezifisch

= Maligne Lymphome, Leukdmien und Plasmozytome

= Unklassifizierbare Tumoren

= Metastasen

Etwa 90% aller malignen Ovarialtumoren sind epithelialen Ursprungs. Der
Malignitatsgrad der Ovarialkarzinome ist einerseits vom Subtyp, andererseits vom
Differenzierungsgrad abhéngig.

Mit einer glnstigen Prognose sind die so genannten Borderline- oder LMP-
Tumoren (Grenzfélle der Malignitat; low malignant potential), die hochdifferenzierten
muzindsen und endometroiden Adenokarzinome, die klarzelligen Karzinome,
ferner auch die nicht-epithelialen Keimzell- und Granulosatumoren behaftet.

Ungunstig und mit einer sehr frihen abdominellen Ausbreitung vergesellschaftet

sind undifferenzierte und serdse Karzinome.

10
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1.1.3 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung hangt von dem makroskopischen Operationsbefund und dem
histologischen Befund ab.

1.1.4 Friherkennung und Prognose

Bei 70% der Patientinnen wird aufgrund der meist unauffalligen bis
asymptomatischen Klinik die Diagnose erst in den fortgeschrittenen Stadien FIGO
(Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique) IIl und IV gestellt. Die
Gesamt-5-Jahres-Uberlebensraten sind daher mit 45% sehr niedrig. Dagegen ist die

Prognose der friheren Tumorstadien wesentlich guinstiger.

Eine Fruherkennung ist weder im individuellen Fall noch im Screening-Verfahren mit
den bisherigen diagnostischen Mitteln und mdoglichst gering invasiven Methoden
effektiv moglich. Mit der Einfihrung zuverlassiger Screeningmethoden kénnte eine
Verbesserung der Therapiemoéglichkeiten, der  Therapieergebnisse, der
Gesamtprognose und letztendlich auch eine Abnahme der Inzidenz durch eine
effektive Friherkennung prainvasiver Tumorstadien erreicht werden (69).

Die Anspriche an Screeningmethoden sind hoch: Sowohl eine hohe Sensitivitat als
auch Spezifitdt sind notwendig, ganz besonders wéare in Anbetracht der niedrigen

Pravalenz des Ovarialkarzinoms eine Spezifitat von tber 99% erforderlich.

Von besonderem Interesse ist aul3erdem eine Differenzierungsmoglichkeit zwischen
benignen und malignen Raumforderungen der Adnexe. Bislang wird jede verdachtige
tumordse Masse am Ovar operativ exploriert. Mit einer zuverlassigen
Differenzierungsmoglichkeit konnte der Einsatz operativer Verfahren individuell
angegangen werden und womdglich einigen Patientinnen erspart bleiben.

Fur den Einsatz als Differenzierung- bzw. Screeningverfahren kommen folgende
Verfahren in Frage:

= die Bestimmung von Tumormarkern

= die Transvaginalsonographie

= die Farbdopplersonographie als additives Verfahren

11
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1.2 Tumormarker — Begriffsdefinition

Tumormarker sind Substanzen, die von malignen Tumorzellen direkt gebildet werden
oder Tumorzellen induzieren die Synthese des Markers in Nicht-Tumorzellen. Treten
Tumormarker in erhdhter Konzentration im Blut oder in anderen Korperflussigkeiten
(humorale Tumormarker) bzw. in oder auf Zellen (zellulare Tumormarker) auf,
ermoglichen sie Rickschlisse auf das Vorliegen, den Verlauf und die Prognose
einer Tumorerkrankung.

Strukturell kbnnen Tumormarker onkofetale Antigene, mit monoklonalen Markern
erkennbare Kohlenhydratepitope, Enzyme, Isoenzyme, andere onkogene Produkte

und Rezeptoren sein.

Aufgaben eines Tumormarkers
Ein idealer Tumormarker sollte folgende Aufgaben erfillen konnen:
= Eignung zum Tumorscreening
= gute Organspezifitat
= Aussagen Uber die Tumorprogredienz, Tumorstadium (Markerkonzentration
im Serum korreliert mit der Tumorzellmasse)
= Fruherkennung eines Rezidivs/Metastasierung
= sensitive, standardisierbare und reproduzierbare Bestimmungsmethode
= 100%ige Sensitivitat (keine falsch-negativen Ergebnisse)
= 100%ige Spezifitat (keine falsch-positiven Ergebnisse)

kosteneffektiv

1.3 Verwendete Tumormarker und ihre Einteilung

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Tumormarker lassen sich in zwei
Hauptgruppen einteilen:
- Die membranstandigen Tumormarker, welche in gesheddeter Form im Serum
nachweisbar sind CA125, CA15-3, CA19-9, CA27.29, PankoMab, CEA
- Die frei sezernierten Tumormarker hCG, und Glycodelin

12
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1.3.1 Membranstandige Tumormarker

Muzine
CA125, CA15-3, CA19-9, CA27.29 und TA-MUC-1 (PankoMab) zahlen zu den
Epitopen von membrangebundenen Glykoproteinen der Muzingruppe, welche durch

spezifische monoklonale Antikorper detektiert werden kdnnen.

Es sind verschiedene Gruppen der Muzine bekannt. Physiologischerweise werden
sie von Driusenepithel gebildet. Eine Hochregulierung der Muzinexpression findet

sich haufig bei neoplastischen Vorgangen.

MUC1

MUC1 wird als humanes epitheliales Muzin bezeichnet. Die Tumomarker CA15-3,
TA-MUC-1, CA27.29 und CA19-9 sind Epitope der MUC1-Muzingruppe.

Muzine sind am besten bekannt als Hauptbestandteil von Mucus. Sie sind
hochmolekulare, glykosylierte Glycoproteine (250-500kDa), welche zum einen
zellmembrangebunden auf epithelialen Zellen von Brustdrisen, Speicheldriisen,
Verdauungstrakt, Respirationstrakt, Nieren, Blase, Prostata, Uterus und Rete testis

vorkommen und zum anderen an den genannten Orten sezerniert werden (22).

Die grol3e Vielfalt der Muzinantigene kommt durch die unterschiedliche
Zusammensetzung der Epitope zustande. Hierbei werden Peptidepitope von
Kohlenhydratepitopen unterschieden. Fur die Detektion bestimmter Antigene hat die
Spezifitat dieser Epitope und deren Charakterisierung entscheidende Bedeutung (62,
63).

Das reife Molekuhl ist Uber eine transmembrandse Doméne in der Zelloberflache
verankert. Der grof3te Teil wird jedoch extrazellular exprimiert. Der extrazellulare
Anteil Uberragt in seiner Lange die meisten anderen an der Zelloberflache
exprimierten Makromolekile. Die genaue physiologische Funktion der MUC1-Muzine
wird noch diskutiert, als Marker vieler Karzinome haben sie jedoch grol3e Bedeutung
(62, 63).

Der Zusammenhang zwischen Muzinen und Malignitat ist gut dokumentiert. Neben

erhohter Synthese bzw. Sekretion von Muzinen ist wahrscheinlich eine in malignen

13
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Zellen veranderte Glykosylierung verantwortlich fiur viele immunologische

Unterschiede zwischen malignem und normalem epithelialem Gewebe (11-13).

In malignen Zellen ist die Expression von MUCL1 erh6ht und ihr Vorkommen ist nicht
mehr nur auf die Zelloberflache begrenzt. Von der Zelloberflache losgeléste MUC1-
Proteine gelangen in die Blutzirkulation. Uber die serologische Bestimmung dieser
Molekile Gber monoklonale Antikérper im Immunoassay kann eine Einschatzung der
Tumorlast vorgenommen werden, zudem kdnnen Uber wiederholte Bestimmungen
Verlaufsparameter wie Wiederauftreten der Krankheit, Progression bzw. Ansprechen

auf Therapie beobachtet werden (62, 63) .

MUC16
CA125 ist nach neueren Erkenntnissen ein Epitop der Gruppe der MUC16-
Glykoproteine (80, 81) .

1.3.1.1 Cancer Antigen 125 (CA 125)

CA 125 ist ein hochmolekulares Glykoprotein (MUC16) mit einem Molekulargewicht
von ca 1000 kDa. Das Epitop ist auf dem Protein MUC16 lokalisiert (80, 81) .

CA 125 kommt postnatal hauptséachlich auf epithelialen Zellen von Ovar, Tube und
Endometrium vor. CA 125 wird aber auch in geringen Mengen von Epithelien der
Bronchien oder des Kolons gebildet. Mehrere benigne Erkrankungen koénnen
vermutlich aufgrund einer Stimulation der ser6sen Oberflache mit einer Erh6hung
des CA 125 vergesellschaftet sein (21).

CA 125 wird in der Kklinischen Routine als Verlaufsmarker der Wahl beim
Ovarialkarzinom eingesetzt. Die diagnostische Sensitivitat von CA 125 beim
Ovarialkarzinom betragt in etwa 85% (28, 52, 78), jedoch findet man nur in 50% der
Falle im FIGO Stadium | eine erhohte CA 125 Serumkonzentration (78).

Es liegt eine gute Korrelation zwischen Tumormasse und Hohe sowie Haufigkeit
erhohter Serumwerte vor. Bei Normalwerten nach Operation oder Chemotherapie
kann jedoch nicht auf Tumorfreiheit geschlossen werden (78) , jedoch kann in der
Verlaufsbestimmung ein Ansprechen auf die Therapie festgestellt werden. Eine

14
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weitere Kontrolle des Markers drei Monate nach abgeschlossener Therapie
ermdglicht eine relativ zuverlassige Aussage zu Therapieerfolg oder —Misserfolg
(50).

Eine CA 125-Bestimmung ist nur sinnvoll in Serum-abhangigen Korperfliissigkeiten,
sie ist wenig sinnvoll in Sekreten, da in Sekreten gesunder Frauen (Zervixsekret,

Ovarialflissigkeit) mittlere Werte > 10.000 U/ml gemessen werden.

1.3.1.2 Cancer Antigen 15-3 (CA 15-3)

CA 15-3 ist ein hochmolekulares (300-450 kDa) Kohlehydratepitop, das mit zwei
monoklonalen Antikdrpern, 115D8 (30) und DF3 (46), MUCL1 detektiert. Es wird in
Schleimhautzellen gebildet und findet sich in deren Exkretionsprodukten.
Das Epitop wurde als bestimmte Glykosylierungsform des ,Polymorphen epithelialen
Muzin“ (PEM), synonym mit MUC1-Genproduktion, identifiziert (15, 72, 76) .

CA 15-3 findet man bevorzugt in malignen Tumoren der Mamma und wird in der
Tumornachsorge bei Mammakarzinomen eingesetzt. Beim Mammakarzinom steigt
die Inzidenz erhohter Serumkonzentrationen in Abhangigkeit vom klinischen Stadium
von 20-40% (Stadium 1) auf 60-85% (Stadium 1V).

Allerdings ist es auch bei benignen Brustveranderungen zu finden sowie zu einem
geringen Prozentsatz von ca. 10-20% im normalen Milchgangsepithel (46). Eine
ausreichende Spezifitdt und Sensitivitdt zum Brustkrebs-Screening kann CA 15-3
bislang nicht aufweisen.

Auch bei Malignomen anderer Organe ist das CA15-3 im Serum nachweisbar, so
z.B. bei Ovarialkarzinomen (71% der Patientinnen) (77), Endometriumkarzinomen,
kolorektalen Karzinomen, Bronchialkarzinomen, Melanomen und Lymphomen.
AulRerdem gelingt auch der Nachweis im Normalgewebe der Speichel- und
Schweil3drisen (27) .
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1.3.1.3 Cancer Antigen 27.29 (CA 27.29)

CA27-29 ist ein Muzin-Epitop, dessen Immunoassay dasselbe MUC1-Antigen
detektiert wie CA 15-3, allerdings kompetitiv Uber einen Peptidantikdrper (43). Dieses
Antigen ist ein Glykoprotein (Molekulargewicht 300-450 kDa), das einen
Kohlenhydratanteil von tber 50% besitzt. Die Anzahl der Tandemrepeats und der
Grad der Glykosylierung ist von Person zu Person variabel, so dass die Struktur von
CA27.29 sehr heterogen ist. In malignen Zellen ist CA27.29 auf der gesamten
Zelloberflache Uberexprimiert und die gesteigerten Mengen werden in die Zirkulation
abgesondert. Tumore, die glanduldre Organe befallen, kbnnen hohe CA27.29

Konzentrationen im Serum hervorrufen.

Der monoklonale Antikérper B27.29 bindet spezifisch an Peptidepitope und weist
eine hohe Affinitdt zu MUCL1 aus Urin, Milch, ZR57-Zellen (Mammakarzinom-Zelllinie)
auf (62) .

Bislang konnte dieser Marker erfolgreich in der Nachsorge bei Patientinnen mit
Mamma-Ca eingesetzt werden. Aufgrund groRerer Spezifitat und Sensitivitat
gegenuber dem CA15-3 (24) hat er diesen mittlerweile im klinischen Einsatz nahezu
verdrangt. Fir die Fruherkennung von Brustkrebs sind die Eigenschaften des

Markers jedoch noch nicht ausreichend.

1.3.1.4 Cancer Antigen 19-9 (CA 19-9)

CA19-9 wird auch als sialyliertes Lewis® Blutgruppenantigen bezeichnet. Dieses
Tetrasaccharid (36 kDa) ist ein Kohlenhydratepitop welches auf verschiedenen
Glykoproteinen zu finden ist, unter anderem als Epitop des hochmolekularen
Membranprotein H-CanAg (600-800 kDa), auf dem Apoprotein MUCL1; aul3erdem ist
es als Epitop des Apoproteins Leukosialin des Glykoproteins L-CanAg welches von

Zellen sezerniert wird detektierbar (79) .

CA19-9 ist der Tumormarker der Wahl fur Pankreaskarzinome, hepatobiliare

Karzinome und Magenkarzinome. Als Zweitmarker wird er beim kolorektalen
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Karzinom und beim Ovarialkarzinom zur Diagnostik und zur Verlaufsbestimmung in
der Nachsorge eingesetzt. Zudem sind auch bei zahlreichen benignen Erkrankungen
von Pankreas, Gallenwegen und Leber erhdhte CA19-9 Werte im Serum zu finden.

Zu den weiteren Eigenschaften des Molekils gehort die Erkenntnis, dass das sialyl
Lewis Antigen eine grof3e Bedeutung in der Adh&sion von Karzinomzellen an das
Endothel und der damit assoziierten Bildung von Metastasen hat (79) .

Da das CA 19-9 Epitop Blutgruppeneigenschaften besitzt, kann es bei Personen mit
der Blutgruppenkonstellation Lewis-a/b negativ, welche bei ca. 5% der Bevoélkerung

vorkommt, nicht nachgewiesen werden.

Fur die Studie sollte dieses Antigen sowohl quantitativ gemessen als auch

vergleichend und korrelativ hinzugezogen werden.

1.3.1.5 PankoMab

PankoMab ist ein neuer monoklonaler Antikbrper welcher an das tumorspezifische
Antigen TA-MUC-1 bindet. Im Vergleich zu den anderen MUC1 Antikorper weist
PankoMab die hochste Abhangigkeit vom Glykosylierungsgrad auf und besitzt die
hochste additive Bindungskapazitat. Somit ist eine hohe Spezifitat bezlglich der
Erkennung von Tumor-MUC1-Epitopen gegeben (9) .

PankoMab bindet verstarkt an membrangebundene Antigene, im Gegensatz zu den
Ubrigen beschriebenen MUC1 Antikdrpern weist PankoMab eine verminderte Affinitat
zu zirkulierenden Muzinen auf.

Charakteristisch fir PankoMab ist seine ADCC, die ,Antibody-Dependent Cellular
Cytotoxicity’ (9) .
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1.3.1.6 Carcinoembryonales Antigen (CEA)

CEA ist ein einkettiges Polypeptid aus 641 Aminosauren. Es gehort zur Gruppe der
tumorassoziierten onkofetalen Antigene und fast eine heterogene Familie von
Glykoproteinen mit Molekulargewichten von 175-200 kDa zusammen, die sich im
Kohlenhydratgehalt und ihrer Aminosauresequenz unterscheiden. Die Gene dieser
Zelloberflachenglykoproteine finden sich sowohl in normaler, als auch in erkrankter
Kolonschleimhaut. CEA wird vor allem auf Zellen der Darmmukosa, des exokrinen

Pankreas und der Leber exprimiert.

Uber die biologische Funktion des CEA ist noch wenig bekannt, jedoch wird
angenommen, dass es eine Rolle bei der interzellularen Erkennung, der Regulation
der Immunantwort und Metastasierung kolorektaler Karzinome spielt. Seine
Bezeichnung geht auf die frihere Annahme zurick, dass CEA zunéachst
ausschlie3lich in gastrointestinalen Tumoren und im fetalen Verdauungstrakt
gefunden wurde (25).

Als Tumormarker jedoch ist CEA sehr organunspezifisch. Unter den malignen
Tumoren ist die diagnostische Sensitivitdt fur das kolorektale Karzinom und das
medullare Schilddrisenkarzinom am hochsten, jedoch kdnnen Adenokarzinome fast
aller Organe CEA exprimieren (67);. Das Expressionsmuster kann sowohl von Tumor
zu Tumor als auch innerhalb eines Tumors sehr stark variieren. So weisen alleine
schon verschiedene Typen von Mammakarzinomen bezlglich CEA verschiedene
Expressionsmuster auf. Etwa ein Drittel der lobularen und fast 90% der duktalen
Mammakarzinome exprimieren CEA (23).

Erhohte Konzentrationen wurden neben neoplastischen Erkrankungen auch in einer
ganzen Reihe gutartiger Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes und anderer
Organe gefunden. So wird auch bei Patienten mit chronisch obstruktiver
Lungenerkrankung, entzindlichen Darmerkrankungen, Divertikulitis, Pankreatitis,
entzindlichen Lebererkrankungen etc. CEA in dem betroffenen Gewebe gebildet.
Auch bei Rauchern kdnnen Spiegel gefunden werden, wie sie bei Patienten mit
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metastasierendem Kolonkarzinom vorkommen konnen (19). Bei gutartigen
Erkrankungen sind Werte von tber 10 ng pro ml jedoch selten zu finden.

Die Wertigkeit der CEA-Bestimmung liegt in der Prognosestellung,
Statusbestimmung und Verlaufskontrolle.

In der gynékologischen Onkologie hat CEA vermutlich eine prognostische Bedeutung
bei Ovarialtumoren mit niedrig malignem Potential. Vor allem bei muzinésen
Borderlinetumoren des Ovars konnten bereits erhohte Werte des CEA im betroffenen
Gewebe beobachtet werden (14).

1.3.2 Sezernierte Tumormarker

1.3.2.2 Humanes Choriongonadotropin (hCG) und seine freie B-Kette (B-hCG)

Humanes Choriongonadotropin (hCG) ist ein zweikettiges Glycoprotein mit einem
Molekulargewicht von 37 kDa. Messbare Spiegel im Blut und Urin werden
normalerweise nur wahrend der Schwangerschaft gefunden. Es wird physiologisch
vom Plazentagewebe, den Synzytiotrophoblasten produziert und sezerniert, sobald
die befruchtete Eizelle in der Gebarmutter implantiert ist. Das hCG stabilisiert das
Corpus Luteum wahrend der frihen Phase der Schwangerschatft.

Bei postmenopausalen Frauen wurde eine geringe hypophysare Sekretion

nachgewiesen.

Als Tumormarker wird die Bestimmung von hCG im Serum zur Verlaufskontrolle und
Prognose bei Keimzelltumoren eingesetzt.

Sehr hohe hCG -Spiegel im Serum treten bei Blasenmolen und Chorionkarzinomen
auf (97%). Das Serum- hCG kann auch bei Adenokarzinomen des Pankreas,
Inselzelltumoren, Tumoren des Dick- und des Dinndarms, Hepatomen,
Magenkarzinomen, Lungenkarzinomen, Mammakarzinomen, renalen Karzinomen
und Ovarialkarzinomen erhdht sein.

Auch bei niereninsuffizienten Patienten kann die Konzentration an hCG im Serum

erhoht sein, da die renale Eliminierung vermindert ist.
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Das Protein besteht im Wesentlichen aus zwei Untereinheiten, der alpha (a)- und der
beta (B)-Kette. Die a -Untereinheit ist immunologisch nahezu identisch fur hCG, LH,
FSH und TSH. Obwohl die o -Untereinheit im Serum unter verschiedenen
physiologischen und pathologischen Bedingungen nachgewiesen wird, bedarf die
klinische Bedeutung der Bestimmung der freien a -Untereinheit des hCG noch der

Klarung.

Die B -Untereinheit bestimmt die biologische Funktion und immunologische ldentitat
des intakten hCG-Molekils. Einige Tumoren, insbesondere die nicht-
trophoblastischen Tumoren, sezernieren nur die freie B-Kette.

Fur den Einsatz als Tumormarker muss das verwendete Testsystem daher sowohl

das intakte hCG als auch die freie 3 -Untereinheit erfassen (48).

Bei gynadkologischen Tumoren wird die Bestimmung von hCG im klinischen Alltag als
Tumormarker bei Molenschwangerschaft und Chorionkarziom eingesetzt (48). Als
Marker kann hCG hochspezifisch maligne Ergusse, wie Aszites und Pleuraergiisse
von benignen unterscheiden, hat aber fiur einen Tumormarker keine ausreichende
Sensitivitat (49). Im Ovarialkarzinom ist die Genexpression des beta-hCG erhdht, im
gesunden Gewebe hingegen fehlt sie. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass ovarielles

Karzinomgewebe humanes Choriongonadotropin bildet (57, 58).

1.3.2.3 Glycodelin

Unter dem Namen Glycodelin werden die seit um die 1970er und 1980er bekannten
Proteine PP14, CAG und placental a2-microglobulin zusammengefasst. Glycodelin
wird frei sezerniert. Es kann durch einen Peptidantikorper detektiert werden (61).
Glycodelin ist ein Glykoprotein der reproduktiven Achse aus der Lipocalinreihe (71)
mit einem Molekulargewicht von 28kDa und besteht aus zwei identischen
Untereinheiten welche nichtkovalent gebunden sind. Es enthalt einen
Kohlehydratanteil von 17,5% (6). Die Konfiguration dieses Kohlehydratanteils,
insbesondere seine unterschiedliche Glykosylierung bestimmt die Eigenschaften der
Isoformen des Glycodelin.

Hinsichtlich ihrer Glykosylierungsform und dem Ort der Expression konnten bereits

verschiedene Formen des Glycodelin identifiziert und benannt werden.
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Glycodelin wird zyklusabhangig im Endometrium und auch in der Dezidua wéahrend
der Schwangerschaft gebildet (36). Es hat kontrazeptive (53) und
immunosuppressive (7, 64) Eigenschaften, es kann aus dem Fruchtwasser bestimmt
werden (65) und wird daher als Glycodelin-A, ,Amniotic fluid glycodelin“, bezeichnet.
Glycodelin-S bezeichnet die Isoform des Glycodelin aus Seminalplasma. Es ist somit
ein ,mannliches* Glycodelin. Zahlreiche Untersuchungen zu den Unterschieden
zwischen Gd-A und Gd-S konnten wertvolle Hinweise zur Bedeutung der
geschlechtsspezifischen Glykosylierung fur die Eigenschaften des Glykoproteins
liefern (10, 44, 56).

Weitere Syntheseorte des Glycodelin sind das Eileiterepithel (37, 47, 68), Zellen der
Hamatopoese im menschlichen Knochenmark (40), normales Gewebe der Brust
sowie bei Mammakarzinomen (34, 38) und weiteres Drisengewebe zum Beispiel im

dem der Lunge und in ekkrinen Schweil3drisen (38).

Glycodelin als eine weitere Isoform kann auch in den Ovarien sezerniert werden.
Eine ovarielle Glycodelinexpression wurde erstmals 1996 untersucht und
nachgewiesen (39). Glycodelin kommt sowohl im normalen als auch im
neoplastischen Gewebe der Ovarien vor. Beziglich des Expressionsmusters konnten
zwischen dem gesunden Ovar und tumorésen Gewebe deutliche Unterschiede
festgestellt werden. Vor allem in serésen Epithelien, sowohl bei benignen als auch
malignen Tumoren findet eine hohe Expression von Glycodelin statt. Im normalen
Oberflachenepithel des Ovars wird kein Glycodelin exprimiert, sein Vorkommen ist im
gesunden Ovar zyklusabhangig auf follikulare Zellen und auf Zellen des Corpus
luteum beschréankt (39).

In Studien unserer Arbeitsgruppe zeigte sich bereits eine dem Glycodelin-A ahnliche
Hemmung der Leukozytenproliferation, welche sich vor allem in hoéherer
Konzentration bemerkbar macht.

Welche Aussage nun das Vorkommen von sezerniertem Glycodelin im Serum bei
benignen und malignen Erkrankungen des Ovars hat soll in der vorliegenden Studie
geklart werden.
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Tumormarker | Typ Molekulargewicht monoklonale
Antikérper

CA 125 Glykoprotein MUC16 200-2000 kDa OoVv185

CA 15-3 Glykoprotein MUC1 300-450 kDa 115D8, DF3

CA 27.29 Glykoprotein MUC1 300-450 kDa B27.29
Peptidantikorper

CA 19-9 Glykolipid MUC1, 36 kDa anti-CA19-9-Ak

Blutgruppenantigen, ubiquitar

TA-MUC1 Glykoprotein MUC1 >500 kDa PankoMab

CEA Glykoprotein 175-200 kDa anti-CEA-Ak

HCG Glykoproteohormon , sezerniert 37 kDa hCG-Ak

Glycodelin Glykoprotein, frei sezerniert 28 kDa Gd089, Gd0O90
Peptidantikorper

Tabelle 1.2: Ubersicht tiber die Tumormarker und ihre Eigenschaften

1.4 Fragestellung

Es ist von grof3em klinischem Interesse, einen Ovarialtumor in seiner Dignitat

einschatzen zu kénnen — unter Anwendung moglichst gering invasiver Methoden.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, einen Weg zur Differenzierung maligner
und benigner Erkrankungen des Ovars zu finden, indem sowohl bekannte und

bereits etablierte als auch neue Tumormarker in Serumproben bestimmt wurden.

Folgende Fragen dazu waren fUr uns interessant:

= Gibt es einen Marker der eindeutig zwischen maligne und benigne
unterscheidet?
= Gibt es eine Kombination/Korrelation zwischen mehreren Markern, die eine

eindeutige Differenzierung erlauben?

Die Fragestellung zur Durchfiihrung dieser Studie war somit vor allem gepragt von
der Motivation, einen oder mehrere neue Tumormarker zu etablieren und letztendlich

einer zuverlassigen Screening-Diagnostik den Weg zu ebnen.
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2. Patientinnen, Material und Methoden

2.1 Patientinnen

Das zu untersuchende Kollektiv stellten sowohl pramenopausale als auch
postmenopausale Patientinnen der 1.Universitatsfrauenklinik der LMU Minchen dar.
Einschlusskriterium war hierbei der klinische Verdacht auf einen Ovarialtumor mit
Operationsindikation, wobei der klinische Befund durch den operativen Eingriff
(Laparaskopie bzw. Laparatomie) ergénzt und die darauf folgende histologische
Untersuchung des entnommenen Gewebes auf Malignitat hin gepruft werden sollte.
Das Serum wurde praoperativ abgenommen und nach der Zentrifugation (bei
Raumtemperatur) sofort bei -80° Celsius tiefgefroren. Der histologische Befund
diente spater als Grundlage fur die Zuordnung zur malignen bzw. benignen
Untersuchungsgruppe. Im Zeitraum von 2003 bis 2006 ermittelten wir somit aus 120
Proben insgesamt:

44 Seren von Patientinnen mit malignem histologischen Befund

76 Seren von Patientinnen mit benignem histologischen Befund

Maligne Befunde
Histologie

Bezuglich der histologischen Einteilung waren das serdse Ovarialkarzinom, das
mukoése und das endometroide Ovarialkarzinom vertreten, hier zeigt sich ein
typisches Verteilungsmuster mit einer Haufung des Ovarialkarzinoms vom serdsen
Typ (vgl. Abbildung 3.1).

FIGO-Stadien

Die Patientinnen mit malignen Befunden befanden sich in unterschiedlichen FIGO-
Stadien (Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique) allerdings lagen
lediglich n=27 Befunde mit eindeutiger FIGO-Einteilung vor, davon zusammengefasst
n=3 im Stadium FIGO I, n=4 im FIGO Stadium II, n=19 Patientinnen im FIGO
Stadium Il und n=4 Patientinnen befanden sich zum Zeitpunkt der Diagnose im
FIGO Stadium IV.

Benigne Befunde

Zu den benignen Befunden zahlten wir zum einen die Retentionszysten, zu welchen
die Inklusionszyste, Follikelzyste, Corpus-luteum-Zyste, Endometriumzyste und die
einfache serdse Zyste gehdren. Zum anderen untersuchten wir Patientinnen mit
benignen Tumoren, welche postoperativ den histologischen Befund eines sertsen
Zystadenoms, muzindsen Zystadenoms, serdsen Zystadenofiboroms, muzindsen
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Zystadenofibroms, Brennertumors, Teratoms, Fibroms oder einer Paraovarialzyste
zeigten.

Sonstige Befunde

Bei den Ubrigen Befunden handelte es sich im jeweiligen Fall um Peritonealkarzinose
bei Zustand nach Mamma-Ca beidseits; Verdacht auf Magenkarzinom mit
Krukenberg-Tumor der Ovarien und Peritonealkarzinose, mit Aszites; Vulva
Carcinoma in situ, VIN lll; Metastatische Infiltration beider Ovarien mit
Peritonealkarzinos0,22, p=0,039), e bei Zustand nach Mamma-CA links (1999).

Diese Proben wurden nicht in die statistische Auswertung miteinbezogen.

2.2 Material und Methoden

Mittels Immunometrischer Analyseverfahren wurden die Marker bestimmt. Hierbei
wurde fur die Marker CA15-3, CA125, CA19.9, CEA, hCG und CA27.29 ein
maschinelles ELISA-Sandwich-Verfahren angewandt. PankoMab und Glycodelin
wurden mittels EIA bestimmit.

2.2.1 ELISA (Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay, Sandwich-Verfahren)
schematisch

Die ELISA-Bestimmungen erfolgten vollautomatisiert tber das
Chemilumineszenzverfahren.

Es handelt sich um einen Festphasen-, sequenziellen Zweischritt-,
Chemilumineszenz-, Immunometrischen Assay.

Das Sandwich-ELISA-Verfahren verwendet zwei Antikorper, die beide spezifisch an
das nachzuweisende Antigen binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide Antikdrper an
unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden, da sie sich sonst gegenseitig
behindern wirden. Der erste Antikdrper (coating-Antikbrper) wird an eine feste
Phase (Mikrotiterplatte oder beschichtete Kugeln) gebunden. Das Serum mit dem
nachzuweisenden Antigen wird hinzugefigt und Gber eine definierte Zeit inkubiert.

Wahrend der Inkubationsphase bindet der an die Platte bzw. Kugeln gebundene
Antikdrper das in der Probe vorhandene Antigen und immobilisiert dieses.

Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte gewaschen. Die ungebundenen
Bestandteile der Probe werden dadurch entfernt und zurlck bleibt nur das am
Coating-Antikdrper gebundene Antigen.
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Im nachsten Schritt wird ein Detektions-Antikdrper zugegeben, an dessen Ende ein
Enzym (Meerrettichperoxidase (HRP), Alkalische Phosphatase (AP) oder
Glucoseoxidase (GOX)) gebunden ist. Dieser zweite Antikdrper bindet ebenfalls an
das Antigen und es entsteht der Antikorper-Antigen-Antikorper Komplex welcher dem
Verfahren den Namen Sandwich-ELISA gibt, das Antigen ist zwischen die beiden
Antikdrper wie in einem Sandwich gepackt.

Durch erneutes Waschen der Platte wird der Uberschiissige zweite Antikorper
ausgewaschen und dann ein Chromogen (z.B. p-Nitrophenylphosphat (pNPP) fur
AP) zugegeben. Die alkalische Phosphatase spaltet den Phosphatrest vom farblosen
Nitrophenylphosphat ab und es entsteht p-Nitrophenol, welches schwach gelb ist.

Diese Reaktion kann tber Extinktionsmessung in einem Photometer verfolgt werden.
Die Intensitat der Farbe ist dabei proportional zu der Konzentration des entstandenen
Nitrophenols und damit auch proportional zu der Konzentration des zu
bestimmenden Antigens in der Probe (schematische Darstellung s. Abbildung 2.1)

AN
____________________ mit alkalischer Phosphatase
markiertes Antigen
konjugiert mit

monoklonalem Antikérper

Antigen (z.B. CA125, CEA...)

monoklonaler Antikérper

Abbildung 2.1: Sandwich-ELISA Aufbauschema

Gerate
CA 125, CA15-3, CA19-9, CEA, hCG: IMMULITE 2000 der Firma DPC Biermann
CA 27.29: ST AIA-PACK 27.29 der Firma TOSOH BIOSCIENCE
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2.2.1.1 Bestimmung von CA 125 mit IMMULITE 2000 OM-MA

IMMULITE 2000 OM-MA ist ein Festphasen, Zwei-Phasen Chemilumineszenz
immunometrischer Assay.
Inkubationszyklen: 2x30 min.

Der im IMMULITE 2000 OM-MA zum Immobilisieren verwendete monoklonale
Antikérper (Maus) wurde durch Immunisierung mit einem Gemisch humaner Muzine
gewonnen, die aus einem Kollektiv epithelialer Ovarialkarzinome isoliert wurden. Er
erkennt eine repetitive Proteindeterminante im Zentrum des CA 125 Antigens. Dieser
Antikdrper ist spezifisch gegen ein Epitop gerichtet, das mit dem Epitop fur den
monoklonalen Antikérper M11 zusammenfallt oder unmittelbar benachbart ist. Der
monoklonale Antikdrper ist gegen das CA125-Antigen affinitatsgereinigt, wodurch
das resultierende Antiserum mit mehreren Epitopen dieses Antigens reagiert.

Mit dem IMMULITE 2000 Testsystem zur Bestimmung von OM-MA erzielte
Ergebnisse von > 21 U/ml gelten als erhdéht und Ergebnisse von < 21 U/ml als
normal.

Die fur das IMMULITE 2000 Testsystem fur OM-MA verwendetet MalReinheit (U/ml)
wurde willktirlich gewéhlt. Da keine standardisierten Referenzeinheiten existieren,
sollten keine guantitativen Vergleiche zwischen unterschiedlichen
Bestimmungstechniken fur CA 125 angestellt werden.

Gesunde Probanden: Material:
Gesunde <21 =21- =50- =100 Coating-Antikorper: Kugeln, beschichtet mit
Frobanden LWiml <50 UWml <100 Lml Uiml A . .
= monoklonalem anti-CA125-Antikérper (Maus)

Erawen B 1] li] 0 &4
<50Jahre 50 0O 0 o s Detection-Antikdrper:  Alkalische  Phosphatase
260Jahre 14 @ 0 %9 "™ (Kalb) konjugiert mit polyklonalen anti-CA125-
Annar 28 A . . ..
& 20 s g Antikdrpern (Kaninchen) in Pufferlésung.
Patienten:
S Referenzwerte:
< 21 =l = =50 - =100
Patiendan [ Wml <50 Wiml <100 Weml WWiml A
Ovariak- 36 10 7 a3 8 64 Serumproben von klinisch unauffalligen
%ﬂ = erwachsenen Frauen (Alter: 17-86 Jahre) wurden
Nichikarzinomatose Befunde ) o )
Gl 5 0 1 o & an zwei klinischen Standorten mit dem IMMULITE-
au 4 0 0 ' & Testsystem zur Bestimmung von OM-MA
Sonstige 40 4 a 0 44 . . . .
o untersucht. Die Ergebnisse bewegten sich zwischen
arzinomatbse Befunde
Brust " 2 1 o 1 1,9und 16,3 U/ml, der Median betrug 4,8 U/ml.
Gl 3 2 1 U ]
o - ‘ = * " Messbereich: bis 500 U/ml
Sonstige 1 3 0 g8 18

Analytische Sensitivitat: 1 U/ml

High-Dose-Hook-Effekt: Keiner bis zu 80 000 U/ml
Tabelle 2.1: Referenzwerte CA125

im IMMULITE 2000 OM-MA
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Spezifitat: Keine Kreuzreaktionen mit AFP, CA19-9, Cisplatin, Cyclophosphamid,
Doxorubicinhydrochlorid, 5-Fluorouracil, Mitomycin C, Vincristin.
Beobachtete/Erwartete Kreuzreaktivitat mit CA 15.3: 0,41%, mit CEA: 0.05%

Beeintrachtigung:

Bilirubin: Bilirubin hat in Konzentrationen bis zu 200 mg/l keinen Einfluss auf die Ergebnisse,
der gréRRer als die Imprézision des Assays selbst ist.
Hamolyse: Hadmoglobin hat in Konzentrationen bis zu 192 mg/dl keinen Einfluss auf die

Ergebnisse, der grofl3er als die Imprazision des Assays selbst ist.

Lipamie: Triglyceride hat in Konzentrationen bis zu 3000 mg/dl keinen Einfluss auf die

Ergebnisse, der grofl3er als die Imprazision des Assays selbst ist.

Tabelle 2.2 IMMULITE 2000 OM-MA

Precision (W/mL)

Within-Fun' Totafl®

Mean® S0' oV 8D oV

1 56 022 38% 061 1%

2 23 11 48% 1.2 52%
3 41 1.8 44% 1.9 46%
4 a2 37 40% 47 5%
5 111 4.5 4.1% 5.0 4,55
[ 184 82 45% 092 50%
7 292 12 41% 15 51%
8 34 20 51% 21 53%

Recowvery (UW/mL)

Solution'  Observed” Ewpected” %O/E’

1 —_ 11 _— —
A 52 B2 8%

B 97 108 90%

c 172 215 BO%

2 — 18 - -
A 66 68 97%

B 114 115 99%

4] 206 221 93%

3 - 45 — —
A a0 94 963

B 136 140 97%

— c 230 247 a3

4 = &7 — —
A 118 115 101%

B 157 181 B

G 245 268 1%

Specificity
%

Amount  Apparent Cross
Compound’ Added®  WmL® reacthity’
AFP 10,000 IWmL  ND HD
G153 1,753 L/mlL ¥ 0.41%
CA198 4,000 LifmL MWD ND
CEA 10000 ng'mL. 4.8 0.05%
Cisplatin 100 pg'mL. WD MO
Cyclophosphamide 1,000 pg/mL WD MO
Doxorubicin 100 pgimL ND MO
Iydrochlonide
5-Fluorouracil 1,000 pg'mL  ND ]
Mitamycin C 100 pg'mL ND MDY
Vincristing 1.000ng/mL  ND MDY
ND: not detectable.”

Expected Values

Linearity (W/mL)
Solution’ Observed” Expected”  WOE*
1 Bin#& 99 = =
4ing 23 50 1068%
2inB a7 25 108%
1in8 13 12 108%
2 &inB 103 - —
4in 8 57 52 1105
2in 8 30 28 1155%
1in 8 16 13 123%
3 8ing 118 — —_
4in 8 65 59 110%
2in8 a5 30 117%
1in@ 17 15 113%
4 8Bind 137 — —
4in@ B8 B3 9%
2ind a5 34 103%
1in8 16 17 S4%

a5 o

OM-MA, Ll

i

5

i
=

Female Mormals

Beschreibung:

Precision:

'Intra-Assay, “Gesamt,
*Mittelwert, *Standardbereich,
*Variationskoeffizient
Linearity: *Verdiinnung,
*Beobachten(B), *Erwarten(E),
*%B/E, °8in 8.

Recovery: ‘Lésung,
’Beobachten (B), *Erwarten
(E), “%BIE.

Specificity: *Verbindung,
’zugesetzte Menge,
*Ausgewiesene Konzentation,
“‘opKreuzreaktivitat, >NN:nicht
nachweisbar

aus: IMMULITE 2000 OM-MA
(PIL2KOP-10, 2005-07-06)
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2.2.1.2 Bestimmung von CA 15-3 mit IMMULITE 2000 BR-MA

Der IMMULITE 2000 BR-MA ist ein immunometrischer Assay zur Bestimmung des
CA 15-3 im Serum. CA15-3 ist der Tumormarker der Wahl fir das Mammakarzinom.

Der IMMULITE 2000 BR-MA ist ein sequenzieller zwei Schritt Chemilumineszenz-
immunometrischer Assay.
Inkubationszyklen: 2 x 30 min.

Material:

Coating-Antikdrper: Kugeln, beschichtet mit Anti-Ligand Detection-Antikdrper:
Alkalische Phosphatase konjugiert mit anti-CA15-3-Antikdrpern (monoklonal, Maus)
in Pufferldsung.

Mittel- sssum  Referenzwerte:
n wert Median 95%ile n(%) )

s 221 Proben von gesunden Frauen wurden in
ano ausal 119 7205 202 - 365 14(3%) o . .

p zwei Kliniken im Nordosten und Sitden der USA
Host 102 243 228 468 8 (8%) -
Menopausal ' ’ ' gesammelt. Bei 119 von 221 (54%) handelte es
Gesamt 221 22,3 21,6 38,4 12 (5%)

Tabelle 2.3: Referenzwerte CA 15-3  Sich um pramenopausale, bei 102 von 221 (46%)
im IMMULITE 2000 BR-MA um postmenopausale Frauen. Mit dem
IMMULITE BR-MA wurden Werte zwischen 6,4
U/ml und 58 U/ml ermittelt.

Messbereich: bis 300 U/ml

Analytische Sensitivitat: 1 U/ml

High-Dose-Hook-Effekt: Keiner bis zu 80 000 U/ml

Spezifitat: Keine Kreuzreaktionen mit AFP, CA19-9, Cisplatin, Cyclophosphamid, CA15-3,
CEA, Doxorubicinhydrochlorid, 5-Fluorouracil, Mitomycin C, Vincristin.

Beeintrachtigung:

Bilirubin: Bilirubin hat in Konzentrationen bis zu 200 mg/l keinen Einfluss auf die Ergebnisse,
der gréRRer als die Imprézision des Assays selbst ist.

Hamolyse: Hamoglobin hat in Konzentrationen bis zu 381 mg/dl keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, der grol3er als die Imprazision des Assays selbst ist.

Lipamie: Triglyceride hat in Konzentrationen bis zu 3000 mg/dl keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, der grol3er als die Imprazision des Assays selbst ist.
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Tabelle 2.4 IMMULITE 2000 BR-MA

Precision (L/mL}) Linearity (U/mL) Specificity
Within:Hun' Total® Dilution’ Ckserved” Expocted®  2O/E* i Amount % Cross
Mear® SO oyt 50 ey 1 ieinie 5.2 = o Compound Added” reactivity”
1 90 044 4%% 058 65% Bin16 432 445 97% §-Fluorouracil 1.000pgml  ND
2 222 0682 ATH 100 45% 4in 16 33,7 94,1 gan AFF 5,000 IL/mL ND
3 260 120 46% 140 54% 2in16 269 288 93% NI L0001,  |HD
4 374 165 44% 1,83 4.9% 1in18 254 263 B, CA19-9 2,000 WimL ND
5 127 547 47% GBE 545 3 16in 16 162 = — CEA : 5,000 ng/mL ND
& 180 B3  46% 115  Béw 8in 18 %05 e G Cisplatin 100 pgmL (e
AiHE " e oy e Cyclophosphamide 1000 pgiml  ND
R is 2in 16 421 41.0 103% Eﬂ:&l:‘d& 100 pg'mL MD
ecovery {1U1m ) 1 4 1in16 308 324 85% Mitomycin-C 100 pg/mL ND
Selution’ Observed” Expacted”  %OE 3 18in1& 208 — - Vincristing 1 pgimL ND
1 — 51 - — Bin 16 m 17 a5% MD: not detectable.*
I 71 66 108% 4im 16 6.1 T0.1 9% .
B 80 87 103% 216 467 469 — Beschreibung:
E 13 124 108% 1in16 329 353 93% Precision:
5 = e = = T = = 3In_tra—Assa)Q, Gesamt,
_ Mittelwert, “Standardbereich,
= Il o R o oA R L SVariationskoeffizient
N i L Shfle R (EA e Linearity: *Verdiinnung,
5 175 LS. 2in1s  SB6 585 104%  2pggpachten(B), *Erwarten(E),
3 — 125 — - 1im 16 394 40,1 S8% 4%B/E, 516 in 16.
e == 155 i Recovery: ‘Lésung,
8 160 158 101% ’Beobachten (B), *Erwarten (E),
G 185 195 g5% 404BJE.
4 - 233 - = Specificity: *Verbindung,
A 232 z 9% ’zugesetzte Menge,
B 249 260 96% *o%Kreuzreaktivitat, “NN:nicht
G 253 257 B85 nachweisbar
5 - 236 - —
A 238 242 s
8 2B 283 a7t aus: IMMULITE 2000 BR-MA
c 277 616 e (PIL2KBR-12, 2005-04-05)
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2.2.1.3 Bestimmung von CA 19-9 mit IMMULITE 2000 GI-MA

Der im Test verwendete monoklonale Antikdrper fur GI-MA reagiert spezifisch mit
dem sialylierten Lewis® Blutgruppenantigen (CA19-9).

Der IMMULITE 2000 GI-MA ist ein Festphasen-, sequenzieller Zweischritt-,
Chemilumineszenz-, Immunometrischer Assay.

Inkubationszyklen: 2 x 30 min.

Material:

Coating-Antikorper: Kugeln, beschichtet mit Anti-CA19-9-Antikdrper: monoklonal,
Maus.

Detection-Antikdrper: Alkalische Phosphatase (Kalb) konjugiert mit anti-CA19-9-
Antikdrpern (monoklonal, Maus) in Pufferldsung.

Referenzwerte:

In einer vorlaufigen Studie wurden Seren von 70 erwachsenen Mannern und Frauen
in offensichtlich gesundem Zustand mit dem IMMULITE GI-MA Assay gemessen. Die
Ergebnisse reichen von ,nicht nachweisbar” bis zu 33 U/ml (héchster gemessener
Absolutwert) mit einem Median von 5,1 U/ml.

Messbereich: bis 1000 U/ml

Analytische Sensitivitat: 1 U/ml

High-Dose-Hook-Effekt: Keiner bis zu 50 000 U/ml
Spezifitat: Keine Kreuzreaktionen mit CA 15-3, CA 125, CEA.

Beeintrachtigung:

Bilirubin: Konjugiertes und unkonjugiertes Bilirubin hat in Konzentrationen bis zu 200 mg/I
keinen Einfluss auf die Ergebnisse, der grol3er als die Imprazision des Assays selbst ist.
Hamolyse: Hamoglobin hat in Konzentrationen bis zu 512 mg/dl keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, der grol3er als die Imprazision des Assays selbst ist.

Lipamie: Triglyceride hat in Konzentrationen bis zu 3000 mg/dl keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, der grol3er als die Imprazision des Assays selbst ist.
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Tabelle 2.5 IMMULITE 2000 GI-MA

Interassay Precision (UW/mL) Linearity (UWmL) Recovery (U/mL)
Mean' s0° oy Dilution' Observed” Expected”  %0/E’ Solution' Cbserved” Expected’  %OE’
1 24 1.4 5.8% 1 8ing 21 = — 1 = 19 — —
2 43 34 6.9% 4ing 10 1 1% A 41 38 108%
3 5 4.1 £.3% 2inB 4.7 53 B9% B 85 B8 BEY
4 99 5.4 5.5% 1in 8 18 26 BG4 C 115 118 a7
5 198 12 6.1% 2 Bind 20 - - 2 - 53
4in8 a1 10 1% A 72 T0 103%
Intraassay Precision (U/mL) Zing 43 5.0 BE% B a6 100 a6%
Mean' &0° oyt 1in8 1.8 25 72% C 153 150 102%
1 24 12 50% 3 BinB 52 — - g2 - 56
2 46 2.4 5.2% 4in@ 27 2% 104% A 7B 73 107%
3 65 2.7 4% 2ing 12 13 % B 105 103 102%
4 a7 46 4.7% 1in @ 5.6 6.5 BE M 145 153 a7%
5 2M 15 7.5% 4 Bing a4 —- B 4 — 118
4ing 29 a2 9% A 137 133 103%
2ind 14 16 88% B 168 163 104%
Specificity 1ing 6.1 8.0 TE% c 225 213 108%
, Amount % Cross 5 Bfing 129 - - § — 221
g:’:::“"d = :mdd:da “’a':t"""’j 4ing 59 65 81% A 23 230 100%
! il HDY 2ing 28 3z Ba% B 267 260 103%
i =g ”""_"‘ MD 1ing 13 16 B1% C 08 30 %
ﬁsﬂm - ‘ 1.000ngimL. _ NO € &ing 240 - -
SO Scloboks 4in8 110 120 929%
2ing 51 &0 12
1in8 28 a0 [T

Beschreibung:

Intraassay Precision:

"Mittelwert, “Standardabweichung, * CV(Variationskoeffizient).
Interassay Precision:

"Mittelwert, “Standardabweichung, * CV(Variationskoeffizient).
Linearity: "Verdiinnung, “Beobachtet(B), *Erwartet(E), “%B/E, °8 in 8.
Recovery: 'Probe, Beobachtet (B), *Erwartet (E), “%B/E.

Specificity: "Verbindung, *zugesetzte Menge, *%Kreuzreaktivitat,
*NN:nicht nachweisbar

aus: IMMULITE 2000 GI-MA (PIL2KGI-12, 2005-04-05)
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2.2.1.4 Bestimmung von CEA mit IMMULITE 2000 CEA

Der IMMULITE 2000 CEA ist ein Festphasen-, sequenzieller Zweischritt-,
Chemilumineszenz-, Immunometrischer Assay.

Inkubationszyklen: 2 x 30 min.

Material:

Coating-Antikorper: Kugeln, beschichtet mit Anti-CEA-Antikorper (monoklonal,
Maus).

Detection-Antikdrper: Alkalische Phosphatase (Kalb) konjugiert mit polyklonalem anti-
CEA-Antikorper (Kaninchen) in Pufferldsung.

Referenzwerte:
95%-
Gruppe Median Perzentile Einheit n Tabelle 2.6
Mannl. Raucher 2,1 62 ngm 153  Referenzwerte CEA im IMMULITE CEA (basierend
Mannl. auf einer Referenzwertstudie in Europa
Nichtraucher 19 i ng/ml"~226 P )
Weibl. Raucher 13 49 ng/ml 81
Weibl.
Nichtraucher 0,8 25 ng/ml - 262
B
Fatintirkoiaktiv M Median Perzantila Tabelle 2.7
Gesunde _ Maligne Erkrankungen Referenzwerte CEA im
Michtraucher 8B 12 41 Blasen-Ca 215 83,1 IMMULITE CEA (basierend
Rawchir 87 21 88 Mamma-Ca 46 41 2aan  auf einer weiteren Studie in
Nichimaligne Erkrankungen olorektal-Ca 944 51 #49 den USA)
Lungenkrankhailen a2 2.8 11,2 Osophagus-Ca 44 4.5 323
Beergnkrankhaiton 149 1.5 6.3 Lungen-Ca 52 48 355
Hapatitis a7 18 85  Ovarial-Ca 50 13 24,6
Schilddrlserkrankhaiten 65 1,1 49 Migran-Ca 38 1 a5
Andara nichimaligne Pankreas-Ca 19 194 495
BO 18 136

KrankHeiten Magar-Ci 25 585 277

Prostata-Ca 26 1.2 13,2

Anal-Ca 21 1.4 2318

Andara Krebsarban BB 2 233

Messbereich: bis 550 ng/ml

Analytische Sensitivitat: 0,15 ng/ml

High-Dose-Hook-Effekt: Keiner bis zu 250 000 ng/ml

Spezifitat: Hochspezifischer Anti-CEA-Antikdrper, keine Kreuzreaktionen mit AFP, Ferritin,
Dextransulfat, Hyaluronsaure, Heparinnatrium, HCG, PAP, PSA, Prolactin,
Chrondroitinsulfat.

Beeintrachtigung:

Bilirubin: Konjugiertes Bilirubin hat in Konzentrationen bis zu 200 mg/l keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, der grofl3er als die Imprazision des Assays selbst ist.

Hamolyse: Hamoglobin hat in Konzentrationen bis zu 381 mg/dl keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, der grol3er als die Imprazision des Assays selbst ist.

Lipamie: Triglyceride hat in Konzentrationen bis zu 3000 mg/dl keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, der grof3er als die Impréazision des Assays selbst ist.
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Tabelle 2.8 IMMULITE 2000 CEA

Precision (ng/mL) Recovery (ng/mL) Linearity (ng/mL})
Within-Run' Total? Solution' Observed” Expected”  %:0/E* Dilution’ Obsarved” Expected” °wO/E”
Mean® SD* CV° SD  CV 1 - 22 — — 1 16in16* 12 - -
1 60 018 30% 058 98% A 141 148 85% 8in 16 5.8 B.0 7%
2 158 058 37% 12 76% B 220 230 9% 4 in 16 28 a0 Q3%
54 148 27% 245 45% c 283 301 94% 2in16 14 15 a3%
a3 - 73 - - 1in16 07 0.8 8%
A 189 195 7% 2 16in16 28 = =
B 274 277 89% Bin1s 13 13 100%
Specificity ¥ 333 348 96% 4in1B B3 85 87%
ngmL  %Cross 3 — 85 = - 2in16 31 33 845
Compound Added” _reactivity” A 200 207 7% 1in16 15 18 848,
Chondroitin sufiate 270,000 ND [ 276 289 96% 3 16in16 44 = =
Dextran sultate 50.000 ND ¢ 328 360 1% Binig 22 2 100%
Hyaluronic acid 500,000 ND e 17 = = 4in 16 i 1 100%
P SOCNN 6,000,000 ND A 238 =37 1014 2in16 5.2 55 a5
AFF NG ND g 329 39 103% 1in16 24 28 859
TR 10,000 ND c 388 390 8ge; 4 16in16 145 = =
i 14,000 ND Bini6 75 73 103%
s 1,000 ND 4in16 38 36 106%
E2A 1,000 ND 2in16 19 18 106%
Proloct 500 ND 1in16 9.4 9.1 103%
HD: not datectable.” T S _ i
8in16 130 122 107%
Beschreibung: 4in 16 82 &1 1024%
Precision: 2in16 30 30 100%
'Intra-Assay, “Gesamt, *Mittelwert, *SD(Standardbereich), 1in16 14 15 93%

°CV(Variationskoeffizient)

Linearity: "Verdiinnung, Beobachtet(B), *Erwartet(E), “%B/E, °8 in
8.

Recovery: 'Losung, Beobachtet (B), *Erwartet (E), ‘%B/E.
Specificity: "Verbindung, *zugesetzte Menge, *%Kreuzreaktivitat,
*NN:nicht nachweisbar

aus: IMMULITE 2000 BR-MA (PIL2KBR-12, 2005-04-05)
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2.2.1.5 Bestimmung von hCG mit IMMULITE 2000 hCG

Der IMMULITE 2000 hCG ist ein Festphasen-, Zweischritt-,
Chemilumineszenz-, Immunometrischer Assay.

Inkubationszyklen: 1 x 30 min.

sequenzieller

Material:

Coating-Antikdrper: Kugeln, beschichtet mit Anti-hCG-Antikdrper: monoklonal, Maus.
Detection-Antikorper: Alkalische Phosphatase (Kalb) konjugiert mit polyklonalen anti-
hCG-Antikorpern in Pufferldsung.

Referenzbereich:

Fur den Einsatz als Tumormarker liegt die obere Referenzbereichsgrenze fir HCG
im Serum bei gesunden Manner und pradmenopausalen Frauen bei ca. 5 U/, und flr
postmenopausale Frauen ca. 10 U/l

Tabelle 2.9: IMMULITE 2000 hCG

Precision (mil/mL) Recovery {(mil/mL) Linearity (mlU/mL})
Within-Run' Total Solution' Observed”  Expected”  2%0O/E" Diution’  Observed”  Expected” %O/E’
Mean® SO o sSD  ov R 270 = 2= 1 16in16° 204 = —
1 6.5 0,43 B5.6% Q.48 T4% A 339 322 105% Bin 18 100 02 GB
2 103 33 32% 4B 45% B 5g7 543 110% 4in 16 50 51 8%
3 x» T8 32% 111 4.6% Cc 1.770 1.774 100% 2in18 24 26 fr
4 438 13 30% 21 48% 2 - 554 — = 1in 16 12 13 G2,
§ 3120 79 25% 150 48% A B17 592 104% 2 16in16 552 — -
B 213 812 112% 8in 16 a3 278 9%
Specificily [ 2114 2,043 103% 4in 16 134 138 g7%
Amount  Apparent % a - 943 —_ — 2in 18 (=] 89 98%
Adgded Concentration  Cross A S84 G967 102% 1in 16 a3 35 845
(ng/mL)' {ngimb)® _reactivity’ B 1,290 1,188 108% 3 1618 1144 L =
FSH 268 ND ND c 2,610 2419 108% Bin18 558 572 o™
";: 16.5 ND ND 4in16 267 286 9%
Nl::nu: de‘re:::la." = = Expected Values During Pregnancy i k - sk
1in 18 70 72 a7%
i m.r;ﬁ Eg_ 4 1ﬁlin 16 2088 - o=
WHO ot Bin 18 1,020 1,044 98%
Mot N gnis w3 sz o
3 2in 16 240 261 02%
22 825 s o ki e 1in 16 118 131 91%
B44 1,579 170 W 122% 5-'"’
169 2789 300 182 108% 13"8_
338 4803 517 313 83% 3

*mil HGGImL = 0.10768 — ng HOGIML
"ng HOG/mL = 0.805 — ng f-HOGIML

Beschreibung:

10

Precision: ‘Intra-Assay, “Gesamt, *Mittelwert, *‘SD(Standardabweichung), *CV(Variationskoeffizient)

Linearity: "Verdiinnung, “Beobachtet(B), *Erwartet(E), “%B/E, *16 in 16.

Recovery: 'Lésung, ’Beobachtet (B), *Erwartet (E), “%B/E.
Specificity: "Verbindung, *zugesetzte Menge, *%Kreuzreaktivitat, “NN:nicht nachweisbar
Expected Values During Pregnancy: Schwangerschaftswoche

aus: IMMULITE 2000 BR-MA (PIL2KBR-12, 2005-04-05)
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2.2.1.6 Bestimmung von CA 27.29 mit ST AIA-PACK 27.29

Das ST AIA-PACK 27.20 ist eine zweistellige immunoenzymometrische Analyse, die
vollstandig im AIA-PACK durchgefuhrt wird. In der Testprobe vorhandenes CA 27.29
wird durch einen monoklonalen Antikdrper gebunden, der auf magnetischen Perlen
und einem Enzym-Gekennzeichneten monoklonalen Antikdrper im AIA-PACK
immobilisiert wird. Die magnetischen Perlen werden gewaschen, um ungebundene
Stoffe zu entfernen, und dann mit einem fluorogenischen Substrat —  4-
Methylumbelliferyl-Phosphat (4MUP) — inkubiert. Die Menge des Enzym-
Gekennzeichneten monoklonalen Antikorpers, die sich mit den Perlen verbinden, ist
direkt proportional zur CA 27.29-Konzentration in der Probe. Es wird eine
Standardkurve erstellt, und unbekannte Probenkonzentrationen werden mittels
dieser Kurve berechnet.

Referenzbereich:

Der hier aufgefihrte Bereich wurde mittels Serumproben von 200 anscheinend
gesunden Personen ermittelt.

Durchschnitt: 11,3 U/ml

Bereich: 6,0 — 23,5 U/ml

Prazision:
- Der Variationskoeffizient wahren des Analyselaufs wurde anhand von zwei
Kontrollproben bei 10 wiederholten Bestimmungen ermittelt.

10 Wdh Durchschnitt Standardabweichung Variationskoeffizient
Kontrolle L 41,3 U/ml 0,9 U/ml 2,2%
Kontrolle H 300,9 U/ml 4,1 U/ml 1,4%

- Der Variationskoeffizient wahren des Analyselaufs wurde anhand von zwei
Kontrollproben bei 21 wiederholten Bestimmungen ermittelt.

21 Wdh Durchschnitt Standardabweichung Variationskoeffizient
Kontrolle L 40,4 U/ml 0,9 U/mi 2,2%

Kontrolle H 301,0 U/ml 6,5 U/ml 2,2%

Spezifitat:

Die folgenden Substanzen wurde durch Zugabe zu CA 27.29-haltigen Humanseren
(266 U/ml) auf eine Kreuzreaktivitat hin untersucht.

Antigen Zugabe Erfassung (%)
CEA 300 ng/ml 99,6

AFP 300 ng/ml 98,6

CA19-9 300 U/mi 101,3

CA 125 300 U/mi 100,2
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Sensitivitat:

Die minimal erkennbare ST CA 27.29-Konzentration wird auf 0,10 U/ml geschatzt,
was 2 U/ml im Originalserum entsprechen (Verdinnungsfaktor 21). Die minimal
erkennbare Konzentration ist definiert als die CA 27.29-Konzentration, die der
Fluoreszenzrate entspricht, die zwei Standardabweichungen von der
durchschnittlichen Fluoreszenzrate von 20 Wiederholungen des Kalibrators darstellt.

Beeintrachtigung:

Bilirubin: Konjugiertes Bilirubin hat in Konzentrationen bis zu 18,2 mg/dl keinen Einfluss auf
die Ergebnisse der Analyse.

Hamolyse: Hamoglobin hat in Konzentrationen bis zu 412 mg/dl keinen Einfluss auf die
Ergebnisse der Analyse.

Lipamie: Triglycerid fuhrt in Konzentrationen bis zu 1667 mg/dl zu keiner Beeintrachtigung
der Analyse

2.2.2 EIA (kompetitiver Enzym-Immuno-Assay)

Zur Bestimmung von Glycodelin und TA-MUC-1 wurde ein kompetitiver
Immunoassay angewendet. Hierbei wird ein markiertes Kompetitor-Antigen, eine
synthetische Verbindung, die dem Analyten strukturell &hnlich ist und auch am
Antikdrper bindet, eingesetzt. Nach Inkubation mit der Probe verdrangen die im
Serum vorhandenen Antigene (z.B. Glycodelin) die bereits gebundenen markierten
Antigene kompetitiv. Das Signal ist hier indirekt und nicht direkt proportional zur
Analyt-Konzentration (schematische Darstellung s. Abbildung 2.2)

Platte mit monoklonalem
Antikérper (z.B. GdO)

Markierte Antigene binden
an die Antikérper

Die zu bestimmenden
Antigene binden kompetitiv
an die Antikérper und
verdréngen die markierten
Enzymantigene

In der Extinktionsmessung
wird dies durch eine
Farbabschwachung sichtbar.

¢
<

Abbildung 2.2: EIA (Enzym-Immuno-Assay, kompetitiv) Aufbauschema
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Glycodelin wurde tber zwei monoklonale Peptidantikbrper gemessen, GdO89 und
GdO90.

Fur die Detektion des TA-MUC1 wurde der monoklonale Antikérper PankoMab
eingesetzt.

2.2.2.1 Bestimmung von PankoMab durch die Glycotope GmbH

PankoMab ist ein neuer, ausgesprochen starker und spezifischer anti-Tumor-
Antikorper, welcher von GlycoDesign und GlycoEngineering von der Firma Glycotope
zur Krebstherapie entwickelt wurde. Zielantigen ist das konformative firmeneigene
TA-MUC1 zu welchem PankoMab eine Affinitat von 10° aufweist.

Da sich der Antikorper aktuell noch in Erprobung befindet, sind keine standardisierten
Referenzwerte bekannt. Im normalen Serum betragt die Konzentration des Markers
im Median 14 U/ml (vgl. Abb. 2.3).

80,001 Abbildung 2.3: BoxPlot
Diagramm zur Darstellung der
13 PankoMab Konzentrationen im
%134 normalen Serum (in U/ml). Der
waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den
Bereich zwischen 25. und 75.
Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich
zwischen 5. und 95. Percentile.
—‘* Die Kreise und Sterne sind

60,00

40,00

PankoMab (U/ml)

Ausreil3er (Kreis entspricht
dem 1,5fachen der Boxlange,
20,00 Stern entspricht dem 3fachen
der Boxlange).

1L

0,00

T
norm Serum

PankoMab im normalen Serum

2.2.2.2 Bestimmung von Glycodelin mit Santa Cruz sc-12290 und sc-12289

Peptidantikdrper fir Glycodelin der Firma Santa Cruz Biotechnology:
affinitatsgereinigter monoklonaler Antikdrper (Ziege) gegen eine Peptidsequenz am
C-Ende des humanen Glycodelin.

“Gd090*: 12290PB 0,5 ng/mL
,Gd089":12289PB 2,0ng/mL
mit POD-Streptavidin 1:4000 Stopp nach 2 min
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% relative
oD SD %SD  Bindung
Standard peptid 6ng/ml 0,181 0,005 2,7 28 Tabelle 2.10
Normalserum normal pool2 . .
Pool2 P 0,584 0035 61 90| Ermittlung der Optical
Serum 1 mla 0,612 0,013 2.2 95| Density (OD), der
Serum 2 m7 0,581 0,007 12 90 Standardabweichung
Serum 3 m22 0,599 0,022 37 93
Serum 4 ul 0,589 0,005 0,8 91 (SD), der prozc_antualen
Serum 5 ud 0,549 0,023 41 gs| Standardabweichung
Serum 6 u9 0,562 0,018 31 87| (%SD), und der
Serum 7 s2 0,564 0,009 1,6 87 relativen Bindung in
Serum 8 s4 0,565 0,003 0,5 87| Prozent fiir den
Serum 9 s6 0,554 0,016 2,9 86 .
Serum 10 b1 0,557 0,006| 1,0 ge| IMmunoassay mit dem
Serum 11 b7 0,409 0002| 05 63| Peptid-Antikorper
Serum 12 b35 0,570 0,011 1,9 88| GdO89
Fruchtwasser Amnion 0,381 0,018 4,6 59
ohne Serum ohne 0,647 0,023 3,6 100 . LA
ohne PB blank 0,007 0,001 202 1) Verdinnung: 1:2
% relative
oD SD %SD Bindung
Standard peptid 1,5 ng/ml 0,180 0,012 6,7 29 Tabelle 2.11
Normalserum . .
Pool2 normal pool2 0,579 0,013 23 93 Ermltftlung der Optlcal
Serum 1 mila 0,628 0,029 46 100 Density (OD), der
Serum 2 m7 0,518 0,001, 03 83 Standardabweichung
Serum 3 m22 0,557 0,014 25 89 (SD), der prozentualen
Serum 5 u4 0,454 0,030 6,5 73 f
Serum 6 u9 0,494 0,004 07 79 (O/,OSD)’ u.nd der relat!yen
Serum 7 <2 0,589 0,008 13 9 Bindung in Prozent fur
Serum 8 s4 0,556 0,002 04 89 den Immunoassay mit
Serum 9 s6 0,529 0,017 32 85 dem Peptid-Antik('jrper
Serum 10 bl 0,552 0,010 18 88 Gd090
Serum 11 b7 0,461 0,018 40 74
Serum 12 b35 0,542 0,019 35 87 .
Fruchtwasser Amnion 0,663 0,002 03 106 Verdlnnung: 1:2
ohne Serum ohne 0,625 0,015 25 100
ohne PB blank 0,007 0,001 20,2 1

Der EIA mit den Glycodelinantikbrper werden noch nicht klinisch eingesetzt, die
Bestimmung dient wissenschaftlichen Zwecken.

2.2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS durchgefihrt.
Der Mann-Whitney-U-Test fur nichtparametrische unabhangige Stichproben diente
dem Vergleich der Mittelwerte. Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch
signifikantes Ergebnis betrachtet. Die Korrelationsanalyse wurde durch Ermittlung
des Rangkorrelationskoeffzienten von Spearman (Spearman’s rho) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Histologische Befunde

3.1.1 Maligne Befunde

Alle erhobenen Befunde konnten dem héaufigsten Typ des Ovarialkarzinoms, den
Oberflachenepithel-Stromatumoren zugeordnet werden. Dabei traten das serose,
muzindse und endometroide Ovarialkarzinom in unterschiedlicher

Haufigkeitsverteilung auf.

Die statistische Verteilung des histologischen Typs der malignen Ovarialtumoren aus
der vorliegenden Studie zeigt eine hohe Anzahl serdser Karzinome (n=28), einen
geringen Anteil an muzinésen Karzinomen (n=1) und die Anzahl der endometroiden
Karzinome (n=15) (s. Abb. 3.1).

Statistische Verteilung des histologischen Typs

30

25 A

20 1 O serds

B muzind
15 uzinos

B endometroid

10 -

Haufigkeit im untersuchten Kollektiv

Ovarialkarzinom - histologisch
Abbildung 3.1

Abbildung 3.1 zeigt die statistische Verteilung des histologischen Typs aller
ermittelten histologischen Befunde (n=44). Serdses Ovarialkarzinom: n= 28;
Muzin6ses Ovarialkarzinom: n=1; Endometroides Ovarialkarzinom: n=15.
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3.1.2 Benigne Befunde

Die benignen Befunde (n=76) wurden anhand der histologischen Ergebnisse in zwei
weitere Hauptgruppen eingeteilt (Abb. 3.2). Damit ergab sich die Gruppe
der,Retentionszysten* (n=32), zu welchen die Inklusionszysten, Follikelzysten,
Corpus-Luteum-Zysten, Endometriumzysten und die einfachen serdsen Zysten
zahlen. Zu der Gruppe der ,echten” Tumoren (n=38) zahlen das serdse Zystadenom,
das muzinbse Zystadenom, das serbse Zystadenofiborom, das muzindse
Zystadenofibrom, Brenner-Tumoren, das Teratom und das Fibrom. In die
Auswertung der benignen Befunde gingen zudem benigne, nicht naher klassifizierte
Befunde mit ein (n=6)

Differenzierung der benignen Befunde: Retentionszyste vs. Tumor

40

30

Anzahl (n)

10

0 T
Retentionszyste Tumor

Befund
Abbildung 3.2

Abbildung 3.2 zeigt die Haufigkeit der zwei Untergruppen der benignen Befunde:
Retentionszysten (n=32) und ,echte“ Benigne Tumoren (n=38).
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3.2 Untersuchungen von Tumormarkern bei benignen und malignen
Befunden

3.2.1 CA 125

Der Unterschied im Nachweis von CA 125 im Serum ist zwischen der benignen und
der malignen Gruppe im Mann-Whitney-Test signifikant (p=0,000). Hierbei ist im
Serum der Patientinnen mit malignen Tumoren der Nachweis von CA125 im Median
signifikant hoher als bei den Patientinnen mit benignen Tumoren. Der Median von
CA125 betragt 341 U/ml fir maligne Befunde, fiir benigne Befunde betragt er 9 U/ml.

Statistik fur Test

Dignitat N Mittlerer Rang | Rangsumme ' CA 125
CA125 maligne 40 90,43 3617,00 Mann-Whitney-U 163,000
benigne 74 39,70 2938.00 Wilcoxon-W 2938,000
Gesamt 114 z -7,820
Asymptotische 000
Signifikanz (2-seitig) '

a. Gruppenvariable: Dignitat
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Abbildung 3. 3 Dignitat

Abbildung 3.3: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der Cal25 Konzentrationen im Serum (in U/ml)
von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis
entspricht dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxldnge).
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3.2.2CA 15-3

Der Unterschied im Nachweis von CA 15-3 im Serum ist zwischen der benignen und
der malignen Gruppe im Mann-Whitney-Test ebenfalls signifikant (p=0,000). Bei
Patientinnen mit malignen Tumoren ist die Konzentration von CA15-3 im Serum im
Median signifikant hoher als bei den Patientinnen mit benignen Tumoren. Der
Median von CA15-3 betragt 46 U/ml fir maligne Befunde, fiir benigne Befunde
betragt er 21 U/ml.

Range Statistik fur Tes®
Dignitét N Mittlerer Rang | Rangsumme ' CA153
CA 153 maligne 40 72,88 2915,00 Mann-Whitney-U 865,000
benigne 74 49,19 3640,00 ‘;V"COXO”'W 3640,000
Gesamt 114 _ -3,652
Asymptotische 000
Signifikanz (2-seitig) '

a. Gruppenvariable: Dignitat
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Abbildung 3.4: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der Cal5-3 Konzentrationen im Serum (in U/ml)
von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis
entspricht dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxldnge).
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3.2.3 CA 27-29

Die Bestimmung von CA 27-29 im Serum der Patientinnen ergab in der statistischen
Auswertung im Mann-Whitney-Test einen signifikanten Unterschied (p=0,000)
zwischen der Konzentration bei benignen und der Konzentration bei malignen
Befunden. Hierbei ist die Serumkonzentration bei malignen Tumoren im Median
signifikant héher als bei benignen Tumoren. Der Median von CA 27-29 betragt 37

U/ml fur maligne Befunde, fur benigne Befunde betragt er 16 U/ml.

Range Statistik fur Test?
Dignitat N Mittlerer Rang | Rangsumme CA 27-29
CA27-29 maligne 39 70,67 2756,00 Mann-Whitney-U 832,000
benigne 72 48,06 3460,00 Wilcoxon-wW 3460,000
Gesamt 111 z -3,533
Asymptotische 000
Signifikanz (2-seitig) '

a. Gruppenvariable: Dignitat
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Abbildung 3.5: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der Ca27.29 Konzentrationen im Serum (in U/ml)
von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis
entspricht dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxldnge).
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3.24 CA 19-9

Die Bestimmung von CA 19-9 in den Serumproben ergab im Mann-Whitney-Test
keinen signifikanten Unterschied bei Seren maligner und benigner Befunde
(p=0,667). Der Median von CA 19-9 betragt 8 U/ml fur maligne Befunde, fir benigne
Befunde betragt er 7 U/ml.

Range Statistik fur Test?
Dignitat N Mittlerer Rang | Rangsumme CA 19-9 U/ml
CA 19-9 U/ml maligne 39 58,82 2294,00 Mann-W hitney-U 1372,000
benigne 74 56,04 4147,00 W ilcoxon-W 4147,000
Gesamt 113 z -431
Asymptotische 667
Signifikanz (2-seitig) '

a. Gruppenvariable: Dignitat
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Abbildung 3.6: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der Cal9-9 Konzentrationen im Serum (in U/ml)
von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis
entspricht dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxlange)
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3.2.5 PankoMab

Die Bestimmung von PankoMab im Serum der Patientinnen ergab in der statistischen
Auswertung im Mann-Whitney-Test einen signifikanten Unterschied (p=0,051)
zwischen der Konzentration bei benignen und der Konzentration bei malignen
Befunden. Hierbei ist die Serumkonzentration bei benignen Tumoren im Median
signifikant hoher als bei malignen Tumoren. Der Median von PankoMab betragt 22
U/ml fir maligne Befunde, fur benigne Befunde betragt er 31 U/ml.

Range Statistik fur Tes
Dignitét N Mittlerer Rang | Rangsumme ' PankoMab
PankoMab  maligne 42 51,63 2168,50 Mann-Whitney-U 1265,500
benigne 77 64,56 4971,50 | | Wilcoxon-w 2168,500
Gesamt 119 z . -1,955
Asymptotische 051
Signifikanz (2-seitig) '

a. Gruppenvariable: Dignitat

100,00
035
80,00
g 60,007
=)
Q
©
=
o
=
< 40,00
o
| ———
20,007
0,00
T T
maligne benigne
) Dignitat
Abbildung 3. 7

Abbildung 3.7: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der PankoMab Konzentrationen im Serum (in
U/ml) von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken
entspricht dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die
Fehlerbalken entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise sind Ausreil3er
(Kreis entspricht dem 1,5fachen der Boxlange).
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3.2.6 CEA

Die Bestimmung von CEA aus den Serumproben ergab im Mann-Whitney-Test
ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse bezuglich des Unterschiedes in der
Konzentration im Serum bei Proben maligner und benigner Befunde (p=0,335).
Der Median von CEA betragt 0,8 ng/ml fir maligne Befunde, fur benigne Befunde
betragt er 1,1 ng/ml.

Range Statistik fur Test?

Dignitat N Mittlerer Rang | Rangsumme _ CEA ng/ml
CEA maligne 38 52,37 1990,00 Mf.amn-Whltney-U 1249,000
ng/ml benigne 74 58,62 4338,00 Wilcoxon-W 1990,000
VA -,965

Gesamt 112 i ’
Asymptotische 335

Signifikanz (2-seitig) '

a. Gruppenvariable: Dignitat
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Abbildung 3.8: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der CEA Konzentrationen im Serum (in ng/ml) von
benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht dem
Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken entsprechen
dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis entspricht
dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxlange).
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3.2.7hCG

Der Vergleich der Serumkonzentrationen von hCG zwischen benignen und malignen
Tumoren des Ovars ergab im Mann-Whitney-Test einen signifikanten Unterschied
(p=0,000). Bei malignen Prozessen ist die Konzentration im Serum im Median
signifikant hoher als bei benignen Tumoren. Der Median von hCG betragt 4 miU/ml

fur maligne Befunde, fur benigne Befunde ist er 0,1 mlU/ml.

Range Statistik fur Tesf
Dignitat N Mittlerer Rang | Rangsumme ' hCG miU/ml
hCG miu/ml maligne 39 76,05 2966,00 Mann-Whitney-U 700,000
benigne 74 46,96 3475,00 | | Wilcoxon-W 3475,000
Gesamt 113 z _ 4,788
Asymptotische 000
Signifikanz (2-seitig) '

a. Gruppenvariable: Dignitat
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Abbildung 3.9: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der hCG Konzentrationen im Serum (in mlU/ml)
von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis
entspricht dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxlange)
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3.2.8 GdO89

Die Messung der Konzentration an Gdo89 im Serum zeigte im Mann-Whitney-Test
einen signifikanten Unterschied zwischen malignen und benignen Befunden
(p=0,012). GdO89 war im Median im Serum benigner Befunde signifikant hoher
nachweisbar als im Serum maligner Befunde. Der Median von GdO89 betragt 3

ng/ml fur maligne Befunde, fur benigne Befunde betréagt er 5 ng/ml.

Range Statistik fur Test?

Dignitat N Mittlerer Rang | Rangsumme GdO89

GdO89 maligne 44 49,98 2199,00 - (ng/mi)
(ng/ml) benigne 76 66,59 5061,00 | | MannWhitney-U 1209,000
G . 120 Wilcoxon-W 2199,000
esam 7 -2,522
Asymptotische 012

Signifikanz (2-seitig) '
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Abbildung 3.10: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der GdO89 Konzentrationen im Serum (in ng/ml)
von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis
entspricht dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxldnge).
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3.2.9 GdO90

Bei der Durchfihrung des Mann-Whitney-Tests mit den Messdaten der GdO90-
Konzentration in den Serumproben ergab sich ein signifikanter Unterschied
(p=0,023) zwischen den malignen und benignen Befunden.

Der Median liegt bei den benignen Serumproben signifikant hoher als bei den
malignen Serumproben. Der Median von GdO90 betragt 9 ng/ml fur maligne

Befunde, fur benigne Befunde betragt er 13 ng/ml.

Range Statistik fur Test?
Dignitét N Mittlerer Rang | Rangsumme Gd0O90
Gd0O90 maligne 44 51,05 2246,00 Y ETTRTT—— (ng/ml)
na/ml . ann-Whitney- 1256,000
(ng/ml) benigne 76 65,97 5014,00 Wilcoxon W 2246,000
Gesamt 120 z -2,266
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 023
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Abbildung 3.11: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der GAO90 Konzentrationen im Serum (in ng/ml)
von benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht
dem Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis
entspricht dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxldnge).

49



Tumormarker im Serum von Patientinnen mit benignen und malignen Erkrankungen des Ovars

3.2.10 Glycodelin in differenzierter Betrachtung der benignen Befunde

Innerhalb der benignen Befunde wurde eine weitere Aufteilung in zwei Gruppen, zum
einen die Gruppe der Ovarialzysten, zum anderen die Gruppe der ,echten” benignen
Tumoren durchgefuhrt.

Die statistische Analyse mit dem Mann-Whitney-Test ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen der Serumkonzentration von GdO89 und GdO90 bei malignen
Tumoren und benignen Ovarialzysten (p=0,001 GdO89, p=0,002 Gd090). Keine
Signifikanz zeigte der Mann-Whitney-Test fur die Serumkonzentrationen von GdO89
und GdO90 bei malignen Tumoren und ,echten® benignen Tumoren (p=0,193
Gd089, p=0,260 GdO90).

Signifikante Unterschiede ergab der Mann-Whitney-Test far die
Serumkonzentrationen von GdO89 und GdO90 zwischen benignen Ovarialzysten

und ,echten” benignen Ovarialtumoren (p=0,031 GdO89, p=0,013 Gd090).

Statistik fir Tes®

Mittlerer GdO89 Gd0O90
Dignitat N Rang Rangsumme (ng/ml) (ng/ml)
GdO89 maligne 44 32,08 1411,50 Mann-W hitney U 421,500 439,000
(ng/ml) benigne - Zysten 34 49,10 1669,50 W ilcoxon W 1411,500 | 1429,000
Total 78 z -3,290 -3,114
GdO90 maligne 44 32,48 1429,00 Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,002
(ng/ml) benigne - Zysten 34 48,59 1652,00 a. Gruppenvariable: Dignitét
Total 78
Statistik fur Test?
o Mitterer GdO89 | GdO9O
Dignitat N Rang Rangsumme (ng/ml) (ng/ml)
GdO89  maligne 44 37,44 1647,50 Mann-Whitney U 657,500 | 675,500
(ng/ml)  penigne - Tumoren 36 44,24 1592,50 Wilcoxon W 1647,500 | 1665,500
Total 80 z -1,301 -1,127
GdO90  maligne 44 37,85 1665,50 Asymp. Sig. (2-tailed) ,193 ,260
(ng/ml)  benigne - Tumoren 36 43,74 1574,50 a. Gruppenvariable: Dignitat
Total 80
Statistik fur Test?
Mittlerer GdO89 GdO90
Dignitét N Rang Rangsumme (ng/ml) (ng/ml)
Gdo89 benigne - Zysten 34 40,91 1391,00 Mann-Whitney U 428,000 401,500
(ng/ml) benigne - Tumoren 36 30,39 1094,00 Wilcoxon W 1094,000 | 1067,500
Total 70 z -2,162 -2,474
Gd090 benigne - Zysten 34 41,69 1417,50 Asymp. Sig. (2-tailed) ,031 013
(ng/ml) benigne - Tumoren 36 29,65 1067,50 a. Gruppenvariable: Dignitit
Total 70
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Abbildung 3.12: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der GdO89 Konzentrationen im Serum (in ng/ml)
von Patientinnen mit benignen Ovarialzysten (34), ,echten” benignen Tumoren ( 36) und von malignen
(44) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den
Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken entsprechen dem Bereich zwischen 5.
und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausrei3er (Kreis entspricht dem 1,5fachen der
Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxlange).
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Abbildung 3.13: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der GAO90 Konzentrationen im Serum (in ng/ml)
von Patientinnen mit benignen Ovarialzysten (34), ,echten* benignen Tumoren (36) und von malignen
(44) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht dem Median. Die Box gibt den
Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken entsprechen dem Bereich zwischen 5.
und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausrei3er (Kreis entspricht dem 1,5fachen der
Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxlange).
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3.2.11 Vergleich der signifikanten Marker

Abbildung 3.10 gibt einen Uberblick tber die Verteilung der Messergebnisse aller

signifikanten Tumormarker, bezuglich ihrer Zuordnung zur Dignitat der Befunde der

jeweiligen Serumproben.
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Abbildung 3.14: BoxPlot Diagramm zur Darstellung der Konzentrationen der Marker Cal125 (U/ml),
Cal5-3 (U/ml), Ca27-29 (U/ml), HCG (mlu/ml), GdO89 (ng/ml) und GdO90 (ng/ml) im Serum von
benignen (74) und malignen (40) Ovarialtumorpatientinnen. Der waagerechte Balken entspricht dem
Median. Die Box gibt den Bereich zwischen 25. und 75. Percentile an. Die Fehlerbalken entsprechen
dem Bereich zwischen 5. und 95. Percentile. Die Kreise und Sterne sind Ausreil3er (Kreis entspricht
dem 1,5fachen der Boxlange, Stern entspricht dem 3fachen der Boxlange).
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3.3 Korrelationen

Alle ermittelten Tumormarkerwerte wurden mittels des nichtparametrischen
Korrelationstest Spearman  Rangkorrelationskoeffizienten  (Spearmans rho)
miteinander korreliert (s. Tabelle 3.1).

Hochsignifikante Werte werden bei Korrelation im Signifikanzlevel <0,01 erhalten,

signifikante Werte sind durch eine Korrelation im Signifikanzlevel <0,05 gegeben.

3.3.1CA 125

CA 125 korreliert hochsignifikant mit CA 15.3 (Korrelationskoeffizient 0,42, p=0,000),
mit CA  27.29 (Korrelationskoeffizient 0,34, p=0,000), mit HCG
(Korrelationskoeffizient 0,32, p=0,023) und mit GdO90 (Korrelationskoeffizient -0,23,
p=0,014).

3.3.2CA 153

CA 15.3 korreliert hochsignifikant mit CA 125 (Korrelationskoeffizient 0,42, p=0,000),
mit CA 27.29 (Korrelationskoeffizient 0,85, p=0,000), mit CA 19.9
(Korrelationskoeffizient 0,22, p=0,041), und mit PankoMab (Korrelationskoeffizient
0,28, p=0,003).

3.3.3CA 27.29
CA 27.29 korreliert hochsignifikant mit CA 125 (Korrelationskoeffizient 0,34,
p=0,000), mit CA 15.3 (Korrelationskoeffizient 0,85, p=0,000), mit PankoMab

(Korrelationskoeffizient 0,39, p=0,000) und mit GdO90 (Korrelationskoeffizient 0,22,
p=0,009).
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3.3.4CA19.9

CA 19.9 korreliert signifikant mit CA 15.3 (Korrelationskoeffizient 0,22, p=0,041),

hochsignifikant mit CEA (Korrelationskoeffizient 0,37, p=0,000) und signifikant mit

GdO90 (Korrelationskoeffizient 0,22, p=0,039).

3.3.5 PankoMab

PankoMab korreliert hochsignifikant mit CA 15.3 (Korrelationskoeffizient 0,28,

p=0,003), mit CA 27.29 (Korrelationskoeffizient 0,39, p=0,000), und mit CEA

(Korrelationskoeffizient 0,27, p=0,005).

3.3.6 CEA

CEA korreliert hochsignifikant mit CA 19.9 (Korrelationskoeffizient 0,37, p=0,000) und

mit PankoMab (Korrelationskoeffizient 0,27, p=0,005).

3.3.7 HCG

HCG korreliert signifikant mit CA 125 (Korrelationskoeffizient 0,32, p=0,023).

3.3.8 GAO89

GdO89 korreliert hochsignifikant mit GdO90 (Korrelationskoeffizient 0,43, p=0,000).

3.3.9 Gd0O90

GdO90 korreliert signifikant mit CA 125 (Korrelationskoeffizient -0,23, p=0,014), mit
CA 19.9 (Korrelationskoeffizient 0,22, p=0,039), hochsignifikant mit CA 27.79
(Korrelationskoeffizient 0,22, p=0,009) und mit GdO89 (Korrelationskoeffizient 0,43,
p=0,000).
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4. Diskussion

Tumormarker sind seit vielen Jahren Bestandteil der Tumornachsorge und
Tumortherapie. Hinsichtlich des epithelialen Ovarialkarzinoms hat sich der Marker
CA 125 aufgrund seiner relativ hohen Organspezifitat und Korrelation mit dem
Erkrankungsstadium bewahrt.

Jedoch ist nach wie vor keine zuverlassige Diagnostik des malignen Ovarialtumors
im vorklinischen Stadium mdoglich. Die Friherkennung maligner Tumoren ist die
Methode, die die besten Uberlebensraten liefert. Eine wenig invasive Form der
Diagnostik konnte die Bestimmung von Tumormarkern im Serum sein. Die ermittelten
Ergebnisse dieser Arbeit sollen die Kenntnisse Uber den Einsatz weiterer moglicher
Tumormarker zur Differenzierung maligner und benigner Erkrankungen des Ovars im

klinischen Alltag erweitern.

4.1 Unterschiede zwischen malignen und benignen Befunden

4.1.1 Membranstandige Tumormarker

4.1.1.1 Cancer Antigen 125 (CA 125)

CA 125 ist aktuell der am meisten eingesetzte Tumormarker fur das epitheliale
Ovarialkarzinom. Die Evaluation anderer Tumormarker richtet sich somit nach den
Kenntnissen der Eigenschaften von CA 125 aus.

Seit der ldentifizierung von CA 125 und der Erkenntnis, diesen als quantitativen
Serummarker bei Ovarialkarzinomen heranziehen zu kénnen (28, 52) wurden
zahlreiche Studien zum Cancer Antigen 125 auch mit der Intention durchgefihrt,
diesen Marker mit oder ohne Kombination mit weiteren Markern bzw. apparativer
Diagnostik als zuverlassigen Screening- bzw. Differenzierungsmarker einsetzen zu
kénnen (4, 26, 52, 55, 66).

Die Differenzierung zwischen benigne und maligne spielt hier die maf3gebliche Rolle.
Es konnte dargestellt werden, dass lediglich in 8% der benignen Befunde die

Serumkonzentration des CA 125 uber 65 U/ml liegt, dagegen kann bei Patientinnen
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mit malignen Tumore in 75% der Falle ein CA 125 Wert tber 65 U/ml nachgewiesen
werden (52). Bei alleiniger Betrachtung der nicht-muzindsen epithelialen
Ovarialkarzinome kann ein maligner Prozess bei Serum-CA125 Uber 65 U/ml mit
einer Sensitivitat von 91% bestatigt werden (52).

Von wesentlicher Bedeutung fur die Sensitivitat und Spezifitat ist die Einteilung in
pramenopausale und postmenopausale Patientengruppen: hierbei kann eine héhere

Sensitivitat und Spezifitdt bei postmenopausalen Frauen beobachtet werden (52).

In unserer Studie konnten wir einen hochsignifikanten Unterschied (p < 0,001) in der
Serumkonzentration von CA 125 zwischen malignen und benignen Befunden
nachweisen. Der Median der benignen Befunde lag mit 9 U/ml unter der 5. Perzentile
der malignen Befunde (5. Perzentile 13 U/ml).

Eine Bewertung der Messergebnisse mit dem im IMMULITE 2000 OM-MA
angegebenem Referenzwert von 21 U/ml, ergibt einen positiv pradiktiven Wert von
70% und einen negativ pradiktiven Wert von 90%.

Wir haben auf eine Einteilung der Patientinnen in eine pra- bzw. postmenopausale
Gruppe verzichtet. Auffallend war die Altersverteilung mit 84% der tGber 50-jahrigen in
der malignen Gruppe, wéhrend die benigne Gruppe einen Anteil von 43% Frauen
tUber 50 Jahren aufwies. Es ist anzunehmen, dass in den Fallen der
postmenopausalen Patientinnen eine Erhdhung des CA 125 eine weitaus hohere
Treffsicherheit bezlglich der Unterscheidung zwischen malignen und benignen
Tumoren des Ovars hat. Dennoch ist ein praklinischer Einsatz zur
Screeningdiagnostik nach dem bisherigen Stand der Erkenntnis nach wie vor

unwahrscheinlich.

CA 125 ist bislang der am besten erforschte und der im klinischen Alltag
zuverlassigste Marker fur das Ovarialkarzinom, weshalb es als Mal3stab fur alle neu
evaluierten Tumormarker in diesem Bereich dienen soll.

4.1.1.2 CA 125 im Vergleich mit MUC1-Markern

Zu den MUC1-Markern welche mit CA 125 verglichen werden sollen gehéren CA
27.29, CA 15-3, CA 19-9 und PankoMab.
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4.1.1.2.1 CA 15-3 und CA 27.29 im Vergleich

CA 27.29 und CA 15-3 sind sich in ihrer Struktur sehr ahnlich und finden schon
langer Verwendung in der Brustkrebsnachsorge (15). Sie sind auch als Marker zur
Brustkrebsvorsorge in Evaluation, wobei CA 27.29 trotz hodherer Spezifitdt und
Sensitivitat  im  Vergleich zu CA 15-3 nach wie vor keine Eignung als
Screeningparameter fur das Mammakarzinom aufweisen konnte (24). Eine im
Hinblick auf die Fruherkennung von Ovarialkarzinomen durchgefihrte Studie, die
CA15-3, CA 125 und einen weiteren Tumormarker, CA 72-4 mit Ultraschall
kombinierte, konnte bislang auch keine signifikante Aussagekraft des Markers fur
eine Fruherkennung erbringen (70).

Die Messungen im Rahmen der vorliegenden Studie zeigten deutlich signifikante
Unterschiede in der Serumkonzentration sowohl von CA 27.29 als auch von CA 15-3
zwischen malignen und benignen Ovarialtumoren. Die Mediane waren zwar
signifikant voneinander unterschiedlich, jedoch ging aus den Boxplots (vgl. Abb. 3.2
und Abb. 3.3) eine groRe Uberlappungszone der Serumwerte hervor, was
verdeutlicht, dass nicht eindeutig zwischen maligne und benigne unterschieden
werden kann, da die Wahrscheinlichkeit, dass der gemessene Wert in einem Bereich
liegt, der sowohl von benignen als auch malignen Ovarialtumoren abgedeckt ist, sehr
hoch ist. Man kann zwar davon ausgehen, dass 50% der malignen Tumoren einen
CA 15-3 Wert groRRer als 45 U/ml und einen CA 27.29 Wert grofRer als 37 U/ml
aufweisen, jedoch die Werte darunter stellen eine Grauzone dar und kénnen somit
das Wesentliche eines Tumormarkers, die eindeutige Zuordnung und die damit
verbundene hohe Sensitivitdt und Spezifitat nicht gewahrleisten. Es ergibt sich aus
dieser Studie somit keine dem CA 125 anndhernd gute Aussagekraft fur CA 15-3 und
CA 27.29.

4.1.1.2.2 CA 19-9 im Vergleich

Als einzelner Tumormarker war CA 19-9 nicht verwertbar, sowohl in der alleinigen
Betrachtung hinsichtlich seines Differenzierungspotentials zwischen malignen und
benignen Tumoren, als auch folglich im Vergleich mit CA 125. Der Unterschied

innerhalb der Dignitdt ist als nicht signifikant aus unserer Auswertung
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hervorgegangen.

Diese Erkenntnis reiht sich in die bislang bekannten Ergebnisse zur Aussagekraft
dieses Tumormarkers ein. Selbst bei einer hohen Spezifitat und Sensitivitat und
etabliertem klinischen Einsatz fir das Pankreaskarzinom (73) ist der positiv pradiktive
Wert hierbei kleiner als 1 Prozent (42). Der Einsatz als Screeningmarker ist somit
auch bei den fur CA-19-9 relativ spezifischen Pankreaskarzinomen und bésartigen
Gallenwegtumoren nicht moglich, fur das Ovarialkarzinom haben sich nun als
Einzelmarker diesbeziglich auch keine weiteren Anhaltspunkte ergeben. In der
Kombinationsbestimmung mit CA 125 bei Borderlinetumoren konnte CA19-9 im
follow-up fir muzindse Borderlinetumoren bereits ein Differenzierungspotential
zwischen serésem und muzinésem Typ und einen sensitiveren Rezidivhachweis

erbringen (45).

4.1.1.2.3 Beurteilung von PankoMab

PankoMab gehort zu einer Generation neuer Tumormarker, welcher bislang vor
allem hinsichtlich seiner Eigenschatft als therapeutischer Tumorantikorper im Rahmen
einer Immuntherapie evaluiert wurde und sich derzeit noch in Erprobung befindet (9).
Allgemein ist zur Gewahrleistung einer moglichst hohen Bindungskapazitat an
Tumorzellen zur Immuntherapie ein Antikorper mit geringer Bindung an
.gesheddete”, vom Tumor abgeloste MUC1 Epitope von Vorteil (9). Diese
Eigenschaft von PankoMab konnten wir in unseren Bestimmungen beobachten: Im
Serum von Patientinnen mit malignen Ovarialkarzinomen wurde deutlich weniger
MUC1 durch PankoMab detektiert, der Unterschied zwischen malignen und benignen
Befunden war mit deutlich erhéhtem TA-MUC1-Nachweis bei benignen
Ovarialtumoren signifikant (Median maligne: 22 U/ml, Median benigne: 31 U/ml)

Die Eigenschaft von PankoMab, bei malignen Tumoren nicht vermehrt an
zirkulierende Antigene zu binden haben wir somit bestatigt, die vermehrte Detektion
von TA-MUC1 bei benignen Erkrankungen ist vorsichtig zu bewerten, da zwar die
Mediane knapp signifikant voneinander unterschiedlich waren (p=0,051), jedoch im
Boxplot die Boxen bzw. Fehlerbalken sich von der 5. bis zur 95. fast vollstandig
Uberschnitten (vgl. Abb.3.7). PankoMab hat als Serummarker somit kein Potential zur

Differenzierung zwischen malignen und benignen Ovarialtumoren.
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4.1.1.3 Beurteilung von CEA

Das Carcinoembryonale Antigen CEA ist bekanntermal3en ein Tumormarker in der
Nachsorge des kolorektalen Karzinoms (19), zudem ist aber auch eine relativ hohe
Spezifitat fur das muzingse epitheliale Ovarialkarzinom bekannt (14, 29, 59). Hierbei
korreliert die Gewebekonzentration von CEA mit dem CEA-Serumlevel. Ist im
Gewebe kein CEA nachweisbar, ist das Antigen im Serum nicht detektierbar (59). Bei
sergsen Karzinomen ist der Nachweis von CEA sowohl im Gewebe als auch im
Serum gering bis fehlend (29, 59, 74). Eine Kombinationsbestimmung von CA 125
und CEA zeigt eine Erh6hung beider Marker in maligner und benigner
Zystenflussigkeit und in Aszites gegeniber der Serumkonzentration bei denselben
Patienten, aul3erdem liegt innerhalb der Zystenformen eine héhere Konzentration in
der Flussigkeit maligner Zysten vor. Die HoOhe der Konzentration in der
Zystenflussigkeit korreliert nicht mit dem CEA-Serumlevel (29). Die Untersuchung
von CEA-Serumkonzentrationen bei Borderlinetumoren des Ovars bestétigt die
Nachweisbarkeit bei muzindsen Karzinomen und die fehlende Nachweisbarkeit bei
serbsen Karzinomen (74).

Somit kdnnte CEA ein Marker zur Differenzierung des histologischen Typs eines
Ovarialkarzinoms darstellen.

Eine hohe Spezifitat des CEA fur muzindse Karzinome konnte allerdings nicht immer
bestétigt werden: eine weitere Studie fand lediglich bei 15% der Patientinnen mit
muzinésem Karzinom eine Erhéhung des CEA im Serum (82). Auch in darauf
folgenden Studien verlor die Bestimmung von CEA immer weiter an Bedeutung, da
CA 19-9 (45) und auch CA 72-4 (82) im direkten Vergleich mit CEA eine hbthere

Spezifitat fir das muzindse Karzinom aufweisen.

In unseren Serumbestimmungen von CEA konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen malignen und benignen Ovarialtumoren ermittelt werden. Die Mediane
waren mit 0,7 ng/ml bei malignen und 1,0 ng/ml bei benignen auf fast identischem
Niveau. Dieses Ergebnis ist vermutlich neben der allgemein geringen Spezifitdt und
Sensitivitat des Carcinoembryonalen Antigens auch auf die geringe Zahl an
muzindsen Karzinomen in dieser Studie zurickzufuhren (vgl. Abb. 3.1). Im
untersuchten Patientinnengut existierte lediglich ein einziger Fall mit histologisch

gesichertem muzinésen Ovarialkarzinom. Interessanterweise war im Serum dieser
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Patientin der CEA-Wert mit 84 ng/ml stark erhoht. Von zwei weiteren Ausreifl3ern
konnte einer einem endometroiden Karzinom zugeordnet werden (114 ng/ml), der
andere wurde histologisch nicht ndher klassifiziert (61,8 ng/ml). Anhand der geringen
Fallzahl ist dieses Ergebnis nicht reprasentativ, bestatigt aber tendenziell die in der
Literatur beschriebenen Erkenntnisse.

4.1.2 Sezernierte Tumormarker

4.1.2.1 Glycodelin

Seit der Beobachtung, dass Glycodelin neben den schon langer bekannten
Syntheseorten im Endometrium und Eileiter auch die Ovarien als Herkunftsort
aufweist (39), wurde das Glykoprotein hinsichtlich seiner Bedeutung als Tumor- und
Differenzierungsmarker bei Ovarialtumoren evaluiert (5, 31, 32, 54).

Glycodelin hat immunosuppressive Eigenschaften (7, 64), was sich auf die ovarielle
Karzinogenese auswirken kdnnte, es ist vor allem in benignen und malignen serésen
Tumoren des Ovars vermehrt zu finden (39). Die Konzentration von Glycodelin-A ist
in  Ovarialflissigkeit maligner zystischer Tumoren signifikant hoher als in
Ovarialzystenflissigkeit benigner Ovarialzysten (5). In derselben Studie wurden
zudem signifikant erhbhte GdA-Serumkonzentrationen bei Patientinnen mit malignen

Ovarialtumoren gefunden.

Dieses Ergebnis lasst sich mit unseren Bestimmungen nur zum Teil bestatigen. Die
Resultate der vorliegenden Studie zeigten dass die Glycodelinkonzentration bei
benignen Befunden signifikant hoher war als bei Ovarialkarzinomen. Bei naherer
Betrachtung und Berlcksichtigung der Differenzierung innerhalb der benignen
Befunde zu Retentionszysten und ,echten benignen Tumoren erhielt man einen
signifikanten Unterschied zwischen den Serumkonzentration bei malignen
Ovarialtumoren (Mediane: 3,9 ng/ml GdO89 bzw. 9,2 ng/ml GdO90) und benignen
Ovarialzysten (Mediane: 6 ng/ml GdO89 bzw. 17,3 ng/ml GdO90), p=0,001 GdO89
und p=0,002 GdO89.

Keinen signifikanten Unterschied gab es jedoch zwischen malignen Tumoren und
~echten” benignen Tumoren (p=0,193 fir GdO89 bzw. p=0,260 fur GdO90).
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Signifikant war zudem auch der Unterschied zwischen benignen Zysten des Ovars
und benignen Tumoren (Mediane: 3,4 ng/ml GdO89 bzw. 10,7 ng/ml GdO90),
p=0,031 GdO89, p=0,013 GdO90.

Bei Patientinnen mit zystischen, aber benignen Erkrankungen des Ovars war somit
ein deutlich erhdhter Serumspiegel an Glycodelin vorhanden. Dass es im Gegensatz
zu Glycodelin-A nicht bei malignen Ovarialtumoren erhéht war, kann aktuell nicht
abschlieBend beurteilt werden, moglicherweise spielt die Verwendung von
Peptidantikdrpern eine Rolle, da dieser von der Glykosylierung unabhangig ist.

Was dieses Ergebnis zu Glycodelin unterstreicht, ist das Resultat einer Studie zu
Glycodelin im Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Ovarialkarzinoms.
In dieser wurde deutlich, dass mit zunehmender Entdifferenzierung des malignen
Ovarialtumors die Glycodelinkonzentration im Tumor sinkt (54).

Es ist somit durch die Bestimmung von Glycodelin im Serum keine zuverlassige
Aussage zur Unterscheidung von benignen und malignen Tumoren des Ovars zu
treffen, jedoch zur Differenzierung innerhalb benigner Raumforderungen im Bereich

des Ovars kdnnte es dienlich sein.

4.1.2.2 hCG

Humanes Choriongonadotropin (hCG) und seine freie B-Kette (B-hCG) werden
normalerweise in der Plazenta gebildet. Erhdohte B-hCG-Serumspiegel sind am
haufigsten in der Schwangerschaft und bei Keimzelltumoren gefunden. Zu den f-
hCG -produzierenden Tumoren gehort auch das Ovarialkarzinom (57, 58).

Auch in der Zystenflissigkeit sowohl benigner als auch maligner Ovarialzysten ist -
hCG in hoher Konzentration nachweisbar, in malignen signifikant hoher als in
benignen (75). Der Nachweis von B-hCG kann demnach fur die Differenzierung
benigner und maligner Ovarialtumoren von grof3er Bedeutung sein. Des Weiteren
findet eine Stimulation der hCG-Produktion in Zytotrophoblastenzellen durch
Glycodelin-A in vitro statt (33).

Uber die Bestimmung von hCG im Serum beziiglich dieser Fragestellung ist bislang
noch wenig bekannt.
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Der Level des hCG-Serumspiegels bei malignen Ovarialtumoren war in unseren
Bestimmungen signifikant hoher als bei allen benignen Befunden (Median maligner
Befunde 3,6 milliu/ml, Median benigner Befund 0,1 milliU/ml, p<0,001). Dies spricht
fur die Tatsache, dass hCG vermehrt in malignem Gewebe sezerniert, und
womadglich auch in nachweisbarem Mal3e in die Blutzirkulation abgegeben wird. hCG
kbnnte somit ein hilfreicher Marker in der Differenzierung zwischen benignen und
malignen Tumoren des Ovars sein. Zur weiteren Bewertung dieses Resultats sind
zusatzliche Bestimmungen der hCG-Serumkonzentration, insbesondere in

Kombination mit weiteren Tumormarkern wie CA125, sinnvoll.

4.2 Korrelationen zwischen Tumormarkern, Kombinationsmdéglichkeiten

Es hat sich oft erwiesen, dass Tumormarker zum gro3ten Teil in ihrer
Einzelbestimmung keine gentigend grof3e Aussagekraft zur Dignitat eines Tumors
haben. Daher werden sie Uberwiegend in der Tumornachsorge eingesetzt, um
Therapieverlauf und die Maoglichkeit eines Rezidivs zu Uberwachen. Um die
Sensitivitat und Spezifitat von Tumormarkern zu steigern, ware eine Moglichkeit, sie

zu kombinieren und ihre Beweiskraft somit zu vergrof3ern.

So erganzen sich CA 125 und CEA in der Aussage Uber die Serumspiegelerh6hung
beim epithelialen Ovarialkarzinoms des serésen Typs (CA 125 erhdht) und des
muzindsen Typs (CEA erhdht) (29). Auch CA 19-9 kann in Kombination mit CA 125
und weiteren Tumormarkern Aufschluss tber die Art des Tumors erbringen (3, 18,
45). Die Empfehlung fur diese Kombination wird jedoch nur fir einen Einsatz im
Jfollow up“ ausgesprochen. Trotz der Uberlegenheit des CA 125 gegeniiber allen mit
ihm verglichenen Markern, welche sich vor allem durch seine hdchste Organspezifitat
und Sensitivitat auszeichnet, ist sein Einsatz zum Screening limitiert, da in bis zu
20% der Ovarialkarzinome kein CA125 exprimiert wird (66) und es diese Llicke zu
fullen gilt.

In Zystenflissigkeit maligner Ovarialtumoren und zum Teil auch im Serum dieser
Patientinnen sind CA 125, Ca 15-3, CA 19-9, CEA, beta-hCG und Glycodelin-A in
erhohter Konzentration vorzufinden (5, 8, 75). Es liegt also nahe, einen
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Zusammenhang zwischen den Markern zu vermuten, welchen man auch

diagnostisch nutzen kénnte.

4.2.1 Korrelationen mit CA 125

Interessant sind Korrelationen mit CA 125 vor allem aus dem Grund, dass sie sich an
einem bereits etablierten Marker orientieren, dessen Sensitivitats- und
Spezifitatseigenschaften von weiteren Markern mindestens erflllt, besser noch
Ubertroffen werden sollten.

CA 125 korrelierte hochsignifikant mit den Muzinen CA 15-3 (Korrelationskoeffizient
(=Kor) 0,42, p<0,001), und CA 27.29 (Kor 0,34, p<0,001). Dieser Zusammenhang ist
wahrscheinlich durch ihre gemeinsame Herkunft von gesheddeten Muzin-Molekilen
zu erklaren. Somit kann ein gemeinsamer Anstieg der drei Marker fur ein

Vorhandensein eines epithelialen Ovarialtumors sprechen.

AulRerdem korrelierte CA 125 signifikant mit hCG (Kor 0,32, p=0,023). Dieser
Zusammenhang ist neu und vereinbar mit den bisherigen Kenntnissen zu CA 125
und hCG. Dieser potentiellen Tumormarkerkombination ist in ihrer Aussagekraft noch

weiter nachzugehen.

Eine negativ Korrelation lag zwischen CA 125 und GdO90 vor (Kor -0,23, p=0,014).
Bei steigenden CA 125-Werten bestinde somit ein Zusammenhang zu fallender
Glycodelin Konzentration. Somit konnte eine kombinierte Bestimmung von CA 125
und Glycodelin (Uber den Peptidantikbrper GdO90) fur die Tumordiagnostik sinnvoll

sein.

4.2.2 Korrelation der Muzine untereinander

CA 15-3 und CA 27.29 korrelierten hochsignifikant miteinander (Kor 0,85, p<0,001).
Dies unterstreicht die Tatsache, dass die Immunoassays beider Marker dasselbe
MUC1-Antigen detektieren und somit eine Korrelation offensichtlich ist (43).
CA 27.29 korrelierte nicht mit CA 19-9, wahrend CA 15-3 mit CA 19-9 einen
signifikanten linearen Zusammenhang zeigte (Kor 0,22, p=0,041). Wie weit man

diesen Zusammenhang diagnostisch nutzen kann, ist noch zu prifen. Bisherige
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kombinierte Bestimmungen von CA 15-3 und CA 19-9 in Serum und Zystenfllssigkeit
hat noch keine Aussage zu einem Zusammenhang erbracht (75).

Zudem korrelierten sowohl CA 15-3 als auch CA 27.29 hochsignifikant mit PankoMab
(CA15-3 Kor 0,28, p=0,003 bzw. CA 27.29 Kor 0,39, p<0,001). PankoMab wies in
der Einzelbestimmung kein Differenzierungspotential bezuglich benigner und
maligner Befunde auf. Obwohl PankoMab weniger ,gesheddete®* MUC1 nachweist
als Tumorstandige (9) ist eine Korrelation mit den tbrigen MUC1-Markern aufgrund
der verwandten Epitopstrukturen zwar begrindbar, dennoch muss dem

Zusammenhang noch weiter nachgegangen werden.

4.2.3 Korrelation mit CEA

Mit dem carcinoembryonalen Antigen Kkorrelierten CA 19-9 und PankoMab
hochsignifikant (CA 19-9 Kor 0,37, p<0,001, PankoMab Kor 0,27, p=0,005). Sowohl
CEA als auch CA 19-9 wurden schon vielmals in Kombinationsbestimmungen mit CA
125 bei Ovarialkarzinomen und Borderline-Ovarialtumoren hinzugezogen (3, 8, 18,
20, 29, 45, 59, 74, 82). Bei kombinierten Bestimmungen von CEA und CA 19-9 zeigte
sich mehrfach, dass beide Tumormarker insbesondere bei muzindsen und auch
endometroiden Ovarialkarzinomen, nicht dagegen bei serésen Ovarialkarzinomen zu
finden sind. Somit kann angenommen werden, dass die Spezifitat der beiden Marker
sich &hnelt und in der Korrelation sichtbar wird. Seroése Ovarialkarzinome dagegen
sind haufig mit einem hohen CA 125-Spiegel verbunden. Keiner der beiden Marker
korreliert mit CA 125, was die These unterstreicht. Eine Kombination von CA 125, CA
19-9 und CEA konnte daher zur histologischen Einordnung eines malignen Tumors
dienen, fir eine Differenzierung zwischen maligne und benigne missen allerdings
noch weitere Faktoren miteinbezogen werden.

Die Korrelation von CEA mit PankoMab ist ein interessantes Resultat, welches mit

erweiterter Kenntnis Uiber PankoMab eine weiterfuhrende Evaluation erfahren sollte.

4.2.4 Korrelation mit hCG

HCG korreliert auf signifikanter Ebene mit CA 125 (Korrelationskoeffizient 0,32,
p<0,023), dieser Zusammenhang fir das Ovarialkarzinom wurde bislang nicht
beschrieben. Beide Serummarker kdnnen wahrend der Schwangerschaft erhéht sein
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(51), da wir jedoch in unserer Studie keine graviden Patientinnen eingeschlossen
haben handelte es sich um die jeweiligen Serumspiegelerhbhung im Rahmen eines
Ovarialtumors. Humanes Choriongonadotropin kénnte demnach ein passender
Tumormarker in Kombination mit CA 125 sein.

Ob hCG in der Kombinationsbestimmung die Sensitivitat und Spezifitdt fur eine
eindeutige Differenzierung von Raumforderungen des Ovars erh6hen kann, bedarf

nun weiterer Exploration.

4.2.5 Korrelationen mit Glycodelin

GdO89 korrelierte hochsignifikant mit GdO90 (Kor 0,43, p<0,001). Da die beiden
Peptidantikdrper dasselbe Antigen detektieren sollen, ist dieses Resultat den
Erwartungen entsprechend und kann ruckwirkend als Kontrolle der Zuverlassigkeit
des Immunoassays gedeutet werden.

GdO89 korreliert mit keinem weiteren Marker aus der Reihe der verwendeten

Tumormarker.

Im Nachweis mit dem Antikdrper GdO90 waren mehrere Korrelationen zu
beobachten:

Mit CA 125 korrelierte GdO90 signifikant negativ (s. 4.2.1 Korrelationen mit CA 125).
CA 27.29 korrelierte hochsignifikant mit GdO90 (Kor 0,22, p=0,009). Mdglicherweise
ist dieser Zusammenhang Ausdruck einer vom Differenzierungsgrad des Tumors
abhangigen Expression der MUCL1 (CA 27.29) beziehungsweise MUC16 (CA 125).

Signifikant war auRerdem der Zusammenhang mit CA 19-9 (Kor 0,22, p=0,039),
welcher vermutlich Ausdruck einer strukturellen Gemeinsamkeit zwischen Glycodelin
und CA 19-9 ist, da Sialyl-Lewis-a (CA 19-9) eine Glykosylierungsform von
Glycodelin darstellt (35).
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4.3 Zusammenfassung und Ausblick dieser Arbeit

Der Einsatz von Tumormarkern in der Diagnostik maligner Ovarialtumoren ist ein
wunschenswerter Fortschritt im klinischen Alltag der Gynakologie. Insbesondere die
eindeutige Differenzierung von benignen und malignen Raumforderungen am Ovar
konnte vielen Patientinnen ein invasives Verfahren — in den meisten Féllen ein
operatives Vorgehen — ersparen.

Die Etablierung neuer Tumormarker — neben dem schon langer etablierten, jedoch
vorzugsweise in der Nachsorge eingesetztem Cancer Antigen 125 — gestaltet sich
schwierig, aufgrund mangelnder Spezifitdt und Sensitivitat.

In der vorliegenden Arbeit erprobten wir sowohl etablierte als auch neue
Tumormarker mit der Motivation, neue Erkenntnisse lber potentielle diagnostische
Tumormarker zu erlangen.

Das Resultat ist die Affirmation der Uberlegenheit des CA 125 gegeniiber anderen
Markern, allerdings konnten weiterfihrende Details zu den eingesetzten Markern
ermittelt werden und eine Basis fur darauf aufbauende, weiterfihrende Studien
gebildet werden.

Insbesondere konnten die in der Korrelationsberechung aufgefallenen Tumormarker
erneut evaluiert werden.

Die kombinierte Bestimmung von CA 125 mit hCG und Glycodelin im Serum von
Ovarialtumorpatientinnen kénnte eine mogliche Differenzierung zwischen benignen
und malignen Tumoren des Ovars erlauben.

Momentan kann auf invasive Methoden zur Befundsicherung nicht verzichtet werden,
jedoch kann Uber den weiteren wissenschaftlichen Einsatz der aus dieser Studie
hervorgegangenen Erkenntnissen Schritt fir Schritt der Weg zu einem zuverlassigen

Differenzierungsmarker fur ovarielle Tumoren geebnet werden.
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6. Anhang

6.1 Abkirzungverzeichnis

Abklrzung Begriff

CA 125 Cancer Antigen 125

CA 15-3 Cancer Antigen 15-3

CA 27.29 Cancer Antigen 27.29

CA 19-9 Cancer Antigen 19-9

CEA Carcinoembryonales Antigen

hCG, B-hCG Humanes Choriongonadotropin, beta-Kette des
humanen Choriongonadotropin

TA-MUC1 Antigen, welches durch den Antikorper
PankoMab (Glycotope) detektiert wird

Gd Glycodelin

Gd0O89, Gd090

FIGO Fédération Internationale de Gynécologie et
d’'Obstétrique

PP14 Placental Protein 14 (Glycodelin)

Tab. Tabelle

Val. Vergleiche

S. Siehe

kDa Kilo Dalton

Abb. Abbildung

U, mlu Units, milliUnits = internationale Einheit

ng Nanogramm

mi Milliliter

Ak Antikorper

ELISA Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay

EIA Enzym-Immunoassay

MUC, MUC1 Muzin, Muzin der Gruppe 1

Peptidantikdrper zur Detektion von Glycodelin

(Santa Cruz) s12289 und s12290
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6.4 Bezugsquellenverzeichnis

Die Analysekits fiir die ELISA Bestimmungen mit IMMULITE® 2000 wurden von der Firma
DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland, bezogen.

Folgende ELISA-Kits wurden verwendet:

IMMULITE 2000® OM-MA, IMMULITE 2000® BR-MA, IMMULITE 2000° GI-MA,
IMMULITE 2000® HCG, IMMULITE 2000°® CEA

http://www.dpc-biermann.de

Das ST AIA-PACK 27.29 wurde von der Firma TOSOH BIOSCIENCE N.V., Stuttgart,
Deutschland, bezogen.

http://www.tosohbioscience.com

Bezug des PankoMab-Kits durch die Firma Glycotope GmbH , Berlin, Deutschland.

http://www.glycotope.de

Die Glycodelin Antikorper sc-12289 und sc-12290 wurden von SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY Inc. bezogen.

http://www.scbt.com
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