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1  Einleitung 
 

1.1  Glycodelin A 

 
Glycodelin A ist ein aus 180 Aminosäuren bestehendes Glykoprotein, welches der 

Familie der Lipocaline bzw. der Calycine zuzuordnen ist. Durch Bindung an 

Zelloberflächen-Rezeptoren bilden diese Glykoproteine Komplexe mit löslichen 

Makromolekülen und zeichnen sich hauptsächlich als Transportproteine aus. Aufgrund 

des Entdeckungsortes im dezidualisierten endometrialen  Gewebe, war Glycodelin 

ursprünglich als Plazentares Protein 14 (PP14) bekannt geworden. Später konnte 

nachgewiesen werden, dass es ebenfalls vom Ovar, sowie von Knochenmarkszellen 

sezerniert wird.1,2 Glycodelin wurde in den letzten Jahrzehnten von verschiedenen 

Arbeitsgruppen in dargestellten Geweben nachgewiesen (Tab.1). Die Begriffe 

Plazentares Protein 14 (PP14), Plazentares Alpha-2-Globulin, Progestagen-abhängiges 

Endometriumprotein (PEP), Alphauterines Protein (AUP), Progestagen-abhängiges 

Endometriumprotein (PEG), Schwangerschafts-abhängiges Alpha-2-Microglobulin 

(Alpha-2-PEG), Chorion Alpha-2-Mikroglobulin (CAG-2) sind synonym zum Glycodelin 

A (Tab. 2).5 Die Glycodelin A-Produktion ist vom Zyklustag abhängig. Zwischen dem 

fünften und 17. Zyklustag ist weder im Ovar noch im Uterus Glycodelin A nachweisbar.3 

Vier bis fünf Tage nach der Ovulation (LH+4) ist das Glykoprotein messbar.4 Ab dem 

18. Tag des Zyklus steigt die Expression an. Die maximale Ausschüttung in der lutealen 

Phase hemmt die natürlichen Killerzellen und fördert die Implantation. Ab dem vierten 

postovulatorischen Tag einer nichtschwangeren Frau steigt die Serumkonzentration von 

Glycodelin A an, erreicht einen Höhepunkt um den Zeitraum der Menstruation, um in 

der mittleren follikulären Phase des nächsten Zyklus wieder abzufallen.3 Es besteht ein 

Zusammenhang zwischen Reifungsprozess bzw. Stadium des Endometriums und 

Messwerten des Glycodelin A in der Uterusspülflüssigkeit (Abb. 1).5,6  
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Einleitung 

 

Ort der Entnahme  Zyklusphase Konzentrationen 

Seminalplasma  19-515 µg/ml 

15-40 µg/l Serum (Frauen) Nicht Schwangere 
bis 2200 µg/l 

 
Tab. 1:  Konzentrationsnachweis von Glycodelin A in verschiedenen Geweben7,8,9

 

Protein Gewebe, Körperflüssigkeit 

Plazentares Alpha-2-Globulin Plazenta, Amnionflüssigkeit 

Plazenta-spezifisches Alpha-2-Mikroglobulin  Humane Feten, Samenblase, Plazenta, 
Amnionflüssigkeit 

Alphauterines Protein Uterus, Amnionflüssigkeit 

Chorion Alpha-2-Mikroglobulin  
 

Chorion, Sperma, Endometrium, Tumoren 
in Ovar und Uterus 

Progestagen-abhängiges Endometriumprotein  Endometrium 

Plazentares Protein 14  diverse Gewebe 

Progesteron-assoziiertes Endometriumprotein Knochenmark (mRNA) 

Glycodelin A    Endometrium, Amnionflüssigkeit, Ovar 

Glycodelin S Seminalplasma 

 
Tab. 2:  Glycodelin A- Synonyme und Untersuchungsmedien10 

 Schwangere, 6-12 SSW 
bis 200 µg/l Schwangere, ab 24 SSW 

Fruchtwasser 12- 20 SSW bis 232 mg/l 

Nabelschnurblut  15-22 µg/l 

Dezidua Frühe Schwangerschaft 41-160 mg/g Protein 
 Späte Schwangerschaft 60-2700 µg/g Protein 

Plazenta Frühe Schwangerschaft 0,25-15 mg/g Protein 
 Späte Schwangerschaft 3-430 µg/g Protein 

Serum Fertile Frauen 13,7–113,4 µg/l 
12,7–56,7 µg/l Postmenopausale Frauen 
3,1–53,1 µg/l Männer 

Chorionflüssigkeit  570/ 100 mg Gewebe 

Ovarzystenflüssigkeit Fertile Frauen 253,3 µg/l 

Endometrium Proliferative Phase <0,1 mg/g Protein 
7,8-23 mg/g Protein Sekretorische Phase 
0,8-160 mg/g Protein Dezidua  
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Einleitung 

 

 
3 Abb. 1: Die zyklusabhängige Produktion von Glycodelin A

 

 

1.2  Glycodelin A-Struktur  
 

Van Cong et al. beschrieben die Lage des Gens für PP14 auf Chromosom 9q34.  Sie 

gingen dabei auf die Nähe der Genlokalisation von Glycodelin A zur Genlokalisation der 

AB0-Blutgruppe ein.11 Bei einer Länge von 5,05 kb ist es in sechs Introns und sieben 

Exons unterteilt (Abb. 2).12 Julkunen et al. erhoben folgende Werte: mRNA: 1kb; cDNA: 

798bp; 540 Nukleotide.7 Glycodelin besteht aus 180 Aminosäuren, einschließlich des 

18 Aminosäuren langen Signalpeptids. Vier Cysteinreste bilden intermolekulare 

Disulfidbrücken. Glycodelin ist ein 27-30 kDa schweres Glycoprotein.12 Die molekulare 

Masse des Protein-Grundgerüstes des Glycodelin A beträgt 18,787 Da. Der 

Kohlenhydratanteil beträgt 17,7%.7  Hokke et al. beschrieben die an der Synthese 

beteiligten Enzyme: beta-Galactosidase, beta-4-N-Acetyl-Galactosaminyltransferase, 

alpha-6-Sialyltransferase und alpha-3-Fucosyltransferase.14 Glycodelin A trägt 

außerdem mannosereiche Zuckerreste, sowie in Glykoproteinen seltene fucosylierte 

und sialysierte N,N´- Diacetyllactosediamin-Sequenzen.15 Neueste Untersuchungen 

zeigten, dass Glykoproteine aus der Amnionflüssigkeit, z.B. Transferrin und Glycodelin 

 8



Einleitung 

A, als Inhibitoren der E-selectin-vermittelten (HepG2) Zell-Adhäsion eine Rolle 

spielen.16 Die Oligosaccharidbausteine des Glycodelin A und insbesondere die 

molekulare Größe dieser Glycanstrukturen zeigen sich für die apoptotischen 

Eigenschaften des Glycodelin A-Moleküls verantwortlich.17 Die Aminosäuresequenzen 

von Glycodelin A und beta-Laktoglobulin stimmen zu 43,4% überein (Abb. 3). Die 

Gensequenz wurde mit Hilfe von Escherichia coli und Pichia pastoris charakterisiert.18 

Die Bindungsfähigkeit der Beta-Laktoglobuline für Retinol bzw. Retinolsäure ist beim 

Glycodelin A jedoch nicht gegeben.7,18,19  Beim Lösen in Wasser zeigen beide 

Molekühle sehr ähnliche Beta-Faltblatt-Sekundärstrukturen. Beim Lösen in Alkohol  

werden die Unterschiede durch verschiedenartige Alpha-Helices offengelegt.20 Die 

dimere Struktur von Glycodelin A veränderte sich im sauren (pH 2,0), nicht aber im 

alkalischen Bereich. Die sialysierten Säurereste in der Oligosaccharidstruktur scheinen 

für diese Unterschiede verantwortlich zu sein.21 Unsere Arbeitsgruppe entwickelte 

erstmals drei IgG-1-monoklonale Antikörper, die bei der immunhistochemischen 

Darstellung von Glycodelin A von großer Bedeutung sind.22,23  
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Abb. 2: Struktur des Glycodelin-Moleküls. Die Promotor-Region des Glycodelin A-Gens ist im 

oberen Teil dargestellt. Die erste Base auf dem Exon 1 ist der Start. ATG ist das die 
Translation einleitende Codon. Es zeigen sich hohe Anteile von CRE (cAMP-
responsive elements), AP-1 (activator protein-1 elements), PRE und Sp1.12  

 

 
 
Abb. 3: Vergleich der Gensequenzen von Glycodelin A und beta-Laktoglobulin im Bereich der 

Aminosäuren 5 bis 159. Identische Bereiche sind schattiert dargestellt und 
entsprechen 43% des Abschnitts.19  
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1.3 Glycodelin A-Isoformen  

 

Folgende Isoformen wurden beschrieben: Glycodelin A aus menschlicher 

Amnionflüssigkeit, Glycodelin S aus dem Seminalplasma bzw. den Seminalvesikeln des 

Mannes und Glycodelin F aus der Follikelflüssigkeit.24 Die drei Isoformen besitzen 

identische Protein-Grundgerüste, aber unterschiedliche Glykosylierungen. Die Tabelle 

vergleicht die Glycoproteine Glycodelin A und Glycodelin S (Tab.3). Bei der 

Unterscheidung der Isoformen gingen Koistinen et al. speziell auf die unterschiedlichen 

N-Glycane bzw. die Rolle der Glycoselierung im Molekül von Glycodelin A und 

Glycodelin S ein. Vergleichsstudien liegen für Glycodelin F nur teilweise vor.25 

Zusätzlich zur Lektinbindungsaffinität zeigt Glycodelin A aus dem Endometrium, aus der 

Dezidua und aus der Amnionflüssigkeit identische isoelektrische Punkte und hat 

inhibierende Effekte auf die Sperma-Eizell-Bindung.26,27 Im Gegensatz zu Glycodelin A 

hemmt Glycodelin S nicht die Sperma-Eizell-Bindung.28 Mögliche kontrazeptive 

Funktionen des Glycodelin A wurden für Glycodelin S nicht nachgewiesen.29  

 
 Glycodelin A Glycodelin S 

Ursprung Amnionflüssigkeit Seminalplasma 

27,3 kDA Molekulargewicht 28 kDA 

Isoelektrischer Punkt  4,5-5,2°C 4,9-5,6°C 

Kryptische Peptide identisch mit GdS identisch mit GdA 

N-terminale Sequenz identisch mit GdS identisch mit GdA 

Reaktion mit Antikörpern identisch mit GdS identisch mit GdA 

cDNA-Sequenz identisch mit GdS identisch mit GdA 
x y, fruktosereich Hauptkomplexartige  , LewisLacNAc, LacdiNac, sialylierte Lewis

xN-Glykane LacNAc,  Lewis   

Denaturierungstemperatur 66°C 66°C 

Ligandenbindung keine keine 

 
Tab. 3:  Struktureller Vergleich der Glycodelin-Isoformen A und S 
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1.4 Glycodelin A Expressions-Areale 

 

Im Tierversuch fanden sich Glycodelin A-Expressionen in allen Arealen weiblicher und 

männlicher Genitaltrakte.30 Foth et al. untersuchten die Serumspiegel von Glycodelin A 

und  IGFBP-1 bei prämenopausalen Frauen, die sich einer Hysterektomie bzw. einer 

bilateralen Oophorektomie unterziehen lassen mussten.31 Der Glycodelin A-Spiegel 

sank nach der Entfernung von Uterus und Ovar bis zum 3. postoperativen Tag ab, um 

dann wieder deutlich anzusteigen. Der perioperative IGFBP-1-Spiegel zeigte sich 

hingegen unverändert. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die entnommenen 

Organe primär für die Produktion von Glycodelin A verantwortlich sind, dass aber auch 

andere Organe an der Expression von Glycodelin A beteiligt sein müssen. Nach 

derzeitigem Kenntnisstand kann für folgende Gewebe eine Glycodelin A-Expression als 

gesichert gelten: Endometrium, Ovar (speziell in Theka- sowie Granulosazellen), Tube, 

Knochenmark, Parabronchialdrüsen, Nabelschnurvene, Schweißdrüsen, in 

milchproduzierenden, duktalen, tubulären, lobulären und gemischt duktal-tubulären 

Epithelzellen sowie Seminalplasma, Samenblase und Ampulle des Vas deferens des 

Mannes. Außerdem wurde das Glykoprotein in entartetem Gewebe festgestellt: 

endometriale Adenokarzinome, neoplastischer Zervix, Zervixkarzinome, Ovarialzysten, 

Ovarialkarzinome und Borderlinetumoren, Synovialsarkome, milchproduzierende, 

duktale, tubuläre, lobuläre und gemischt duktal-tubuläre Adenome. Die Expression 

findet im Drüsen- und Oberflächenepithel statt.  Sie erfolgt vorwiegend in Gewebe mit 

Steroidrezeptoren (Abb. 4).1,30,32,33  

 
 

Abb. 4: Glycodelin-synthetisierendes Gewebe. (A) Ovar, Tube und Endometrium; (B) 
Immunhistochemischer Nachweis von Glycodelin A im sekretorischen Endometrium; 
(C) in situ Hybridization von Glycodelin A-mRNA im sekretorischen Endometrium; (D) 
Gewebe und Zellen, in denen vom Autor Glycodelin A nachgewiesen wurde.31
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1.4.1 Endometrium  

 

Das Endometrium und die Dezidua stellen Hauptexpressionsareale des Glycodelin A 

dar.8,34 Speziell im Stroma des Endometriums konnten Glycodelin A-Expressionen 

nachgewiesen werden.4 Die Möglichkeit, dass Glycodelin A als Marker für den 

Funktionszustand des sekretorischen Endometriums dienen könnte, wurde diskutiert. 

Dabei untersuchten verschiedene Autoren Glycodelin A-Spiegel in Abhängigkeit von 

Progesteron- und Östrogen-Spiegeln, ohne jedoch genauere Erkenntnisse gewinnen zu  

können.35 Spitzenwerte werden in der sekretorischen Phase, geringere Werte in der 

späten proliferativen Phase festgestellt (Tab.4).36 Große signifikante Unterschiede von 

Glycodelin A-Spiegeln im Endometrium konnten in Studien festgestellt werden, bei 

denen nichtschwangere Frauen und Frauen im ersten Trimester verglichen wurden.26 

Bei schwangeren Frauen wurden Spitzenwerte im  Fruchtwasser zwischen der 12. und 

der 20. Woche gemessen. Im Serum schwangerer Frauen lagen Höchstwerte zwischen 

der 6. und der 12. Woche vor. Bei Frauen mit Tubaraborten und Spontanaborten in  der 

Frühschwangerschaft wurden im Vergleich zu gesunden schwangeren Frauen 

signifikant niedrigere Werte erhoben.37 Weitere Bestimmungsorte waren Plasma und 

Uterusspülflüssigkeit bei Patientinnen mit Endometrium-Adenokarzinomen.38,39  

Unsere Arbeitsgruppe fand heraus, dass nach Glycodelin A-Stimulation 

Trophoblastenzellkulturen weniger human placental lactogen (hPL) sowie Thomsen-

Friedenreich-Antigen (TFA) produzierten.40,41 An der maternofetalen Grenzfläche ist 

Glycodelin A an funktionellen und parakrinen Vorgängen der Trophoblastzellen sowie 

deren Differenzierung beteiligt. Glycodelin A wirkt im Endometrium als zelluläres 

Strukturprotein, welches Differenzierungsprozesse, wie Epitheldifferenzierung und 

glanduläre Morphogenese, induziert.42

 
Endometrium-Histologie Glycodelin A-Konzentration 

Proliferative Phase 0,150 µg/g Protein 

Sekretorische Phase 7,75 µg/g Protein 

Dezidua in der Frühschwangerschaft 650,0 µg/g Protein 

Dezidua in der Spätschwangerschaft 19,0 µg/g Protein 

 
Tab. 4:  Mittlere Glycodelin A-Konzentrationen im endometrialen Gewebe in Bezug auf die 

Phase der Differenzierung36 
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1.4.2 Ovar   

 

Der Einfluss des Ovars auf die Glycodelin A-Bildung, speziell in der frühen 

Schwangerschaft, wurde diskutiert. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass das 

maternale Ovar in der frühen Schwangerschaft Glycodelin A produziert, und 

verschiedene Effekte auf das deziduale Endometrium ausübt. Nicht geklärt werden 

konnte, ob das ovariell gebildete Glycodelin A oder das ebenfalls nachgewiesene 

endometrial gebildete Glycodelin A hauptverantwortlich für diese Effekte ist.43 Ovariell 

gebildetes Glycodelin A wurde immunhistochemisch im Stroma von Rinde und Mark, in 

der Theka interna und in der Granulosa nachgewiesen. Ein positiver 

Expressionsnachweis konnte für seröse Zystadenome und seröse 

Zystadenokarzinome, nicht aber für muzinöse Zystadenome gestellt werden.1  

Unsere Arbeitsgruppe untersuchte Glycodelin A-Expressionen in 

Ovarialzystenflüssigkeiten, im Gewebe von Borderline-Tumoren, im Gewebe von 

Ovarialkarzinomen sowie im Serum von Patientinnen mit benignen und malignen 

Ovarialtumoren. Es zeigten sich signifikant höhere Werte für die malignen Proben. In 

zystischen Flüssigkeiten von gutartigen und Borderline-Ovarialtumoren wurden im 

Gegensatz zum Gewebe benigner Ovarialtumoren erhöhte Glycodelin A-

Konzentrationen nachgewiesen.44,45 In einer weiteren Studie wurde Glycodelin A mittels 

RT-PCR in den Granulosazellen, nicht aber in Cumuluszellen nachgewiesen, 

immunhistochemisch jedoch in beiden Arealen. Es scheint ein Transport stattzufinden.  

Dieser könnte zum einen über Gap Junctions, zum anderen über die Follikelflüssigkeit 

stattfinden.46 Genauer untersuchte eine weitere Studie die Expressionsareale innerhalb 

des Ovars bei serösen Zystadenomen. Lokalisiert wurde das Glykoprotein im 

Zytoplasma der Tumorzellen, nicht aber im vaskulären Endothel des Tumorgewebes. In 

den Granulosazellen des Ovars erfolgt die Glycodelin A-Expression insbesondere in der 

fertilen Lebensphase.46 Im Flimmerepithel, speziell in den Fimbrien, in der proximalen 

Ampulle, in der distalen Ampulle, sowie im sekretorischen Epithel der Mucosa der 

Eileiter findet ebenfalls eine Expression von Glycodelin A statt. Die höchste 

Konzentration wurde in den Fimbrien gemessen. Niedriger lagen die Werte in der 

proximalen und distalen Ampulle. Entsprechend dem Endometrium sind auch hier 

Höchstwerte in der sekretorischen Phase feststellbar.47 Erniedrigte Werte sowohl von 

Glycodelin A als auch von  IGFBP-1 wurden bei Patientinnen mit dem Polyzystischen 

Ovar Syndrom (PCOS) im ersten Trimester der Schwangerschaft festgestellt. 
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Endometriale, epitheliale oder stromale Dysfunktionen, möglicherweise durch 

erniedrigte Glycodelin A-Spiegel ausgelöst, könnten für den Zusammenhang von hohen 

Fehlgeburtenraten beim PCOS sprechen.48

 

 

1.4.3 Mamma  

 

Mittels PCR wurde Glycodelin A in MCF-7-Brustkrebszellen, speziell im Zytoplasma, 

sowie in milchproduzierenden, duktalen, tubulären, lobulären und gemischt duktal-

tubulären Epithelzellen nachgewiesen. Glycodelin A scheint an der Bildung von 

organisierten azinären Verbänden beteiligt zu sein.32,49 Neuere Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe zeigten erhöhte Glycodelin A-Expressionen bei invasiv wachsenden 

Mammakarzinomen ohne Metastasen im Vergleich zu schwachen Expressionen bei 

metastasierenden Mammakarzinomen.50 Bislang konnten keine Aussagen getroffen 

werden, ob der Glycodelin A-Spiegel hinweisend auf den Krankheitsverlauf bzw. auf die 

Überlebensrate sein könnte.51 

 

 

1.4.4 Hoden  

 

Mehrere Gruppen stellten eine Glycodelin S-Expression ebenfalls im Seminalplasma, in 

der Samenblase und der Ampulle des Vas deferens des Hodens fest. Die Glycodelin S-

Werte im Plasma bei vasektomierten und nicht-vasektomierten Männern sind gleich.27 

Das Seminalplasma scheint einen protektiven Effekt auf das Glycodelin S-Molekül 

auszuüben.29 Neueste Studien zeigen, dass Glycodelin S im menschlichen 

Seminalplasma den Cholesterolefflux reduziert und die Kapazitation der Spermatozoen 

hemmt. Das widerspricht bisherigen Studien, die davon ausgingen, dass Glycodelin S 

keine kontrazeptiven Funktionen besitzt.52
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1.4.5  Tumorerkrankungen  

 

Kämäräinen et al. wiesen das Glycoprotein in Ovarialtumoren, Synovialsarkomen sowie 

in milchproduzierenden, duktalen, tubulären, lobulären und gemischt duktal-tubulären 

Adenomen nach.1,49 Starke Glycodelin A-mRNA und Protein-Expressionen wurden in 

Tumorgeweben von Endometrium- Ovarial- und Zervixkarzinomen festgestellt.53 Bei 

Brust-, Zervix-, Endometrium-, Ovarkarzinom- und  Leukämiezellen kam es nach 

dosisabhängiger Stimulation mit Lysophospholipiden zu einer Steigerung der Glycodelin 

A-Expression. Diese Stimulation konnte durch Mifepristone gehemmt werden.54  Connor 

et al. wiesen das Glycoprotein ein weiteres Mal im Bereich des Zervixkarzinoms nach.55  

Song et al. untersuchten Glycodelin A mit Hilfe von Tumorzelllinien und fanden 

Hinweise darauf, dass das Glycoprotein ein Rolle bei der Neovaskularisierung während 

der Embryogenese und bei der Tumorentwicklung spielen könnte.56  

 

1.4.6 Schwangerschaft 
 

Hohe Glycodelin A-Expressionswerte werden bei schwangeren Frauen im  

Fruchtwasser zwischen der 12. und der 20. Woche gemessen. Im Serum sind 

Spitzenwerte zwischen der sechsten und zwölften Woche messbar. Ab der 20. Woche 

sinken die Messwerte dann erheblich und erreichen ein gleich bleibend niedriges 

Niveau um die 24. Schwangerschaftswoche. Es wurde festgestellt, dass Frauen mit 

einer normal verlaufenden Frühschwangerschaft höhere Glycodelin A-Spiegel 

aufwiesen als Frauen mit Tubaraborten und Spontanaborten in der 

Frühschwangerschaft.37 Ebenso zeigten sich bei schwangeren Frauen mit einer 

intrauterinen Wachstumsverzögerung (IUGR) sowie beim HELLP-Syndrom erniedrigte 

Glycodelin A-Werte.57 Skornicka et al. gingen auf die nicht kovalente und spezifische 

Bindung des Pregnancy Zone Proteins (PZP) an Glycodelin A ein.58 Beide Proteine 

zeigen simultane Anstiege während der Schwangerschaft und hemmen die T-Zell-

Aktivierung sowie die IL-2-Produktion synergistisch. Insgesamt wird vermutet, dass 

Glycodelin A eine protektive Rolle beim Schutz der Schwangerschaft hat.  
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1.5 Glycodelin A-Funktionen 

1.5.1 Immunsuppression  
 

Glycodeline sind in der Lage, folgende Funktionen zu übernehmen: Bindung 

hydrophober Moleküle, Bindung an Zelloberflächen-Rezeptoren sowie Bildung von 

Komplexen mit löslichen Makromolekülen.59 Glycodelin A besitzt eine umschriebene 

Rolle bei der Immunmodulation und Immunsuppression (Tab.5). Es unterdrückt 

Immunreaktionen an der fetomaternalen Grenzfläche. Glycodelin A hemmt die T-Zell-

Aktivierung und –Proliferation durch Apoptosevorgänge auf aktivierte T-Zellen.60 Für 

diese Apoptosevorgänge sind die sialysierten Glycane im Glycodelin A verantwortlich.59 

Ish-Shalom et al. zeigten, dass Glycodelin als direkter T-Zell-Inhibitor wirksam ist.61 

Nach Senkung der Glycodelin A-Konzentration im Fruchtwasser durch 

Immunpräzipitation stieg die Anzahl der T-Zellen deutlich an.62 Glycodelin A zeigt seine 

immunsuppressiven Fähigkeiten durch Induktion der Apoptose in aktivierten T-Zellen. 

Die für diese Funktion entscheidenden Glycane liegen beim Glycodelin S, das nicht 

immunmodulatorisch wirksam ist, in maskierter Form vor. Damit ist die Form der 

Glycodylierung für die Apoptosefähigkeit entscheidend.63 Glycodelin A besitzt eine 

hemmende Wirkung bei der Freisetzung von Interleukin-1, -2, -6 und Interleukin-2-

Rezeptoren von stimulierten Lymphozyten.64,65 Pockley et al. beschrieben den Effekt 

von Glycodelin A auf die Lymphozyten-Aktivität, und die dadurch veränderte Synthese 

von Lektinen.66 Lektine spielen eine Rolle bei der Immunabwehr und bei der 

ribosomalen Proteinbiosynthese. Glycodelin A bindet temperatur- und pH-abhängig an 

monozytäre CD14-Zellen.67 Glycodelin A supprimiert die zytolytische Kapazität der 

natürlichen Killerzellen (NK –Zellen) in vitro und stimuliert die Th2-Typ Cytokin-

Produktion in Monocyten sowie IL-6 und IL-10.64, 67 Yaniv et al. wiesen regulatorische 

Effekte von Glycodelin A auch auf die B-Zell-Reihe nach.68 Über 

Oligosaccharidantennen kann die Bindung an den humanen B-Zell-Rezeptor erfolgen. 

Die Antennen sind für die Immunabwehr von entscheidender Bedeutung.69 Clark et. al. 

identifizierten derartige Ketten bei Zellen HIV-infizierter Menschen.70 Es scheint 

möglich, dass auf diesem Wege erklärt werden könnte, wie sich pathogene Zellen 

effizient vor Immunreaktionen schützen.71 Modifiziertes Beta-Laktoglobulin hat einen 

inhibierenden Effekt auf die Bindung von HI-Viren an CD4+-Zellen.72 Seppälä et al. 

untersuchten, welchen Einfluss ebenfalls modifiziertes Glycodelin A auf diese Bindung 

hat. Es zeigte sich ein verringertes Bindungsverhalten des HIV- Oberflächenproteins 
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73gp120 an CD4+-Zellen.  Glycodelin A stimuliert im proliferativen, nicht aber im 

sekretorischen Endometrium die Produktion von Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNF-

Alpha/ Kachektin), der als Zytokin bei der Immunabwehr eine wichtige Rolle spielt.74  

 

Funktion und Aktivität  Autoren 

 Hemmung der T-Zell-Proliferation  [60, 61, 75, 76]  

 Stimulation des Zytokins TNF-Alpha  [74] 

 Temperatur- und pH-abhängige Bindung an monozytäre CD14+ Zellen   [67] 

 Hemmung der Thymidin- Aufnahme in Lymphozyten  [66] 

 Hemmung der Synthesis von IL-1, -2, -6 und IL-2-Rezeptors   [64, 65] 

 Hemmung von natürlichen Killerzellen (Zytotoxizität)  [62] 

 Hemmung der Chemotaxis von Monozyten (U937 Zellen)  [77] 

 Regulatorische Effekte auf die B-Zell-Reihe  [68] 

 Verringerte Bindung des HIV-Oberflächenproteins an CD4-Zellen   [72, 73] 

 
Tab. 5:  Immunmodulation durch Glycodelin A 
 

 

1.5.2 Reproduktion und Schwangerschaft 

 

Die Konzentrationen von Glycodelin A im Serum steigen während der 2. Hälfte der 

sekretorischen Phase an und erreichen ihr Maximum während der Menstruation. Bei 

Eintreten einer Schwangerschaft kommt es zu einem Konzentrationsanstieg von 

Glycodelin A im Serum. Spitzenwerte in der Dezidua werden zwischen der sechsten 

und zwölften Schwangerschaftswoche gemessen. Daraus ergeben sich wichtige 

Funktionen beim Erhalt der Frucht. Glycodelin A ist in der gesamten fertilen Phase im 

Endometrium nachweisbar. Während der Ovulation konnten nur geringe Glycodelin A-

Spiegel nachgewiesen werden. Höhere Konzentrationen lassen sich erst 5 Tage 

postovulatorisch messen.3,5,10 Glycodelin A ist imstande, die Bindung des 

Spermatozoons an die Zona pellucida durch Bindung an das Akrosom dosisabhängig 

zu hemmen und nimmt damit negativen Einfluss auf die Kapazitation. Es besteht eine 
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strukturelle Ähnlichkeit von Glycodelin A zum  Zona-binding inhibitory factor-1 (ZIF-1). 

Auf der Akrosomenmembran hat das Glycodelin A eine Affinität zur sogenannten „low-

affinity site”.25,78,79  Der Glycosylierungs-Status hat Einfluss auf die Hemmung der 

Sperma-Eizell-Bindung. Es werden zwei Formen des Glycodelins unterschieden. 

Während „nongly-Glycodelin“ die Kapazitation und das Fertillisations-Potential von 

Spermatozoen verbessert, wird dies von „glycosylated-Glycodelin“ gehemmt.80 Im 

Eileiter sorgen Glycodelin A und F für den Schutz der Spermatozoen vor der 

mütterlichen Immunreaktion. In den Kumuluszellen scheint Glycodelin A Einfluss auf die 

Produktion des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und damit auf die 

Angiogenese und Gefäßpermeabilität zu nehmen (Abb. 5).3,52,81-85 Tulppala et al. 

vermuteten in der Hemmung von NK-Zellen durch Glycodelin A eine Beeinflussung der 

mütterlichen Immunantwort gegenüber dem Feten.89 Nachgewiesen wurde, dass 

erniedrigte Glycodelin A-Spiegel mit habituellen Aborten und ektopen 

Schwangerschaften korrelieren.89,90,91 Auch der Progesteroneinfluss auf die Glycodelin 

A-Expression ist aus kontrazeptiver Sicht interessant. Progesteron enthaltende 

Kontrazeptiva verstärken ihre Funktion möglicherweise durch Glycodelin A bzw. durch 

die spezifischen Oligosaccharidketten .82 Riitinen et al. stellten einen erniedrigten 

Glycodelin A-Spiegel bei Frauen in der Postmenopause fest, der sich jedoch durch 

Östrogen- bzw. Progesterongabe steigern ließ.93 Levonorgestrel hemmt die Glycodelin 

A-Expression des Endometriums.94-96 Ein weiterer Zusammenhang wurde zwischen 

niedrigen Glycodelin S-Werten bei geschlechtsreifen Männern und frühen 

Spontanaborten geschlechtsreifer Frauen festgestellt.26 Die Funktion von Glycodelin A 

als Marker im Hinblick auf den Schwangerschaftsverlauf wurde diskutiert, jedoch nicht 

untermauert.  

 

 

 

 19



Einleitung 

 
 
Abb. 5: Übersicht einiger Faktoren im “embryo-uterinen-Dialog“ neben Glycodelin A: 

vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF); avß3-Integrin; Interleukin-1-alpha 
(IL-1-alpha); Interleukin-1-ß-Rezeptor-Antagonist (IL-1-ß-ra); Interleukin-1-Rezeptor-
Type-1 (IL-1-rT1), Prostaglandine (PG), Leukaemia inhibitory factor (LIF); LIF-
Receptor (LIF-R), und Koloniestimulierender Faktor (CSF-1).3

 

 

1.5.3 Endokrinologie 

 

Untersucht wurden Regelkreise bei schwangeren und nichtschwangeren Frauen und 

die bestehenden ovariellen bzw. hypophysären Einflüsse von Glycodelin A in 

Anwesenheit von Progesteron und Östrogen. Glycodelin A gehört zu den humanen 

Progesteron induzierten Uterusproteinen, wie auch Integrin und Muzin-1.97-99 Byrjalsen 

et al. untersuchten ebenfalls den Einfluss von Progesteron und sahen die Möglichkeit, 

mit Hilfe von Glycodelin A den Progesteronspiegel zu bestimmen.100 Laut Mueller et al. 

wird die Expression von Glycodelin A nicht von Östrogen beeinflusst.101 

Krankheitsbedingt bzw. medikamenteninduziert erniedrigte Progesteronspiegel ziehen 

ebenfalls einen erniedrigten Glycodelin A-Spiegel nach sich.77 Unsere Arbeitsgruppe 

zeigte, dass es durch Expression von Glycodelin A in Trophoblastenzellen zu einer 

Erhöhung des Progesteronspiegels kommt.102 Inwieweit Progesteron Einfluss auf 

Vorgänge bei der Transkription des Glycodelin A-Gens nimmt, bleibt unklar. 
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Progesteron besitzt einen synthesesteigernden Effekt auf Relaxin. Glycodelin und 

Relaxin werden von luteinisierenden Granulosazellen produziert.46 Entgegen früherer 

Studien scheint auch Relaxin die Glycodelin A-Produktion in Endometriumzellen zu 

steigern, wobei die vermehrte Glycodelin A-Produktion einem Relaxin-Peak folgt.  

Vermutet wird, dass Relaxin direkt die Expression von Glycodelin A aus den 

Follikelzellen stimuliert.103 101 Neuere in vitro-Studien widersprechen dieser Annahme.  

Durch Zelldifferenzierungsvorgänge kommt es zur Entwicklung des 

Synzytiotrophoblasten aus Zellen des Zytotrophoblasten. Dabei produzieren 

Trophoblastzellen hCG sowie Progesteron. Die Konzentrationen geben jeweils 

Aufschluss über den Grad der Fusionierung. Entsprechende Studien zeigten stimulative 

Einflüsse von Glycodelin A auf Zytotrophoblastzellen, was mit einem Anstieg des hCG-

Spiegels verbunden war.  

Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass Glycodelin A zeit- und dosisabhängig in vitro die 

Beta-hCG m-RNA-Expression von Jeg 3- Trophoblastzellen stimulierte.114-118 Der 

gesenkte Prolaktin-Spiegel während der ovariellen Hyperstimulation wird gefolgt von 

einem Glycodelin A-Anstieg in der lutealen Phase.109 Für eine vielfach vermutete 

Interaktion von Insulin und Glycodelin A konnten bisher keinerlei Anhaltspunkte 

gefunden werden.110

 

 

1.6 Glycodelin A-Antikörper-Herstellung 
 

Die Aufreinigung des Glycodelin A erfolgte aus humanem Fruchtwasserpool des 2. 

Schwangerschaftstrimesters. Nach Dialyse erfolgte die Fraktionierung an DEAE-

Sepharose. Die Fraktionen wurden weiter an Sephadex und Protein A zur IgG–

Extraktion aufgereinigt. Die Abspaltung des humanen Choriongonadotropins (hCG) 

erfolgte über CNBr–Sepharose 4B nach moAnti–hCG–Ankopplung. Glycodelin A wurde 

an Octyl-Sepharose Cl-4B und durch Chromatographie an Resource- Phc aufgereinigt. 

Die Glycodelin A–Identifizierung erfolgte mittels Western Blot unter Verwendung eines 

polyklonalen Anti–Glycodelin A–Antikörpers. Auf dieser Basis konnte ein monoklonaler 

Glycodelin A–Antikörper hergestellt und ein Glycodelin A–Enzymimmunoassay 

entwickelt werden.44,45 Die chromatographische Aufreinigung des Glycodelin A aus 

endometrialem Gewebe wurde  von Pala et al. beschrieben.111  
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1.7 Ovarialkarzinom 
 

Epidemiologie, Inzidenz und Mortalität  

Ovarialkarzinome machen 4% aller malignen Neuerkrankungen aus, und sind die 

sechsthäufigste Neoplasie der Frau (Abb. 6).112 28% beträgt der Anteil an allen 

gynäkologischen Neubildungen der Frau. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 65 

Jahren.113 In den meisten westlichen Ländern ist das Ovarialkarzinom der 

gynäkologische Tumor mit der höchsten Letalität. Es macht 80-90% aller 

Ovarialmalignome aus.114  Bei circa 50% der Frauen besteht eine Mutation in den 

Genen BRCA1 sowie BRCA2.115 Das genetische Risiko aller Frauen, an einem 

genetisch bedingten Ovarialkarzinom zu erkranken, beträgt 0,05%.116 Noch immer 

werden 75% der Ovarialkarzinome in fortgeschrittenen Stadien als Zufallsbefunde 

entdeckt.117 Frühzeitig erkannte Ovarialkarzinome haben eine günstige Prognose. Die 

Fünf-Jahres-Überlebensrate, unabhängig vom Stadium, beträgt 35%. Das entspricht 

der deutlich ungünstigsten Prognose unter allen Tumoren der Frau. Die 

Tumorausbreitung bei Erstdiagnose, der Differenzierungsgrad in der Histologie sowie 

postoperativ verbliebene Tumorbestandteile bestimmen die Prognose.118 Das 

Ovarialkarzinom kann als Erkrankung der westlichen Industrieländer wie USA, 

Skandinavien und England wahrgenommen werden, wo sich auch die höchsten 

Neuerkrankungsraten finden. Niedrige Zahlen in Italien, Spanien und Portugal sprechen 

für ein Nord-Süd-Gefälle. Die Neuerkrankungsrate zeigt in den letzten 15-20 Jahren 

keine wesentliche Veränderung, mit einer leicht abnehmenden Mortalität. In 

Deutschland erkranken jährlich 7400 Frauen neu.115  

 
119 Abb. 6:  Krebserkrankungen nach betroffenen Organen in Prozent
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Ätiopathogenese Hall et al. untersuchten Vorerkrankungen, die prädisponierende 

Faktoren darstellen, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken: Kolonkarzinom (17,9-

fach), Uteruskarzinom (11,9-fach), Mammakarzinom (6-fach), Zervixkarzinom (4,2-fach) 

sowie malignes Melanom (3,5-fach).120 Verschiedende risikosteigernde Faktoren sind 

beschrieben worden (Tab. 6). Das relative Risiko an einem Ovarialkarzinom zu 

erkranken, sinkt bei Patientinnen mit einer überdurchschnittlichen 

Schwangerschaftshäufigkeit, einer frühen ersten Schwangerschaft und einer lang 

andauernden Einnahme von Kontrazeptiva.121,122 Das Tumorstadium (FIGO), das Alter, 

Aszitesbildung, der Aktivitätsindex, die Tumorgröße, das Grading und die histologische 

Differenzierung gelten als gesicherte unabhängige Prognosefaktoren beim 

Ovarialkarzinom. Unklar hingegen sind derzeit noch Östrogen- und 

Progesteronrezeptorstatus sowie postoperativer CA 125 Verlauf. Im Falle eines 

Rezidivs sind ein schlechter Allgemeinzustand (in Kombination mit dem Alter: 

„Karnofsky-Index“), eine muzinöse Differenzierung, eine große Anzahl von 

Rezidivherden und ein kurzes krankheitsfreies Intervall hinweisend auf einen 

ungünstigen Krankheitsverlauf.123   

 

 Risikofaktoren des Ovarialkarzinoms  Geschätztes relatives Risiko 

 Ovarialkarzinom in der Verwandtschaft  3-4 

 Höheres Lebensalter  3 

  Wohnort in Nordamerika oder Nordeuropa  2-5 

 Sterilitätsanamnese  2-5 

 Perineale Talkum-Puder-Anwendung  1,5-2 

 Höheres Bildungsniveau und Einkommen  1,5-2 

 Späte Menarche  1,5-2 

 Frühe Menarche  1,5 

 Weiße Rasse  1,5 

 Status nach Hysterektomie  0,5-0,7 

 Verwendung oraler Kontrazeptiva  0,3-0,5 

 

113Tab. 6:  Risikofaktoren des Ovarialkarzinoms
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Histologie, Stadieneinteilung und Klassifikation  

Es handelt sich um maligne Proliferationen des Oberflächenepithels der Eierstöcke und 

des darunter liegenden Stromas. Laut WHO werden die primären Ovarialkarzinome in 5 

Gruppen eingeteilt:  Die malignen epithelialen Tumore (80-90%), die malignen 

Keimstrang-Stroma-Tumore (<3%), die Steroidzell-Tumore (1-2%), die malignen 

Keimzell-Tumore (1-2%) und die Gonadoblastome (1-2%). Für das maligne epitheliale 

Karzinom sind die folgenden histomorphologischen Subgruppen beschrieben worden: 

seröses Karzinom (40-50%), muzinöses Karzinom (10-15%), endometrioides Karzinom 

(10-15%) und das hellzellige Karzinom (2-6%). Das seröse Karzinom wird überwiegend 

in den FIGO-Stadien III-IV, die übrigen Subtypen in den Stadien I-II diagnostiziert. 

Weitere Untergruppen stellen Plattenepithelkarzinome des Ovars (1%), Brenner 

Tumoren (1%), gemischte Formen (1%), undifferenzierte (5-10%) und unklassifizierbare 

Karzinome (2-3%) dar. Die serösen Karzinome fallen durch papilläre Strukturen auf und 

breiten sich früh, prognostisch ungünstig, extra-ovariell aus.124 Histologisch fallen die 

serösen Karzinome durch Psammomkörperchen auf, die als rundbegrenzte 

Kalzifikationen imponieren. Die muzinös-epithelialen Karzinome haben eine bessere 

Prognose, da sie in mehr als 60% in den FIGO-Stadien I und II festgestellt werden.125 

Sie sind durch ein zystisches Wachstumsmuster charakterisiert. Die endometrioiden 

Karzinome wachsen oft solide oder tubulär und zeigen sich, wie auch die muzinösen 

Karzinome, als größtenteils hochdifferenziert. Die niedrig differenzierten hellzelligen 

oder klarzelligen Karzinome fallen durch große unregelmäßige Zellkerne in einem 

hellen Zytoplasma auf und sind prognostisch eher ungünstig einzustufen.124 Der 

Punkte-Score nach Silverberg erlaubt Aussagen über das histopathologische 

Grading.126 Die Stadieneinteilung basiert auf den aktuellen Fassungen der FIGO 

(Federation Internationale de Gynecologie et d’Obstetrique 1985) und der TNM-

Klassifikation der UICC (International Union against Cancer 1997).127

 

Klinik  

Häufig wird die Diagnose Ovarialkarzinom spät gestellt. Fremdkörpergefühl, 

gastrointestinale Beschwerden, Blutungsstörungen, Schmerzsymptome sowie Zunahme 

des Bauchumfangs sind erste klinische Hinweise. Weiterhin sind unklare 

Palpationsbefunde, Resistenzen im Bereich der Adnexe, positiver Lymphknotenstatus 

und auch Stieldrehungserscheinungen im Sinne eines akuten Abdomens 

richtungweisend. Häufig wird bei peritonealer Karzinose auch ein Aszites beobachtet.128 
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Die anatomische Lage des Tumors, beispielsweise vor dem Uterus oder im 

Douglas’schen Raum, kann Blasenbeschwerden und Defäkations- bzw. 

Kreuzschmerzen auslösen. Der peritoneale Lymphabfluss aus der Bauchhöhle in die 

Pleura ist der häufigste Metastasierungsweg. Diagnostische Verfahren sind 

Anamneseerhebung, Ganzkörperstatus, Laboruntersuchungen, transvaginale 

Sonographie, Computertomographie, Magnetresonanztomographie, Positronenemis-

sionstomographie, und Farbdopplersonographie sowie die histopathologische 

Beurteilung.129-131 Thrombozytose, Polyglobulie, autoimmunhämolytische Anämien 

sowie  Hyperkoagulabilität können paraneoplastisch bewertet werden.132  

 

Therapie  

Therapeutisch angewandte Maßnahmen sind die chirurgische Tumorreduktion, die 

Chemotherapie, die Strahlentherapie und die endokrine Behandlung. Eine Kombination 

ist ebenfalls möglich. Der postoperativ verbliebene Tumorrest ist für Patientinnen mit 

fortgeschrittenem Ovarialkarzinom der entscheidende Prognosefaktor. Dies sollte über 

Ausmaß und Qualität des operativen Eingriffs entscheiden. Das Ziel ist die vollständige 

Entfernung des Primärtumors, wobei perioperativ die Morbidität bzw. Mortalität, der 

Allgemeinzustand und das biologische Alter der Patientin beachtet werden müssen. Die 

Primäroperation sollte als „Staging-Laparotomie“ vorgenommen werden. Unter der 

Operation wird jede sichtbare Veränderung mittels Biopsie gesichert. Die beidseitige 

Adnexektomie und Hysterektomie gelten als obligat. Pelvine und paraaortale 

Lymphonodektomie, Omentektomie und Resektion des Beckenperitoneums sind 

mögliche Strategien. Komplettierungsoperation, „sekundäres Debulking“, 

Rezidivoperation sowie die Palliativoperation kommen weiterhin in Frage. Selten finden 

organerhaltende Operationen statt.133,134 Die platinhaltige Chemotherapie wird kurativ, 

adjuvant, neoadjuvant und palliativ angewandt.135 Weitere Optionen sind die 

zytostatische Therapie mit Paclitaxel/ Carboplatin sowie die perkutane Strahlentherapie 

bzw. intraperitoneale Radiokolloidtherapie.119  

 

Tumormarker  

CA 125 stellt einen unerlässlichen Parameter bei Therapie und Verlaufskontrolle sowie 

einen Prognosefaktor des Ovarialkarzinoms dar. Bei gesichertem Ovarialkarzinom 

korrelieren Anstieg oder Abfall mit Progression oder Regression (Referenzbereiches 33-
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65 U/ml).136 Ein obligater Nachweis von residualen Tumorbestandteilen des 

Ovarialkarzinoms im freien Intervall, bzw. von Rezidiven in den folgenden 35 Monaten 

kann erbracht werden.137 Neben CA 72/4 und CA 19-9, bedeutsam als Zweitmarker und 

hinweisend auf ein muzinöses Ovarialkarzinom, ist CA 15-3 erwähnenswert. In 

Kombination mit CA 125 wurde eine Sensitivität von 83,8% erreicht.138 Rosen et al. 

untersuchten weitere Tumormarker (HK10, OPN, DF3, MUC1, VEGF, MES, HE4, HK 6 

und CA 19-9) in ihrer komplementären Aussagekraft zum CA 125.139 Auch das Cancer 

Associated Serum Antigen (CASA) schien in Kombination mit CA 125 hohe Sensitivität 

zu besitzen. Glycodelin A wurde als potentieller Tumormarker des Ovarialkarzinoms 

thematisiert und untersucht. 

 

 

1.8 Vorarbeiten, Fragestellung und Zielsetzung  

 

In früheren Untersuchungen wurden mehrere Schwangerschaftsproteine auf ihren 

diagnostischen Wert bei Erkrankungen in der Schwangerschaft und bei Tumoren 

untersucht: Alpha 1–Fetoprotein, Pregnancy Zone Protein, Schwangerschaftsprotein 1, 

Plazentaprotein 5, Plazentaprotein 10 und Plazentaprotein 12. Hierbei standen Fragen 

zur Eignung als Tumormarker im Vordergrund. Das zunächst als PP14 bezeichnete 

Glycodelin A erwies sich als Dezidua–Glycoprotein, dem bei der Toleranz des fetalen 

Allotransplantats als maternaler protektiver Faktor eine besondere Bedeutung 

zukommt.57,140  

Weitere Erfahrungen machte unsere Forschungsgruppe an der Universitätsfrauenklinik 

Rostock mit primären Trophoblastenzellkulturen, der primären Endometriumzellkultur 

und den Chorionkarzinomzelllinien BeWo und Jeg3. Parakrine Funktionen waren 

Untersuchungsschwerpunkte. Glycodelin A wurde zur Stimulation des 

Choriongonadotropins in Trophoblastenzellkulturen eingesetzt.40,102,104-106,108  

Nun galt es den Nachweis des Dezidua-Proteins Glycodelin A beim Ovarialkarzinom zu 

erbringen. Die Gewebeentnahmen wurden intraoperativ aus Primärtumoren und 

Absiedlungsproben gewonnen. Es sollte unter anderem die Frage beantwortet werden, 

inwiefern die Glycodelin A-Synthese des Primärtumors bei Metastasierungsprozessen 

aufrechterhalten wird. Vorliegend handelt es sich um erste orientierende 

Untersuchungen von Glycodelin A in Primärtumoren und Metastasen. Diese 
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Untersuchungen stellen in der Literatur eine Erstbeschreibung dar. Insbesondere war 

es auch das Anliegen, den immunhistochemischen Untersuchungen 

molekularbiologische Nachweisverfahren hinzuzufügen, um die Glycodelin A-Synthese 

im Tumor und zusätzlich in der Absiedlungsprobe zu untermauern. Die im Rahmen 

dieser Arbeit verwendeten Untersuchungsmethoden (Immunhistochemie und 

Polymerase-Kettenreaktion) sind zur Verifizierung des Glycodelin A im Gewebe beim 

Ovarialkarzinom und in metastasiertem Gewebe standardisierte Verfahren zum 

Nachweis von Proteinen in bestimmten Zelleinheiten.  
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2  Materialien und Methoden 

2.1  Untersuchungsmaterial 

2.1.1 Gewebeproben 

 

An der Universitätsfrauenklinik Rostock und im Südstadtklinikum Rostock wurden 

zwischen Mai 2001 und Juni 2005 Gewebeproben von 39 Frauen entnommen. Die 

Probandinnen waren zu jedem Zeitpunkt mit der Verwendung der gewonnen Proben 

einverstanden. Die Entnahmen fanden im Rahmen klinischer Operationen statt. Die 

Frauen waren zum Zeitpunkt der Operation zwischen 41 und 83 Jahre alt. Der 

Operateur entnahm und beschriftete Proben aus unterschiedlichen anatomischen 

Arealen. In diesem Zusammenhang erhielten wir patientenspezifische Proben, die in 

Anbetracht der unterschiedlichen operativen Methoden und Operationsverfahren einer 

Einheitlichkeit von Patient zu Patient entbehrten (Tab.7). Die Tabelle gibt einen 

Überblick über die Altersverteilung der Patientinnen in den jeweiligen Diagnosegruppen 

(Tab. 8). Jede Gewebeprobe wurde zu drei gleichen Teilen makroskopisch zerlegt, auf 

die Gruppen A, B, und C verteilt, deklariert und  bei -180°C in flüssigem Stickstoff 

aufbewahrt. Die Proben der Gruppe A führten wir der immunhistochemischen 

Aufarbeitung zu. Die Proben der Gruppe B wurden lysiert und so für die Untersuchung 

zur Genexpression bereitgestellt. Zu späteren Forschungszwecken archivierten wir die 

Proben der Gruppe C. Um eine Einteilung der Patienten nach Diagnosen zu erreichen, 

wurden vier Gruppen gebildet. Im Folgenden wird zwischen den Begriffen Primärtumor 

und Absiedlungsprobe unterschieden, wobei Primärtumor das jeweilige 

Hauptexzisionspräparat bezeichnet, unabhängig von der eigentlichen 

histopathologischen Dignität (Karzinom, Adenom bzw. Myomatose/Endometriose). Aus 

den ebenfalls operativ entnommenen Gewebeproben wurde nach 

immunhistochemischer und molekularbiologischer Begutachtung eine weitere Probe 

ausgewählt, die in dieser Arbeit - ebenfalls unabhängig von der eigentlichen 

histopathologischen Dignität - als Absiedlungsprobe bezeichnet wird. In Gruppe 1 

fassten wir zehn Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom zusammen. Darunter 

befanden sich papillär-seröse, mucinöse, endometrioide, hellzellige und gemisch 

klarzellig-endometrioide Befunde. Gruppe 2 schließt acht Zystadenome ein. Hierbei 

handelte es sich um papillär-seröse, mucinöse und endometrioide Befunde. In Gruppe 3 
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sind neun Karzinome gelistet, die Organe außer dem Ovar betreffen: Korpuskarzinom, 

Zervixkarzinom, Teratom, Krukenbergtumor, Harnblasenkarzinom und Leiomyosarkom. 

Die Gruppe 4 enthält Gewebeproben von Patientinnen mit Uterus myomatosus und 

Endometriose. Die Diagnosen wurden verschlüsselt. Bei den einzelnen Gewebeproben 

handelte es sich um Ovar, Tube, Myometrium, Endometrium, Peritoneum, Omentum, 

pelvine Lymphknoten.141  

 

 Gewebe   Probenanzahl   

 Adnexe   51 

 Uterus  34 

 Peritoneum  17 

 Netz  14 

 Scheide  1 

 Appendix  3 

 Lymphknoten  5 

 Dünndarm  1 

 Bauchdecke  1 

 Zystenmaterial  1 

 Douglas PE  2 

 Blasendach  3 

 
Tab. 7:  Anzahl der Biopsien 
 
 
Altersverteilung von Patientinnen mit entsprechenden Diagnosen Durchschnittsalter 

in Jahren 

59,4 insgesamt 
65,9 maligne Ovarialkarzinome  
65,5 benigne Ovarialtumoren  
57,4 andere Tumoren  
56,5 Uterus myomatosus/ Endometriose  

 
Tab. 8:  Altersverteilung von Patientinnen mit entsprechenden Diagnosen 
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2.1.2 Serum 

 

Zur Bestimmung der Glycodelin A-Konzentration im Serum entnahmen wir 16 Frauen 

präoperativ Blut. Das Blut wurde für die Serumgewinnung 5 min bei 3000 U/min 

zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendung lagerten die Proben bei -80°C im 

Gefrierschrank.   

 

2.2  Methoden 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Untersuchungsmethoden stellen standardisierte 

Verfahren zum Nachweis von Proteinen dar. Immunhistochemie und Polymerase-

Kettenreaktion umschreiben in dieser Arbeit die notwendigen Verfahren zur 

Verifizierung von Glycodelin A im Gewebe beim Ovarialkarzinom und in 

Absiedlungsproben.  Mit Hilfe von Antikörpern kann in der Immunhistochemie bestimmt 

werden, in welchem Gewebe das Protein vorhanden ist und auch, in welchem 

Kompartiment der Zelle es lokalisiert ist. Außerdem dient die Immunhistochemie der 

Identifikation und Klassifizierung von Tumorzellen, die bestimmte Antigene exprimieren. 

Tumoren, die sich in verschiedenen Parametern unterscheiden (Wachstums- und 

Absiedlungsverhalten, Therapieantwort), können trotz gleicher Morphologie 

unterschieden werden. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion ist es möglich 

Erbsubstanzen in vitro zu vervielfältigen, die mit Hilfe von Primern eine bestimmte 

gesuchte Gensequenz vorgeben, um im weiteren Verlauf Aussagen über das 

Expressionsausmaß tätigen zu können.  

 

 

2.2.1     Immunhistochemische Aufarbeitung 

2.2.1.1 Anfertigung der Gefrierschnitte 
 
 
Ich untersuchte Gewebeproben von 39 Frauen. Die Exzidate stammten aus 17 

verschiedenen Arealen. Nicht verwertbare Proben wurden verworfen. Aus diesem 

Grund entbehrt die Anzahl der Proben pro Probandin einer Einheitlichkeit. 137 Proben 

aus den verschiedenen Arealen kamen zur Auswertung. Jedes Exzidat wurde zu zehn 

gleichen Teilen auf Objektträger verteilt, fixiert, beschriftet und nummeriert. Es kamen 
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drei verschiedene Antikörper zur Anwendung. Die Objektträger 1-4 wurden mit 

Antikörpern gegen Glycodelin A (N20) getestet. Die Objektträger 5-8 untersuchte ich mit 

Antikörpern gegen Glycodelin A (Q13). N20 ist ein polyklonaler Antikörper, welcher sich 

gegen die Amino-Gruppen des menschlichen Glycodelin A richtet. Q13 ist ebenfalls ein 

polyklonaler Antikörper, der sich gegen die Carboxy-Gruppen des Glycodelin A-

Moleküls positioniert. Der Objektträger 9 wurde im Sinne einer Negativkontrolle nicht mit 

einem primären Antikörper versehen. Als Positivkontrolle beimpfte ich Objektträger 10 

mit CA 125.  

Insgesamt wertete ich für diese Arbeit 1370 Gewebeschnitte immunhistochemisch aus. 

Damit nimmt diese Studie hinsichtlich des Umfangs an Bearbeitungsproben im 

Vergleich zu Untersuchungen mit ähnlich gerichteten inhaltlichen Fragestellungen eine 

absolute Sonderstellung ein. Die Gefrierschnitte (Histobond®) wurden manuell (Frigocut 

E 2800®-eichert Jung) angefertigt. Die Schnittdicke liegt im Bereich von 5-20 µm. Bis 

zur immunhistochemischen Aufarbeitung lagerten die Gefrierschnitte bei -80°C. Die 

Begutachtung der Gewebeschnitte erfolgte durch einen hinzugezogenen Pathologen.  

 

 

2.2.1.2 Prinzipien der immunhistochemischen Reaktion 
 

Die immunhistochemische Antikörperreaktion führte ich mit dem Vectastain® Elite ABC-

Kit (Vector Laboratories Borlingame-U.S.A.) durch. Die Avidin-Biotin-Methode beruht 

auf der hohen Affinität des Biotins (Vitamin H) zu Avidin (Eiklar) und dem entstehenden 

Farbkomplex, der genutzt werden kann. Im Gegensatz zur PAP Technik (Peroxidase-

anti-Peroxidase Reaktion, beruht auf einer Antigen-Antikörper Reaktion) ist der 

Komplex der gewählten Methode in seiner Stabilität höher einzuschätzen. Dies liegt an 

der höheren Affinität des Avidins zu Biotin. Außerdem besteht eine höhere Sensibilität, 

da von einer Komplexbildung mehrerer enzymkonjugierter Biotin-Moleküle mit Avidin 

auszugehen ist. Dadurch ist es möglich die Primärantikörper stärker zu verdünnen. Das 

ABC-Kit nutzt die hohe Affinität des Avidins (Glycoprotein mit einem Molekulargewicht 

von 68 kDa) zu Biotin. Diese Bindung ist irreversibel. Avidin hat vier Bindungsstellen für 

Biotin. Die meisten Proteine (inklusive Antikörper und Enzyme) können mit speziellen 

Molekülen von Biotin konjugiert werden. Dabei entstehende „Biotinylierte Enzyme“ 

können mit Avidin zu makromolekularen Komplexen zusammengefügt werden. Der 

Primärantikörper bindet am Antigen. Durch die Bindung von Biotin entsteht der 
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Sekundärantikörper. Zuletzt folgt die makromolekulare Komplexbildung von Avidin und 

biotinylierter Peroxidase.142

 

 

2.2.1.3 Immunhistochemische Reaktion 
 

Zunächst wurden die Gefrierschnitte in phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) 

gewaschen und in 4%igem phoshatgepuffertem Formaldehyd für 10 Minuten fixiert. 

Dann folgte ein fünfminütiger Waschvorgang in PBS, sowie die Trocknung an der Luft. 

Jetzt konnte 3%iges H O für 20 Minuten hinzu gegeben werden,2 2   um die endogene 

Peroxidase zu hemmen. Nach erneutem Waschvorgang in PBS wurde verdünntes 

Normal-Pferde-Serum für 20 Minuten hinzu gegeben, um unspezifische Reaktionen zu 

verhindern. Im Anschluss kam es zur Dekantierung der Schnitte. Der primäre Antikörper 

konnte eingesetzt werden (Tab. 9). Nach einer Stunde wurden die Gefrierschnitte für 

fünf Minuten in PBS gewaschen und für 30 Minuten der biotinylierte Antikörper hinzu 

gegeben. Erneut  wurde für fünf Minuten in PBS gewaschen. Nun folgten die Zugabe 

des ABC-Reagenz für 30 Minuten sowie ein Waschvorgang für fünf Minuten in PBS. 

Um die stattgefundene Reaktion sichtbar zu machen, lösten wir eine DAB-Tablette von 

der Firma DAKO in 10 ml PBS. Als Startreagenz verwendeten wir konzentriertes H O2 2. 

Das DAB-Gemisch wurde auf die Schnitte pipettiert. Zeigte sich dann eine bräunlich 

sichtbare Reaktion (nach circa 10 Minuten), stoppten wir diese mittels Wasser. Im 

Anschluss erfolgte eine Gegenfärbung mit Hämalaun. Es folgte eine alkoholische Reihe 

mit aufsteigend 50%igem, 75%igem und 100%igem Ethanol, sowie ein kurzes 

Eintauchen in Xylol. Im Anschluss deckten wir die Objektträger mit Kanadabalsam ein 

und versahen sie mit einem Deckglas. Alle Glycodelin A-negativen (nicht gefärbten 

Zellen sowie die Negativkontrolle) stellten sich blau und die positiven Zellen, sowie die 

Positivkontrolle braun dar. Im Anschluss wurden die Proben mit Hilfe des Mikroskops 

„Carl Zeiss Axiostar Plus“ begutachtet und in 10-facher und 40-facher Vergrößerung 

fotografiert. Wir verwendeten folgende Einstellungen des Mikroskops: Ph1, Ph2, Ph3, 

DF, H. Die Tabelle zeigt die Ansätze der Reagenzien des ABC-Kits nach Vector® (Tab. 

10).  
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Antikörper Details 

Glycodelin (Q-13) sc-12290; Santa Cruz Biotechnology, Inc.; 1:10 Verdünnung in PBS  

Glycodelin (N-20) sc-12289; Santa Cruz Biotechnology, Inc.; 1:10 Verdünnung in PBS 

CA 125 Clone Ov185:1 Cat. DLN-06578 (0,5ml Supernatant), Dianova GmbH 
 

Tab. 9:  Angewendete Antikörper 

 

Reagenzien Ansatz 

 Normal-Serum 10ml PBS +  4 Tropfen Normal Horse Serum 

Biotinylierter Antikörper 10ml PBS + je 1 Tropfen Normal Horse Serum  
und Anti Mouse Biotinylierter Antikörper 

 ABC-Reagenz 5ml PBS + je 2 Tropfen Reagenz A und Reagenz B 

 DAB 1 Tablette DAB in 10ml PBS 
 

Tab. 10:  Ansätze der Reagenzien des ABC- Kit’s nach Vector®  

 

 

2.2.2  Polymerase-Kettenreaktion  
 
Zur Durchführung der PCR war es zunächst notwendig, die genetische Einheit in Form 

von Ribonukleinsäuren aus den entnommenen Proben zu separieren. Danach erfolgte  

die Messung der RNA-Konzentration mit Hilfe eines Spectrometers. Die Reverse 

Transkriptase schrieb die einzelsträngige RNA in doppelsträngige cDNA um. Nun wurde 

die Gensequenz von Glycodelin A (festgelegt durch einen spezifischen Primer) mittels 

PCR vervielfältigt und in der Gelelektrophorese dargestellt. 

 

 

2.2.2.1 RNA-Extraktion 
 
Die bei -80 °C gelagerten Proben wurden in einem temperierten Wasserbad (37°C) 

aufgetaut. Mit Hilfe des RNeasy Mini Kit® [Fa Qiagen] erfolgte die Isolierung der 

einzelsträngigen RNA nach Herstellerangaben. Zunächst lösten und homogenisierten 

wir die Proben mittels Lyse-Puffer (10 µl Mercaptoethanol auf 1 ml RLT Buffer). Die 

Homogenisierung erfolgte eine Minute auf dem Vortexer (Schüttel- und Mischgerät). 
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Danach vermischten wir die Proben mit 350 µl 70%igem Ethanol (700 µl pro Tube). Es 

folgte eine Übertragung auf die spin columns (im Kit enthalten). Danach wurde 15 

Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und 700 µl Puffer 

RW1 auf die Säule gegeben. Dann folgten die zweite Zentrifugation sowie die 

Entfernung des Filtrates. Zum Waschen wurde die Säule zweimal mit 500 µl RPE Puffer 

beladen und zentrifugiert (das erste Mal für 15 Sekunden bei 10.000 rpm, das zweite 

Mal für zwei Minuten bei maximaler Geschwindigkeit). Jetzt trocknete die Membran eine 

Minute offen und das Collection-Tube konnte durch ein Eppendorf-Tube ersetzt werden. 

Anschließend pipettierten wir 50 µl RNase-freies Wasser (mit DEPC behandeltes 

Wasser) in die Mitte der Membran. Nochmals wurde für eine Minute bei 10.000 rpm 

zentrifugiert. 4 µl der gewonnenen RNA wurden mit 16 µl DEPC-H2O verdünnt 

(entspricht einer Verdünnung von 1:5). Das RNA-Pellet am Grunde des 

Eppendorfgefäßes sollte nun bis zur Trocknung geöffnet in einer mit RNAse-Away-

Lösung gereinigten Kammer stehen. Nach vollständigem Trocknen und Zugabe von 50 

μl DEPC-behandeltem Aqua dest. konnte die RNA-Stammlösung bei –80 °C über 

Monate aufbewahrt werden. Dies gewährleistet einen Schutz der labilen RNA vor 

unspezifischen Abbauprozessen. 

 

 

2.2.2.2 Mengenbestimmung der RNA 
 

Die Messung der RNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe eines Spectrometers (Pharmacia 

Biotech) über die Messung der optischen Dichte, bei einer Absorption von 260 nm. 

Anhand der Extinktionswerte bei definierten Wellenlängen von 260 nm und 280 nm 

konnte die Reinheit der RNA durch Bildung des Quotienten kontrolliert werden. Die 

einzelnen RNA-Lösungen wurden nach folgender Gleichung berechnet: 

X [µl] = (Endvolumen [µl] x Endkonzentration [ng/µl] / Ausgangskonzentration [ng/µl]   

 

Als Leerwert-Kontrolle dienten 20 µl DEPC-behandeltes Aqua dest. 
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2.2.2.3 Reverse Transkriptase-Reaktion 
 

Die Reverse Transkriptase, eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, schreibt die 

einzelsträngige RNA in doppelsträngige cDNA um. Mit Hilfe ihrer RNA-abhängigen 

DNA-Polymeraseaktivität synthetisiert sie einen RNA-DNA-Hybridstrang. Für den 

Abbau des RNA-Anteils ist der RNase-H-Anteil des Enzyms verantwortlich. Dann folgt 

die Vervollständigung des einzelsträngigen DNA-Stranges zum doppelsträngigen DNA-

Strang durch die DNA-abhängige DNA-Polymeraseaktivität. Der Random Primer 

definiert an der denaturierten, einzelsträngigen DNA den Startpunkt für die Synthese 

des Gegenstranges. Die doppelsträngige lineare cDNA dient in vielfacher Kopie als 

Ausgangsprodukt für die PCR, um spezifische Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. 

Anschließend lassen sich die Produkte der RT-PCR klonieren und elektrophoretisch in 

einem Agarosegel auftrennen. Die RNA lagerte bis dahin auf Eis. Für die RT-Reaktion 

wurden 0,1 – 0,3 µg RNA verwendet, mit DEPC-Wasser ad 10 µl versetzt und 3 µl 

Random Primer [Fa. Invitrogen] in der Konzentration 50 ng/ µl hinzugegeben und 

anzentrifugiert. Es folgte die Zugabe des RT-Mastermixes (Tab. 11). Wir inkubierten 

zehn Minuten bei 70 °C. Die Gesamtmenge von 22 µl pro Ansatz wurde für drei Minuten 

auf Eis gelegt und daraufhin anzentrifugiert. Es folgten zwei weitere Inkubationsschritte 

von 50 Minuten bei 42 °C sowie fünf Minuten bei 95 °C. Es wurde auf Eis gekühlt und 

anzentrifugiert. Nachdem mit 33 µl DEPC-H2O auf 55 µl aufgefüllt wurde, folgte die 

Lagerung bei -20 °C, sofern die entstandene cDNA nicht sofort für die PCR benutzt 

wurde. Die Negativkontrolle erfolgte mit Aqua dest. anstelle von RNA.  

Die Schmelztemperatur konnte nach der Wallace-Regel errechnet werden:  

 
Tm = 2°C (A+T) + 4°C x (C+G) [tm = 69°C + 0,41 + GC% - 650L].  

 
Der TM-Wert ist abhängig von Länge und Sequenz des Primers. Der Zyklus musste 40x 

wiederholt werden. Die Messungen wurden mit dem PCR HUMPEAP, Termocycler 

Mastergradent Eppendorf durchgeführt. 
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Volumen  Enyme und Reagenzien  

13 µl RNA (0,1 - 0,3 µg RNA + DEPC-Wasser + 3 µl Random Primer) 

4 µl Starnd-Buffer (5xT-Buffer) 

2 µl 0,1 M DTT 

1 µl  Ribo-Inhibitor (RNasin, 5 Units/µl) 

1 µl d`NTP`s Nucleotide Mix (Desoxynucleosidtriphosphate) [10 mM] 

1 µl Superscript 2 (RT) 
 

Tab. 11:  Enzyme und Reagenzien im RT-Mastermix 

 

 

2.2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion 
 

Mullis et al. entwickelten eine Methode, die es ermöglicht, spezifische DNA-Sequenzen 

aus geringen Mengen DNA mit hoher Ausbeute zu amplifizieren. 1988 wurde diese 

Methode durch die Entdeckung einer hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem 

Archeabakterium Thermophilus aquaticus (Taq-Polymerase) weiterentwickelt.143 Um die 

Gensequenz bestimmter Proteine, wie die des Glycodelin A, darstellbar zu machen, um 

sie im nächsten Schritt explizit zu vervielfältigen, ist es notwenig, bestimmte 

Oligonukleotide (Primer) festzulegen, die im Folgenden als Startpunkt für DNA-

replizierende Enzyme wie die DNA-Polymerase dienen. Diese Primer werden von 

spezialisierten Firmen angeboten, entbehren jedoch, wie in diesem Fall, der Angabe der 

genauen Gensequenz.  

Für die Durchführung der PCR sind drei Teilschritte notwendig, die sich beliebig häufig 

wiederholen lassen. 1. Melting (Denaturierung oder Schmelzen), 2. Annealing 

(Primerhybridisierung) und 3. Elongation (Polymerisation, Verlängerung).  

Zunächst werden die DNA-Doppelstränge bei 94 - 96 °C denaturiert. Dabei werden die 

Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den beiden DNA-Strängen aufgebrochen. 

Durch diesen Prozess (30 s bei 95 °C) wird doppelsträngige DNA (dsDNA) zu 

einzelsträngiger DNA (ssDNA) umgewandelt. Um sicherzustellen, dass sich im ersten 

Zyklus sowohl die Ausgangs-DNA als auch die Primer vollständig voneinander getrennt 

haben, wird die DNA für längere Zeit erhitzt. Anschließend hybridisieren die 

spezifischen Oligonukleotid-Primer mit den Einzelsträngen der denaturierten DNA 

(Annealing). Synthetisch hergestellte Primer (Oligonukleotide) binden am 5’- und 3’-
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Ende der zu amplifizierenden Sequenz. Dafür ist eine Senkung der Temperatur für 30 

Sekunden auf 55 °C, d.h. 2 - 3 °C unter dem Schmelzpunkt der Primer, erforderlich. 

Nun ist das Enzym DNA-Polymerase in der Lage sich an die DNA-Matrize (Template) 

anzulagern und die Nukleotidkette mit Hilfe von freien Nukleotiden zu verlängern. Sie 

beginnt am 3’-Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-Strang. Der 

Primer wird nicht wieder abgelöst, da er den Anfang des Einzelstrangs bildet. Zeit und 

Temperatur (72 °C für 30 Sekunden) sind von der DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) 

und der Länge des DNA-Fragments abhängig. Eine darauf folgende Kühlung auf 4 °C 

zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen ist unerlässlich. Mit jedem neuen Zyklus 

verdoppelt sich der von den Primern eingerahmte Templateabschnitt und führt zu seiner 

spezifischen Amplifizierung. Es folgen wiederholte Zyklen von Einzelstrangbildung 

(Melting), Primeranbindung (Annealing) und Neustrangsynthese (Elongation). Diese 

Schritte führen zu einer exponentiellen Vermehrung des von den Primern flankierten 

Bereichs der Template-DNA. Das DNA-Gemisch kann bei 4 - 8 °C über Nacht 

aufbewahrt werden, ohne dass die DNA beschädigt wird.  

Folgender Primer wurde verwendet: RT2 PCR Primer Set Human PAEP; Catalog: 

PPH10235A-200; Superarray Simplicity. Die Gensequenz des Primers ist 

firmenspezifisch.  

Tabelle 12.1 gibt einen Überblick über die enthaltenen Komponenten, Tabelle 12.2 zeigt 

die Taktung des Mastercyclers an. Das Gesamtvolumen eines einfachen Ansatzes der 

PCR betrug 26 μl. 

 

Volumen Enzyme und Reagenzien im PCR-Mix 

4,0 µl  cDNA 

2,5 µl  10x PCR-Puffer (+MgCl²) 

1,0 µl  d`NTP`s Nucleotide Mix (Desoxynucleosidtriphosphate) [10 mM] 

1,0 µl  Primer 1 forward 

1,0 µl  Primer 2 reverse 

0,4 µl  Taq Polymerase 

H O dest. ad  16,1 µl  2

 
Tab. 12.1: Pipettierschema und Volumenangaben der Reagenzien für einen standardisierten 

PCR-Reaktionsansatz 
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Phase Temperatur in °C Zeit in min  

Aktivierung der Taq Polymerase 95 4  

Melting 95 30 jeweils 

Annealing 55 30 
40 
Zyclen 

Synthese 72 30 

Elongation 72 10  

Lagerung 8 >1   

 

Tab. 12.2:  Temperatur- und Zeitvorgaben im Thermocycler 

 

 

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese 
 
 
Das Ergebnis der PCR wurde mittels Agarosegelelektrophorese überprüft. Die 

Gelelektrophorese ermöglicht die Auftrennung von PCR-Produkten anhand ihres 

Molekulargewichtes. Verschieden große DNA-Fragmente wandern unterschiedlich 

schnell im Gel. Zur Ausnutzung kommt die negative Ladung der DNA. Größere DNA-

Fragmente wandern langsamer in der Matrix des Agarosegels als kleinere Fragmente. 

Unter UV-Licht können die Fragmente durch einen Fluoreszenzfarbstoff sichtbar 

gemacht werden. Diese Farbstoffe lagern sich in die DNA ein (interkalieren) bzw. 

binden an die doppelsträngige DNA, wodurch die Fluoreszenz dieser Farbstoffe 

ansteigt. Als Laufpuffer diente TBE-Puffer (1:10 verdünnt). 0,8 g Agarose (Biozym) 

wurde mit 40 ml TBE-Puffer aufgefüllt (Tab.12.3). Diese 2%ige Lösung wurde im 

Mikrowellenherd (500 Watt, 3 Minuten) gekocht, bei Raumtemperatur auf 60 °C 

abgekühlt und dabei ständig gerührt. Nachdem das Gel seine Festigkeit erreicht hatte, 

gaben wir es in den TBE-Laufpuffer. Die DNA Proben wurden in die Slots (Agargel-Mini-

Kammern) gegeben und eine Spannung von 100 - 120 V für 60 Minuten angelegt 

(Stromstärke von 400 mA). Das Agarosegel stellte ein mikroskopisch kleines Netz aus 

Poren dar. Unter einer UV-Lampe konnten die entstandenen Banden betrachtet 

werden. Die zu erwartende Fragmentlänge lag bei 218 bp. Um die Banden im Gel 

anzufärben, wurden 2 µl Cyaninfluoreszenzfarbstoff (SYBR Green 1) auf 498 µl 
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Gelladepuffer gegeben. Dieser fluoreszierende Farbstoff bindet an jegliche 

doppelsträngige DNA und wird durch kurzwelliges (254 nm) UV-Licht angeregt. Der 

Gelladepuffer zeigt somit die Trennlinien an (Abb. 7). Zur Auswertung und 

Dokumentation wurden die Gele mittels Polaroid Kamera fotografiert.  

 

TBE-Puffer Gelladepuffer 

Tris  108 g Bromphenolblau 0,25 % (w/v) 

Na²-EDTA 9,3 g Xylen Cyanol FF 0,25 % (w/v) 

Borsäure 55 g Ficoll Typ 400 15 % (w/v) 

H O 1000 ml 2  

pH = 8,0 

 
Tab. 12.3:  Pufferkomponenten 
 
 

 
 
Abb. 8:  Darstellung der Bandenbildung in der Gelelektrophorese. Die ersten vier Banden 

sowie die Bande rechts stellen positive Befunde dar.  
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2.3 Statistische Analysen 
 
Die Verallgemeinerung von Ergebnissen eines wissenschaftlichen Experimentes, 

erfordert die Durchführung eines statistischen Testverfahrens. Bei den vorliegenden 

Ergebnissen stellte sich die Frage, ob das betreffende Ergebnis einer beliebigen 

Stichprobe durch den Zufall erklärbar ist, oder - und in diesem Fall spricht man von 

Signifikanz - ob dem nicht so ist. Aussagen, die mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 

p<0,05 behaftet sind, nennt man signifikant (≥0,05 nicht signifikant, <0,01 sehr 

signifikant, <0,001 hoch signifikant).  

Weiterhin sollte die Sensitivität bzw. die Spezifität des Testergebnisses geprüft werden. 

Der Anteil der richtig positiv getesteten Patientinnen an der Gesamtzahl der Kranken 

erklärt die Sensitivität. Spezifität ist der Anteil der Patientinnen, bei denen der Test 

negativ ausgefallen ist, weil sie die Krankheit nicht haben. Mit Hilfe von ROC-Kurven 

wird der Zusammenhang deutlich. Die Tabelle gibt einen Überblick über die Ergebnisse 

des verwendeten Chi-Quadrat-Testes (Tab. 13). Die bei der statistischen Auswertung 

verwendeten Kenngrößen sind im Folgenden dargestellt. Zum Nachweis der Signifikanz 

wurden die Daten mit Hilfe des statistischen Programms SPSS (Chicago, Illinois, USA) 

beurteilt.144

 

Arithmetischer Mittelwert Summe aller Einzelwerte x, dividiert durch die Anzahl der 

Beobachtungen n 

Median M Mittlere Zahl einer der Größe nach geordneten Zahlenreihe; 

wird von höchstens der Hälfte aller Werte unterschritten 

bzw. überschritten 

Varianz s² Summe der quadrierten Abweichungen aller einzelnen 

Messwerte vom arithmetischen Mittelwert x⎯, dividiert durch 

die Anzahl an Beobachtungen n minus eins, Mittlere 

quadratische Abweichung 

Standardabweichung s Wurzel aus der Varianz s², mittlere Abweichung der 

Einzelwerte vom arithmetischen Mittelwert der 

Beobachtungsreihe, Maß für die Variabilität 
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 IHC des IHC der PCR des PCR der 
Primärtumors Absiedlungsprobe 

des Primärtumors  
Primärtumors Absiedlungsprobe 

des Primärtumors 

Chi square 20,669 16,762 10,411 17,496 

df 3 3 3 3 

Signifikanz p<0,0005 p=0,0008 p=0,0154 p=0,0006 

0,589 0,548 0,459 0,556 Contingency 
coeff. 

 

Tab. 13:  Chi-Quadrat-Test; (df=degrees of freedom/ Freiheitsgrad) 
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3  Ergebnisse 
3.1  Immunhistochemische Untersuchung 

3.1.1  Immunhistochemischer Nachweis von Glycodellin A  
 
 
 
Die folgenden Ausführungen erläutern die Ergebnisse der immunhistochemischen 

Untersuchungen. Bei Messungen von Glycodelin A-Werten traten Unterschiede 

abhängig vom Entnahmeort auf, die sich in einer breiten Variation der Messergebnisse, 

sowie in einer Variation des immunhistochemischen Färbeverhaltens, im so genannten 

Staining, ausdrückten.108 Für die Begriffe Primärtumor und Absiedlungsprobe gelten die 

oben beschriebenen, an das jeweilige Entnahmeareal gebundenen Definitionen.  

In der vorliegenden Arbeit untersuchte ich immunhistochemisch 1370 Gefrierschnitte 

von 137 Proben von 39 Patienten. Die Gewebeproben wurden mit 1 für ein positives 

Staining und 0 für ein nicht vorhandenes Staining bewertet. Es zeigte sich, dass 16,1% 

(n=23) aller immunhistochemisch untersuchten Proben ein positives Staining auf den 

Glycodelin A-Antikörper zeigten. 83,9% (n=114) aller Proben waren negativ (Tab.14).  

 

Immunhistochemie des 1- positiv Häufigkeit Gültige  Kumulierte  
gesamten Probensatzes 0- negativ (n=) Prozente  Prozente 

(in %) (in %) 

 1 23 16,1 100,0 

 0 114 83,9 83,9 

gesamt:  137 100,0  

 
Tab. 14:  Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung des gesamten Probensatzes 

(137 Proben von 39 Patientinnen) 
 

 

3.1.2 Immunhistochemischer Nachweis von Glycodelin A im Gewebe der 
Primärtumoren     

 
 
Ich untersuchte 39 Primärtumoren von 39 Patientinnen immunhistochemisch. Es wurde 

nur das Untersuchungsmaterial begutachtet, das mikroskopisch dem Primärtumor 
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entsprach. Acht der untersuchten Proben wurden mit 1 (20,5%), 31 mit 0 (79,5%) 

bewertet. Hierbei nahm ich noch keine Zuordnung zu einer der vier Diagnosegruppen 

vor. Die Standardabweichung beträgt 0,41, der Mittelwert 0,21 (Tab.15).  

  

Immunhistochemie 
der Primärtumoren 

1-positiv 
0-negativ 

Häufigkeit 
(n=) 

Gültige  Kumulierte  
Prozente Prozente 
(in %) (in %) 

1 8 20,5 100,0  

0 31 79,5 79,5  

gesamt:  39 100,0  

 
Tab. 15:  Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung der Primärtumoren 
 
 
 

3.1.3 Immunhistochemischer Nachweis von Glycodelin A im Gewebe der 
Absiedlungsproben 

 
 
Desweiteren untersuchte ich Gewebeschnitte von Absiedlungsproben. Die untersuchten 

Proben stammen aus folgenden anatomischen Arealen: Endometrium, Myometrium, 

Peritoneum, Ovar, Tube, Lymphknoten und Netz. Jedem Primärtumor wurde aus dem 

Pool der entnommenen Gewebeproben der Patientinnen eine Absiedlungsprobe 

zugeordnet und ebenfalls immunhistochemisch gegen Glycodelin A getestet. Sieben 

Proben wurden mit 1 (17,9%) und 32 mit 0 (82,1%) bewertet (Tab.16). Die 

Standardabweichung beträgt 0,39, der Mittelwert 0,18. 

 

Immunhistochemie der 
Absiedlungsproben 

1- positiv 
0- negativ 

Häufigkeit  
(n=) 

Gültige  Kumulierte 
Prozente Prozente 
(in %) (in %) 

 1 7 17,9 100,0 

 0 32 82,1 82,1 

gesamt:  39 100,0  

 
Tab. 16:  Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung der Absiedlungsproben 
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3.1.4 Immunhistochemische Betrachtung der Primärtumoren in 4 Diagnose-
gruppen 

 

Ich unterteilte die Proben nach unterschiedlichen Diagnosen in vier Gruppen (Tab.17). 

In Gruppe 1 (Ovarialkarzinome) wurden seröse, papilläre, endometrioide, mucinöse und 

hellzellige Ovarialkarzinome zusammengefasst. Sieben von zehn Proben (70%) zeigten 

sich positiv und drei von zehn Proben (30%) negativ. Bei den negativen Proben 

handelte es sich um zwei endometrioide und ein seröses Ovarialkarzinom. In Gruppe 2 

(Ovarialtumoren) untersuchte ich seröse, papilläre, endometrioide und mucinöse 

Zystadenome. Keine der acht untersuchten Proben zeigten ein positives Staining gegen 

Glycodelin A. In Gruppe 3 (andere Malignome) wurden Korpuskarzinome, 

Zervixkarzinome, Leiomyosarkome, Teratome und Krukenbergtumoren untersucht. In 

einer von neun Proben (11,1%) wurde ein positiver Befund nachgewiesen. Dabei 

handelte es sich um ein seröses Korpuskarzinom. In Gruppe 4 wurden Gewebeproben 

von Patientinnen mit Uterus myomatosus und Endometriose begutachtet. Von zwölf 

getesteten Proben konnte keine ein positives Staining aufweisen. 

 
 
Immunhistochemie 
der Primärtumoren 

1- pos. 
0- neg. 

Häufigkeit 
(n=) 

Gültige  Kumulierte  
Prozente Prozente 
(in %) (in %) 

Gruppe 1 (Ovarialkarzinome) 1 7 70,0 100,0 

 0 3 30,0 30,0 

Gruppe 2 (Ovarialtumoren) 0 8 100,0 100,0 

Gruppe 3 (andere Malignome) 1 1 11,1 100,0 

 0 8 88,9 88,9 

Gruppe 4 (Uterus myomatosus, 0 12 100,0 100,0 
Endometriose) 

 
Tab. 17:  Auswertung der diagnosespezifischen immunhistochemischen Untersuchung der 

Primärtumoren 
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3.1.5 Immunhistochemische Betrachtung der Absiedlungsproben in 4 Diagnose-
gruppen 

 
 
Im nächsten Schritt ordnete ich die immunhistochemisch untersuchten 

Absiedlungsproben ebenfalls den Gruppen 1 bis 4 zu (Tab.18). Sechs von zehn 

Absiedlungsproben (60 %) in Gruppe 1 wurden positiv gegen Glycodelin A befundet. 

Vier von zehn zeigten sich negativ (40 %). Dabei handelte es sich um zwei seröse und 

zwei endometrioide Ovarialkarzinome. Eine von acht (12 %) untersuchten 

Absiedlungsproben von benignen Ovarialtumoren (Gruppe 2) war positiv. Dabei 

handelte es sich um ein benignes Zystadenom. Sieben von acht Proben (87,5 %) 

wurden negativ bewertet. Keine von neun Proben der Gruppe 3 sowie keine von zwölf 

Proben der Gruppe 4 konnte positiv bewertet werden.  

 

Immunhistochemie  
der Absiedlungsproben 

1- pos. 
0- neg. 

Häufigkeit 
(n=) 

Gültige  Kumulierte 
Prozente Prozente 
(in %) (in %) 

Gruppe 1 (Ovarialkarzinome) 1 6 60,0 100,0 

 0 4 40,0 40,0 

Gruppe 2 (Ovarialtumoren) 1 1 12,5 100,0 

 0 7 87,5 87,5 

Gruppe 3 (andere Malignome) 0 9 100,0 100,0 

Gruppe 4 (Uterus myomatosus, 0 12 100,0 100,0 
Endometriose) 

 
Tab. 18: Auswertung der diagnosespezifischen immunhistochemischen Untersuchung der 

Absiedlungsproben 
 

 

3.1.6 Immunhistochemischer Nachweis von Glycodelin A im Gewebe von 
Ovarialkarzinomen 

 
 
Ein Überblick über die immunhistochemische Auswertung zum Nachweis von 

Glycodelin A im Gewebe von Ovarialkarzinomen wird im Folgenden dargestellt (Tab. 

19). Sieben von zehn Ovarialkarzinomen wurden hinsichtlich des 

immunhistochemischen Nachweises von Glycodelin A positiv, 3 von 10 negativ, 
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bewertet. Bei 9 von 10 in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patientinnen bestanden 

Übereinstimmungen bezüglich des immunhistochemischen Stainings im Primärtumor 

und im Gewebe der Absiedlungsprobe. Es war ersichtlich, dass sechs von sieben 

positiv bewerteten Ovarialkarzinomen auch in der Absiedlungsprobe positive Befunde 

lieferten. Im Falle der negativen Primärtumoren (n=3) war auch im Gewebe der 

Absiedlungsprobe kein positiver Befund zu erheben. Ebenso zeigte sich, dass jeder 

positiv befundeten Absiedlungsprobe auch ein positiver Befund des Primärtumoren 

zugeordnet werden konnte. Seröse Ovarialkarzinome waren in fünf von sechs Fällen 

positiv. Mucinöse und hellzellige Ovarialkarzinome zeigten sich in allen Fällen positiv. 

Endometrioide Ovarialkarzinome konnten in zwei von zwei Fällen negativ beurteilt 

werden.  

Abb. 8 stellt den immunhistochemischen Nachweis von Glycodelin A im Gewebe eines 

muzinösen Ovarialkarzinoms dar. Ein positives Staining wurde im Blasenperitoneum 

(Bild 1), im Gewebe des Primärtumoren (Bild 2) sowie im Peritoneum (Bild 3) dargestellt 

(Abb. 8). Abb. 9 zeigt den immunhistochemischen Nachweis von Glycodelin A im 

Gewebe eines hellzelligen Ovarialkarzinoms. Ein positiver Nachweis konnte im 

Blasendach (Bild 1), im Gewebe des Primärtumoren (Bild 2), im Peritoneum (Bild 3) und 

im Uterus (Bild 4) dargestellt werden (Abb. 9). Abb. 10 zeigt den 

immunhistochemischen Nachweis von Glycodelin A im Gewebe eines serösen 

Ovarialkarzinoms. Ein positiver Nachweis wurde im Gewebe des Primärtumoren (Bild  1 

und 2) und im Gewebe des Dünndarmes (Bild 2 und 3) dargestellt (Abb. 10). Abb. 11 

stellt den immunhistochemischen Nachweis von Glycodelin A im Gewebe eines serösen 

Ovarialkarzinoms dar. Ein positiver Nachweis konnte im Gewebe des Tumors (Bild 1) 

und des Peritoneums (Bild 2) dargestellt werden (Abb. 11). Abb. 12 zeigt den 

immunhistochemischen Nachweis von Glycodelin A im Gewebe eines serösen 

Ovarialkarzinoms. Ein positiver Nachweis wurde im Gewebe des Primärtumoren (Bilder 

1 bis 3) dargestellt. Im Sinne einer Positivkontrolle verwendeten wir CA 125 als 

Antikörper (Abb. 12; Bild 3).  

Abb. 13 stellt den immunhistochemischen Nachweis von Glycodelin A im Gewebe eines 

serösen Ovarialkarzinoms dar. Ein positiver Nachweis konnte im Gewebe des Ovars 

(Bild 1) und im Peritoneum (Bild 2) dargestellt werden (Abb. 14).  

Die Fotos wurden mit dem Carl Zeiss Axiostar plus, in den Vergrößerungen 5x bis 40x 

aufgenommen. Die Einstellungen Ph1, Ph2, Ph3, DF und H wurden verwendet. 
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Ovarialkarzinome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Staining des Primärtumors  1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 

Staining der Absiedlungsprobe 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 

 
Tab. 19:  Einzelauflistung der immunhistochemisch untersuchten Ovarialkarzinome (1-6 serös, 

7-8 endometrioid, 9 muzinös und 10 hellzellig; 1 für ein positives Staining, 0 für ein 
negatives Staining) 

 
 

 

 
Abb. 8:  Immunhistochemische Darstellung eines muzinösen Ovarialkarzinoms. Darstellung  

von Blasenperitoneum (1; 10x), Ovar (2; 10x), Peritoneum (3; 10x) und Peritoneum (4; 
5x). Das immunhistochemische Staining ist mit Pfeilen markiert. Erkennbar sind 
zahlreiche Siegelringzellen, ein eindeutiger Kapseldurchbruch, sowie ein herdförmig 
drüsiges Gewebe.  
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Abb. 9:  Immunhistochemische Darstellung eines hellzelligen Ovarialkarzinoms. Darstellung  

von Blasendach (1, 40x), Ovar (2; 40x), Peritoneum (3; 40x) und Uterus (4; 40x). Das 
immunhistochemische Staining ist mit Pfeilen markiert. Erkennbar ist ein teils gering, 
teils differenziertes, teils hellzelliges Ovarialkarzinom mit klarzelligen Anteilen, 
Kapseldurchbruch und ausgedehnten Nekrosen, Psammomkörper, glandulär-
zystische Endometriumpolypen.  

 

 
  
Abb. 10: Immunhistochemische Darstellung eines hellzelligen Ovarialkarzinoms. Darstellung 

der Adnexe (1; 10x und 2; 5x als Negativkontrolle), Dünndarm (3; 10x und 4; 40x). 
Das immunhistochemische Staining ist mit Pfeilen markiert. Erkennbar ist ein 
mäßiggradig differenziertes, metastasiertes, seröses-papilläres Ovarialkarzinom. Der 
Tumor ist mit der Uterusserosa zusammengewachsen. 
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Abb. 11:  Immunhistochemische Darstellung eines serösen Ovarialkarzinoms. Darstellung des 

Ovars (1; 10x) und des Peritoneums (2; 40x). Das immunhistochemische Staining ist 
mit Pfeilen markiert. Es handelt sich um ein mäßiggradiges, differenziertes, serös-
papilläres Ovarialkarzinom mit Tubeneinbruch.  

 
 

 
 
Abb. 12:  Immunhistochemische Darstellung eines serösen Ovarialkarzinoms. Darstellung des 

Ovars. (1, 10x; 2, 30x; 3, 40x) In Bild 3 wurde der CA 125 Antikörper verwendet. Das 
immunhistochemische Staining ist mit Pfeilen markiert. Es handelt sich um ein mäßig 
bis gering differenziertes, seröses, teils solid trabekuläres Ovarialkarzinom. 
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Abb. 13:  Immunhistochemische Darstellung eines serösen Ovarialkarzinoms. Darstellung des 

Ovars (1, 10x) und des Peritoneums (2, 30x). Das immunhistochemische Staining ist 
mit Pfeilen markiert. Es handelt sich um ein herdförmiges, mäßiggradiges, 
differenziertes, serös-papilläres Ovarialkarzinom. 

  
 

3.1.7 Immunhistochemischer Nachweis von Glycodelin A im benignen 
Tumorgewebe 

 
In Abb. 14 ist der immunhistochemische Nachweis von Glycodelin A im Gewebe eines 

serösen Zystadenoms zu erkennen. Ein positiver Nachweis konnte im Gewebe des 

Tumors (Bild 1 und 2) dargestellt werden (Abb. 14). Die Fotos wurden mit dem Carl 

Zeiss Axiostar plus, in den Vergrößerungen 10x und 40x aufgenommen. Die 

Einstellungen Ph1, Ph2, Ph3, DF und H wurden verwendet. 
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Abb. 14:  Immunhistochemische Darstellung eines serösen, teilweise muzinösen Zystadenoms. 

Darstellung des Tumorgewebes (1, 10x und 2, 40x). Das immunhistochemische 
Staining ist mit Pfeilen markiert.  

 

 

3.1.8  Positiv- und Negativkontrolle 
 

Die mit Hilfe der Immunhistochemie durchgeführten Untersuchungen zum Nachweis 

von Glycodelin A im Gewebe wurden im Sinne einer Positiv- und einer Negativkontrolle 

überprüft. Zur Verifizierung eines richtig positiven Ergebnisses des 

immunhistochemischen Nachweises mit Glycodelin A-Antikörpern testeten wir dasselbe 

Gewebe ebenfalls mit CA 125 Antikörpern. Hierbei stellte sich ein identisches Staining 

auf beiden Gefrierschnitten dar. Somit ist davon auszugehen, dass die 

Immunhistochemie mit Glycodelin A die Zellen bzw. Zellareale einschließt, die auch 

mittels bewährter CA 125-Immunhistochemie erfasst werden (Abb. 12; Bild 3). Die 

Negativkontrolle erfolgte durch simultane Hinzugabe bzw. Auslassen des Glycodelin A-

Antikörpers auf zwei zuvor als sicher positiv begutachtete Gewebeschnitte (Abb. 15; 

Bild 1 und 2) . 
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Abb. 15:  Negativkontrolle; Bild 1 (10x) zeigt Tumorgewebe eines serösen Ovarialkarzinoms mit 
deutlichem Staining des Glycodelin A-Antikörpers; Bild 2 (30x) zeigt den Gefrierschnitt 
ohne hinzugegebenen Glycodelin A-Antikörper. 

 

 

3.2  Molekularbiologischer Nachweis von Glycodelin A im Gewebe  

3.2.1 Molekularbiologische Untersuchung der Primärtumoren 

 
 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion kann der Genabschnitt von Glycodelin A 

abgebildet werden. Nach der Separation der Ribonukleinsäuren aus den zu 

untersuchenden Proben untersuchten wir die RNA-Konzentrationen mit dem 

Spektrometer und wandelten mit Hilfe der reversen Transkriptase einzelsträngige in 

doppelsträngige cDNA um. Die PCR vervielfältigte daraufhin die gesuchte Gensequenz. 

137 lysierte Gewebeproben von 39 Patientinnen wurden molekularbiologisch 

untersucht. Zeigte sich im Anschluss ein positiver Bandenbefund in der 

Gelelektrophorese, konnte diese Probe mit 1 bewertet werden. Ein negativer Befund 

wurde mit 0 gekennzeichnet. Auch bei dieser Methode wurde der gesamte 

Patientenstamm untersucht.  

Von diesen untersuchten 108 Proben wurden 28 mit 1 (25,9 %) und 80 mit 0 (74,1 %) 

bewertet (Tab. 20). Von 39 Gewebeproben der Primärtumoren zeigten 15 eine 
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Glycodelin A-Genexpression. Das entspricht einem Prozentsatz von 38,5 %.  24 von 39 

Proben (61,5 %) wurden negativ beurteilt (Tab.21). 

 

PCR des gesamten 
Probensatzes 

1- positiv 
0- negativ 

Häufigkeit 
(n=) 

Gültige  Kumulierte  
Prozente (in %) Prozente (in %) 

 1 28 25,9 100 

 0 80 74,1 74,1 

gesamt:  108 100  

 
Tab. 20:  Auswertung aller molekularbiologisch untersuchten Proben 
 
 
PCR des 
Primärtumoren 

1-positiv 
0-negativ 

Häufigkeit 
(n=) 

Gültige  Kumulierte  
Prozente (in %) Prozente (in %) 

 1 15 38,5 100 

 0 24 61,5 61,5 

gesamt:  39 100  
 
Tab. 21:  Auswertung der molekularbiologisch untersuchten Primärtumoren  

 

 

3.2.2  Molekularbiologische Untersuchung der Absiedlungsproben 

 
Weiterhin untersuchte ich molekularbiologisch die Gewebeproben der 

Absiedlungsproben. Von 39 getesteten Proben wurden 10 mit 1 bewertet. Dies 

entspricht einem Prozentsatz von 25,6 %. Keine Banden zeigten sich bei 29 Proben 

(74,5 %) (Tab.22). 

 

PCR der 
Absiedlungsproben 

1- positiv 
0- negativ 

Häufigkeit 
(n=) 

Gültige  Kumulierte  
Prozente (in %) Prozente (in %) 

 1 10 25,6 100,0 

 0 29 74,5 74,5 

gesamt:  39 100,0  

 
Tab. 22:  Auswertung der molekularbiologischen Untersuchung der Absiedlungsproben 
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3.2.3 Molekularbiologische Untersuchung der Primärtumoren in 4 Diagnose-
gruppen 

 
Wir verwendeten die bereits oben beschriebene Gruppeneinteilung 1 bis 4. Dabei 

untersuchten wir die Primärtumoren der vier Diagnosegruppen molekularbiologisch. In 

Gruppe 1 (Ovarialkarzinome) wurden acht von zehn Proben (80 %) positiv, zwei von 

zehn Proben (20 %) negativ bewertet. Von acht Proben, die in Gruppe 2 unter benignen 

Ovarialtumoren zusammengefasst wurden, konnten zwei mit 1 (25 %) und sechs mit 0 

(75 %) bewertet werden. In Gruppe 3 (andere Malignome) waren drei von neun Proben 

(33,3 %) positiv und sechs von neun Proben (66,7 %) negativ. In Gruppe 4 (Uterus 

myomatosus/ Endometriose) bearbeiteten wir 12 Proben, von denen zwei (16,7 %) mit 

1 und zehn (83,3 %) mit 0 bewertet werden konnten (Tab. 23). 

 

PCR der  
Primärtumoren 

1- pos. 
0- neg. 

Häufigkeit (n=) Gültige Kumulierte  
Prozente (in %) Prozente (in %) 

Gruppe 1 1 8 80,0 100,0 
 0 2 20,0 20,0 
Gruppe 2 1 2 25,0 100,0 
 0 6 75,0 75,0 
Gruppe 3 1 3 33,3 100,0 
 0 6 66,7 66,7 
Gruppe 4 1 2 16,7 100,0 
 0 10 83,3 83,3 
 
Tab. 23:  Auswertung der molekularbiologischen Untersuchung der Primärtumoren in 4 

Diagnosegruppen 
 

 

3.2.4 Molekularbiologische Untersuchung der Absiedlungsproben in 4 Diagnose-
gruppen  

 
Die gruppenspezifischen Aufarbeitung des Gewebes der Absiedlungsproben zeigte 

folgende Ergebnisse: In Gruppe 1 (Ovarialkarzinome) wurden sieben von zehn Proben 

(70 %) positiv und drei von zehn Proben (30 %) negativ bewertet. In Gruppe 2 (benigne 

Ovarialtumoren) zeigten alle acht getesteten Proben einen negativen Bandenbefund. In 

Gruppe 3 (andere Malignome) wurden drei von neun Proben (66,7 %) positiv und sechs 
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von neun Proben (66,7 %) negativ bewertet. In Gruppe 4 (Uterus myomatosus) zeigten 

alle zwölf getesteten Proben negative Befunde (Tab. 24). 

 

PCR der  
Absiedlungsproben  

1-pos. 
0-neg. 

Häufigkeit 
(n=) 

Gültige  Kumulierte  
Prozente (in %) Prozente (in %) 

Gruppe 1 1 7 70,0 100,0 

 0 3 30,0 30,0 

Gruppe 2 0 8 100,0 100,0 

Gruppe 3 1 3 33,3 100,0 

 0 6 66,7 66,7 

Gruppe 4 0 12 100,0 100,0 

 
Tab. 24:  Auswertung der molekularbiologischen Untersuchung der Absiedlungsproben in 4 

Diagnosegruppen 
 

 

3.2.5 Molekularbiologische Untersuchung von Glycodelin A im Gewebe von 
Ovarialkarzinomen 

 
Einen Überblick über die molekularbiologische Auswertung der Ovarialkarzinome 

beschreibt die folgende Tabelle (Tab. 25). Wie bereits oben dargestellt, zeigte sich bei 

der molekularbiologischen Untersuchung der Primärtumoren eine Bandenbildung in der 

Gelelektrophorese bei 8 von 10 Proben (80 %). Es konnte gezeigt werden, dass 7 von 

10 (70 %) Absiedlungsproben positive Ergebnisse hatten. Bei 7 von 9 Patientinnen (78 

%) bestehen Übereinstimmungen zwischen Befund im Primärtumor und im Gewebe der 

Absiedlungsprobe. Es ist ersichtlich, dass 6 von 8 (75 %) positiv bewerteten 

Ovarialkarzinomen auch im Gewebe der Absiedlungsproben positive Befunde liefern. 

Im Falle eines negativen Primärtumoren (n=2) waren im Gewebe der Absiedlungsprobe 

ein positiver und ein negativer Befund zu erheben. In Umkehr kann behauptet werden, 

dass im Falle eines positiven Befundes der Absiedlungsprobe, mit einer Ausnahme, 

auch der Primärtumor positiv bewertet wurde. Seröse Ovarialkarzinome waren in 4 von 

6 Fällen positiv, muzinöse und hellzellige Ovarialkarzinome in allen Fällen positiv. 

Endometrioide Ovarialkarzinome stellten sich in 2 von 2 Fällen positiv dar. Bei 2 

serösen und bei einem hellzelligen Ovarialkarzinom wurde im Gewebe der 

Absiedlungsprobe kein Glycodelin A nachgewiesen. 
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Ovarialkarzinome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

PCR des Primärtumors 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

PCR der Absiedlungsprobe 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 

 
Tab. 25: Einzeldarstellung der molekularbiologisch untersuchten Ovarialkarzinome (1-6 serös, 

7-8 endometrioid, 9 muzinös und 10 hellzellig) 
 
 

3.2.6 Positiv- und Negativkontrolle 

 
Die mit Hilfe der PCR durchgeführten Untersuchungen zum Nachweis von Glycodelin A 

im Gewebe wurden im Sinne einer Positiv- und einer Negativkontrolle überprüft. Zur 

Überprüfung eines richtig positiven Ergebnisses des molekularbiologischen Nachweises 

mit Glycodelin A-Antikörpern testeten wir das selbe Gewebe mit Glycodelin A-DNA 

Proben, die von der Firma des Kit-Anbieters geliefert wurden. Zum Nachweis eines 

richtig negativen Ergebnisses erfolgte die Zugabe von Aqua bidest., anstelle von 

Proben-DNA. 
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4  Diskussion 
 

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welche Aussagen zur Expression 

von Glycodelin A beim Ovarialkarzinom getroffen werden können. Ein Vergleich der 

erhobenen Messwerte mit den Ergebnissen aus der Literatur wurde vorgenommen. 

Glycodelin A besteht aus 180 Aminosäuren und wiegt 27 - 30 kDa. Die drei Isoformen 

des Glycodelin sind: Glycodelin A aus der menschlichen Amnionflüssigkeit, Glycodelin 

S aus dem Seminalplasma und Glycodelin F aus der Follikelflüssigkeit. Im Tierversuch 

fanden sich in allen männlichen und weiblichen Arealen der Genitalien Glycodelin A 

mRNA-Expressionen. Das Glykoprotein wird hauptsächlich im sekretorischen 

Endometrium und in der Dezidua exprimiert. Die Produktion findet im 

Oberflächenepithel und speziell in Geweben mit Steroidrezeptoren statt. Glycodelin A 

induziert die glanduläre Morphogenese sowie Differenzierungsprozesse im 

Endometrium. Der Progesteroneffekt macht deutlich, dass auch Hormone die 

Glycodelin A-Synthese beeinflussen. Dies zeigte sich bei Frauen, die orale 

Kontrazeptiva einnahmen und signifikant höhere Glycodelin A-Spiegel aufwiesen, als 

Frauen, die keine progesteronhaltigen Kontrazeptiva anwendeten. Vielfach diskutiert 

wurde die Rolle von Glycodelin A bei der Einschätzung des Zustandes des 

Endometriums. Es stellte sich die Frage, ob Konzentrationsbestimmungen des 

Glykoproteins, Rückschlüsse auf den Differenzierungsgrad des Endometriums 

erlauben. Glycodelin A ist das dominante endometriale Produkt in der sekretorischen 

Phase und frühen Schwangerschaft. Über Konzentrationsbestimmungen könnten 

Aussagen über den Reifegrad des Endometrium getroffen werden.1,4,27,30,43,47,49,77 Bei 

schwangeren Frauen, die keine Ovarien besaßen, fanden sich deutlich erniedrigte 

Glycodelin A-Konzentrationen. Die Glycodelin A-Produktion im Ovar galt schon früh als 

bewiesen. Im Ovar findet man Glycodelin A in Stroma von Rinde und Mark, in der 

Theka interna und in der Granulosa. Glycodelin A ist nicht tumorspezifisch, es korreliert 

jedoch häufiger mit Ovarialkarzinomen. Frauen mit kompliziertem 

Schwangerschaftsverlauf (z.B. ektope Schwangerschaften, IUGR, Tubaraborten oder 

HELLP-Syndrom) haben niedrigere Glycodelin A Werte als Frauen mit normalem 

Verlauf.89, 93 Es konnte nachgewiesen werden, dass Glycodelin A-Konzentrationen bei 

intakter und gestörter Frühschwangerschaft signifikant unterschiedlich sind.37 Fertile 

Frauen haben einen höheren Glycodelin A-Spiegel als postmenopausale Frauen. 

Klinische Studien konnten zeigen, dass normal schwangere Frauen höhere Glycodelin 
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46A-Spiegel zeigten, als infertile Patientinnen.  Bei schwangeren Frauen zeigten sich die 

höchsten Glycodelin A-Konzentrationen im Fruchtwasser zwischen der 12. und 22. 

Schwangerschaftswoche. Im Serum schwangerer Frauen sind die höchsten Werte 

zwischen der 6. und 12. Woche messbar. Glycodelin A ist in der Lage, hydrophobe 

Moleküle, Zelloberflächenrezeptoren und lösliche Makromoleküle zu binden. Es wirkt 

über eine Hemmung der T-Zell-Proliferation, es hemmt die Freisetzung von Interleukin-

2 und Interleukin-2-Rezeptoren von stimulierten Lymphozyten und schränkt die Aktivität 

von NK-Zellen ein. Auf diese Weise wirkt es immunmodulatorisch und 

immunsupressiv.65,66 Das Glykoprotein nimmt negativen Einfluss auf die Kapazitation 

durch Hemmung der Bindung des Spermiums an die Eizelle.81  

Festzustellen ist, dass ein fortgeschrittenes Tumorstadium bzw. undifferenzierte 

Karzinome einen geringeren Glycodelin A-Spiegel aufweisen. Patientinnen mit hohen 

Glycodelin A-Expressionswerten haben eine bessere Prognose und höhere 

Überlebenschancen. Glycodelin A scheint als protektiver Faktor bei der 

Tumorentstehung eine Rolle zu spielen.145 Die Fragestellung, wie Interaktionen über 

das Glycoprotein zwischen Endometrium und Ovar zustande kommen, war Anstoß 

neuerer Untersuchungen.43 Starke Glycodelin A-mRNA-Konzentrationen wurden im 

Tumorgewebe von Endometrium-, Ovarial- und Zervixkarzinomen festgestellt.53 Es 

stellte sich die Frage, ob das gemessene Glycodelin A direktes Produkt der 

Tumorzellen war. Dieser Sachverhalt wurde in einer Studie unserer Arbeitsgruppe 

bewiesen, die Glycodelin A-Spiegel direkt in den Ovarialkarzinomzellen, in 

Zystenflüssigkeit von Ovarialkarzinomzellen und im Serum dieser Frauen verglich. 

Dafür entwickelte unsere Arbeitsgruppe einen Glycodelin A-ELISA. Die Ergebnisse 

konnten immunhistochemisch bestätigt werden. Die höchsten Werte fanden wir direkt in 

den Ovarialkarzinomzellen.53,45 Eine genauere Differenzierung der Glycodelin A-

Konzentration in Zusammenhang zur Tumorsubklassifikation bzw. die Kombination 

zweier Nachweisverfahren, wie PCR und Immunhistochemie, stand noch aus. 

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich 70% aller immunhistochemisch untersuchten 

Ovarialkarzinome positiv, 30% der Proben hingegen negativ. Seröse Ovarialkarzinome 

waren in 83%, muzinöse und hellzellige Ovarialkarzinome in 100% positiv. Alle 

untersuchten endometrioiden Ovarialkarzinome stellten sich immunhistochemisch 

negativ dar. Die erhobenen Ergebnisse bestätigen Studien, die immunhistochemisch 

besonders starke Glycodelin A Stainings in serösen Ovarialkarzinomen feststellten. 

Abweichend davon wurden jedoch in muzinösen Ovarialkarzinomen, anders als in der 

 58



Diskussion 

vorliegenden Arbeit keine, und im Falle der hellzelligen und endometrioiden 

Ovarialkarzinome nur geringe immunhistochemische Stainigs festgestellt.  

In einer Vergleichsstudie war das Zytoplasma von serösen Ovarialkarzinom-

Tumorzellen positiv für Glycodelin A, die vaskulären Endothelzellen  hingegen 

negativ.145 Die Untersuchungen bezogen sich dabei ausschließlich auf das 

entnommene Tumormaterial, nicht aber auf Biopsien des umliegenden Gewebes.  

In der vorliegenden Arbeit wurden diese zusätzlichen Areale (Absiedlungsproben) 

ebenfalls untersucht. Nachzuweisen war, ob Glycodelin A im Zytoplasma der 

Ovarialkarzinome und im Zytoplasma der Absiedlungsproben vorhanden ist, oder ob 

Entnahmeprozeduren der Biopsien zu einer Verschleppung des Glykoproteins geführt 

haben. Es stellte sich insbesondere die Frage, ob das immunhistochemisch gemessene 

Glycodelin A direkt das jeweilige Expressionsareal repräsentiert, oder ob es zu einem 

Transfer der Glycodelin A-mRNA gekommen ist.  

Immunhistochemisch wurde Glycodelin A in den Granulosazellen, sowie in den 

Thekazellen des Ovar, nicht aber in den Cumuluszellen nachgewiesen. In der PCR 

konnte das Glykoprotein nur in den Granulosazellen, nicht aber in den Cumuluszellen 

nachgewiesen werden. Die Messergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass es zu 

einem Transport von Glycodelin A kommt. Am wahrscheinlichsten geschieht dies über 

die Follikelflüssigkeit, in die Glycodelin A von den Granulosazellen expremiert wird. 

Auch die Möglichkeit des Transportes über Gap Junctions wurde diskutiert. 

Nachweislich wird Glycodelin A von den Cumuluszellen modifiziert. Es ist davon 

auszugehen, dass die Cumuluszellen des Ovars über bisher unbekannte Rezeptoren 

verfügen.46 

Bezüglich des immunhistochemischen Stainings im Ovarialkarzinom und im Gewebe 

der Absiedlungsproben bestanden bei 90% der von mir untersuchten Patientinnen 

Übereinstimmungen. Es stellte sich heraus, dass 86% der immunhistochemisch 

untersuchten Patientinnen neben einem positiv Befund im Ovarialkarzinom auch im 

Gewebe der Absiedlungsprobe positive Befunde lieferten. Im Falle der negativen 

Gewebeproben der Ovarialkarzinome war auch im Gewebe der Absiedlungsprobe kein 

positiver Befund zu erheben. Ebenso zeigte sich, dass jeder positiv befundeten 

Absiedlungsprobe auch ein positiver Befund des Ovarialkarzinoms zugeordnet werden 

konnte. Dies bestätigt frühere Annahmen, dass das Glykoprotein nicht nur im Ovar, 

sondern auch in anderen Geweben produziert wird. Die vorliegenden Untersuchungen 

verdeutlichen auch mit Hilfe der PCR eine Genexpression von Glycodelin A in 80% aller 
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Ovarialkarzinome und in 70% der jeweiligen Absiedlungsprobe der Primärtumoren. Bei  

78% der Patientinnen  bestehen Übereinstimmungen zwischen Befund im Primärtumor 

und im Gewebe der Absiedlungsprobe. Es ist ersichtlich, dass 75% der positiv 

bewerteten Ovarialkarzinome auch im Gewebe der Absiedlungsprobe positive Befunde 

liefern. In der durchgeführten PCR zeigten sich seröse Ovarialkarzinome in 67% positiv, 

muzinöse, endometrioide und hellzellige Ovarialkarzinome in 100% positiv. In dieser 

Arbeit wurde der Beweis erbracht, dass die Glycodelin A-Produktion in Primärtumor und 

Absiedlungsprobe korrelliert. Es kann davon ausgegangen werden, dass die 

Glycodelin-A-Expression von Gewebe aus Absiedlungsproben dem Primärtumor 

entspricht. Bei der Fragestellung, ob es zu einem Transport von Glycodelin A über 

Zellgrenzen hinaus kommt oder ob Gewebe von Absiedlungsproben von 

Ovarialkarzinomen diesbezüglich eine Syntheseleistung innehat, sind die erhobenen 

Ergebnisse von Bedeutung. Sie beweisen die Fähigkeit von metastasierten 

Zellverbänden des Ovarialkarzinoms, eigenes Glycodelin A herzustellen. Optionale 

Überlegungen, das Glycoprotein könnte durch interzellulären Transport zu 

metastasierten bzw. abgesiedelten Zellverbänden gelangt sein, sind somit widerlegt. 

Die vorliegenden Untersuchungen sind von entscheidender Bedeutung in Hinblick auf 

Fragestellungen früherer Studien.  

Es wurde bereits festgestellt, dass Glycodelin A-Konzentrationen in malignen 

Ovarialtumoren signifikant höher waren als in benignen Ovarialtumoren.45,53 Diese 

Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Ergebnisse früherer 

Untersuchungen, die beschrieben, dass das Ovar nicht in der Lage ist, Glycodelin A zu 

synthetisieren, wurden bereits in früheren Studien, sowie auch in vorliegender Arbeit 

widerlegt.45,53,146 In dieser Arbeit wurde dieser Beweis erstmals durch die Kombination 

von Immunhistochemie und PCR erbracht, sowie in einer großen Anzahl von Biopsien 

aus unterschiedlichen anatomischen Arealen pro Patient dargestellt. Es wurde ein 

umfassender tabellarischer Überblick über die Glycodelin A-Synthese in diesen Arealen 

erstellt, der die unterschiedlichen Diagnosen und histopathologischen Besonderheiten 

berücksichtigt. Dadurch wird erstmals ersichtlich, dass auch Gewebe aus 

Absiedlungsarealen Syntheseleistungen erbringen kann, und dass Glycodelin A-

Messwerte aus früheren Studien zu Ovarialkarzinomen nicht beweisend das Ovar als 

Hauptexpressionsareal darstellten, sondern ebenfalls Produkte eventueller Metastasen 

sein könnten. Immunhistochemisch konnte ein Differenzierungsverlust im Gewebe von 
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Absielungsproben im Gegensatz zum Primärtumor festgestellt werden. Metastasiertes 

Gewebe scheint weniger Glycodelin A zu exprimieren.  

Nach wie vor stellt die Diagnostik von Ovarialkarzinomen hinsichtlich des zu späten 

Zeitpunktes der Erstdiagnose ein Problem dar, das sich in einer hohen Sterblichkeit bei 

den betroffenen Patientinnen widerspiegelt. Bei über 50% der Patientinnen sind bei 

Erstdiagnose bereits Metastasen nachweisbar. Frühe Stadien der Erkrankung verlaufen 

zumeist unauffällig und klinisch kann keine Unterscheidung von benignen und malignen 

Tumorerkrankungen des Ovars getroffen werden. Ein operativer Eingriff stellt häufig 

nicht nur eine therapeutische sondern auch eine diagnostische Maßnahme dar. 

Dahingehend wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen mehrfach Untersuchungen 

angestrebt, die Glycodelin A zusätzlich zu weiteren Screeningverfahren als 

hinweisenden Parameter bei malignen Prozessen vermuteten. Bisher konnten keine 

auswertbaren Ergebnisse erzielt werden, die Glycodelin A als möglichen Tumormarker 

beim Ovarialkarzinom thematisieren. Die erhobenen Messwerte verdeutlichen, dass 

bereits in frühen Stadien der Erkrankung signifikant hohe Glycodelin A-Konzentrationen 

gemessen werden. Die entwickelten Testverfahren sind jedoch bisher nicht 

standardisierbar.42,45,145 Untersucht wurden Glycodelin A-Serumspiegel bei Patientinnen 

mit serösen und endometrioiden Ovarialkarzinomen vor dem operativen Eingriff und 

während der Chemotherapie. Ein direkter Zusammenhang zwischen Tumorwachstum 

bzw. Tumorgröße und Höhe bzw. Anstieg des Serumspiegels wurde nachgewiesen. 

Der Einfluss der Glycodelin A-Expression auf die Tumorgröße konnte jedoch in einer 

weiteren Studie nicht bestätigt werden.145  

Die vorliegende Arbeit bzw. die erhobenen Messwerte können diesbezügliche Angaben 

nicht bewerten, weil in Einzelfällen keine auswertbaren Angaben zur Tumorgröße bzw. 

zur Ausdehnung des Tumorwachstums getroffen werden konnten. Die Funktion als 

Tumormarker wurde in einer weiteren Studie nur für seröse Ovarialkarzinome als 

sinnvoll erachtet.147 Grundsätzlich konnte ich diese Ergebnisse in der vorliegenden 

Arbeit bestätigen. Wie in der Vergleichsstudie fielen endometrioide Ovarialkarzinome 

durch negative Befunde in der Immunhistochemie auf. Die bei der vorliegenden 

Untersuchung ebenfalls durchgeführte PCR zeigte bei diesen endometrioiden 

Ovarialkarzinomen jedoch durchweg positive Befunde.  

Widersprochen werden muss außerdem der Annahme, dass benigne Ovarialkarzinome 

generell kein Glycodelin A produzieren. In der vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse 

erzielt, die nicht richtungweisend für die Einführung von Glycodelin A als Marker bei 
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malignen Prozessen im Ovar sind. Gegen eine Funktion als Tumormarker sprechen 

positive Glycodelin A-Expressionswerte in den Vergleichsgruppen der Untersuchung. In 

den Gruppen 2, 3 und 4 wurden positive Befunde erhoben. Es stellte sich weiterhin die 

Frage, ob Glycodelin A in der Lage ist, die pathohistologischen Untersuchungen sowie 

die Bestimmung von CA 125 im Rahmen einer Tumorerkrankung, wie dem 

Ovarialkarzinom, zu ergänzen oder ob es für den Krankheitsverlauf bzw. für die 

Erhebung von Prognoseparametern von Vorteil sein könnte, den Glycodelin A-Spiegel 

zu messen bzw. Glycodelin A-Expressionsareale immunhistochemisch darzustellen. 

Einen diesbezüglichen Beweis, der derartige Untersuchungen klinisch rechtfertigen 

würde, konnte die vorliegende Arbeit nicht liefern.  

In einer Vergleichsstudie wurden Spiegel von Glycodelin A und CA 125 in uterinen 

Spülflüssigkeiten sowie im Plasma untersucht. Es sollte geklärt werden, inwiefern 

Korrelationen, auch in Abhängigkeit zum Zyklus der Frau, bestehen. Die Autoren 

thematisierten die Frage, welcher Marker (Glycodelin A oder CA 125) besser für den 

endometrialen Status geeignet ist. Es zeigten sich simultane Anstiege ab dem 6. Tag 

nach Anstieg des luteinisierenden Hormons (LH+6). Der Glycodelin A-Spiegel im 

Plasma und in der uterinen Flüssigkeit korreliert - anders als beim CA 125 - nicht. Er ist 

starken Schwankungen unterlegen. Es ist jedoch eine auffällig enge Beziehung der 

Spiegel von CA 125 und Glycodelin A in der Uterusspülflüssigkeit messbar. Das lässt 

auf dieselben Kontrollfaktoren schließen. Beim Vergleich von Glycodelin A und CA 125, 

in Hinblick auf die Nutzung als Marker bei endometrialen Dysfuktionen, konnte dem 

Glycodelin A ein Vorteil eingeräumt werden, der jedoch nicht zum Beweis der Nutzung 

als solcher genügt.148 Bisher konnte nur in der Differentialdiagnostik von Abort und 

ektoper Gravidität ein Nutzen von Glycodelin A als möglicher Tumormarker bewiesen 

werden.37 Chryssikopoulos et al. untersuchten die Spiegel von Glycodelin A und CA 

125 im Serum und in der Follikel-Flüssigkeit bei Patientinnen, die sich einem IVF-ET 

unterzogen hatten.149 Es konnten zunächst keine signifikant korrelierenden 

Kurvenverläufe festgestellt werden. Bei der Überwachung des Behandlungserfolges 

stellt CA 125 einen ungenügend hilfreichen Marker dar. Kürzliche Untersuchungen bei 

adenomatösen Hyperplasien des Endometriums wiesen auf den Nutzen des CA 125 in 

diesem Bereich hin.136,150 Untersucht wurde ebenfalls, wie sich Glycodelin A- und CA 

12-Spiegel in Uterusspülflüssigkeiten bei normalen und stimulierten Zyklen verhalten. 

Es konnten keine signifikanten Unterschiede gemessen werden.151 Menczer et al. 

betonen, dass erhöhte CA 125-Level bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen bereits 
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präoperativ hinweisend auf ein späteres Rezidiv sind. Bereits erwähnt wurde, dass 

Glycodelin A unter anderem in Endothelzellen von Blutgefäßen nachgewiesen wurde.152 

Unklarheit bestand darüber, ob es dort produziert wurde, oder über den Blutweg dorthin 

gelangt ist, und welche Funktion es dort übernimmt.46 Neuere Untersuchungen, die die 

Produktion in Tumor- und Nabelschnur-Endothelzellen bewiesen, gingen der Frage 

nach, ob Glycodelin A im Prozess der Neovaskularisierung eines Tumors regulierende 

Funktionen innehat. Es wurde bewiesen, dass Glycodelin A die VEGF-Expression 

induziert. Es nimmt ebenfalls Einfluss darauf, wie stark Tumorzellen Angiogenese 

betreiben. Auch bei der Embryogenese bzw. bei der Implantation des Embryos scheint 

Glycodelin A neovaskulatorische Funktionen zu übernehmen.56  

Immunhistochemisch konnte das Glycoprotein auch in der vorliegenden Arbeit in 

Endothelzellen nachgewiesen werden. Unklar bleibt, auch in Anbetracht der Ergebnisse 

dieser Arbeit, warum Prozesse der Angiogenese in benignen Tumoren nicht mit einer 

Glycodelin A-Expression einhergehen. Weiterführende Untersuchungen zur Glycodelin 

A–VEGF–Endothel Achse sind erforderlich.  

Die Glycodelin A-Expression ist in gut differenzierten Ovarialkarzinomen (Grad I) höher 

als in schwach differenzierten Ovarialkarzinomen (Grad III). Ebenfalls wurden höhere 

Spiegel in den Frühstadien gemessen. In dieser Vergleichsstudie wurden positive 

Korrelationen zwischen Glycodelin A und Progesteronrezeptor-Subtypen (A und B) in 

Ovarialkarzinomen festgestellt. Ein Zusammenhang zum CA 125 Spiegel konnte nicht 

festgestellt werden.145 

Von zehn in der vorliegenden Arbeit erfassten Ovarialkarzinomen wurden bei fünf 

Grading 2, bei vier Grading 3 und bei einem Grading 4 erhoben. Hinsichtlich der TNM 

Klassifikation wurden sieben Karzinome im T3, ein Karzinom im T2 und zwei Karzinome 

im T1 Stadium befundet. In Anlehnung an die zuvor zitierte Studie konnten in meiner 

Arbeit keine Korrelationen bezüglich des Gradings und des Tumorstadiums getroffen 

werden.  

Es wurde angenommen, dass Glycodelin A einen Marker für den endometrialen 

Reifezustand darstellen könnte. Von unserer Arbeitsgruppe wurde ein neuer 

monoklonaler Antikörper gegen Glycodelin A entwickelt, welcher keine Kreutzreaktionen 

mit Glycodelin S, hCG und anderen Glykoproteinen der feto-maternalen Einheit zeigt. 

Bei diesen Untersuchungen gingen wir davon aus, dass die Höhe des Glycodelin A-

Spiegels mit der jeweiligen sekretorischen bzw. proliferativen Phase korreliert. Durch 

Zugabe von Daidzein konnte eine signifikant erhöhte Glycodelin A-Expression 
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hervorgerufen werden, was anstoßend bei der Transformation von proliferativem zum 

sekretorischen Wachstum sein könnte.36 Die Glycodelin A-Expression eines 

Ovarialtumors scheint Einfluss auf die 5-JÜR der Patientinnen zu haben. Wie dieser 

Sachverhalt zustande kommt und welchen Einfluss die negative Glycodelin A-

Expression eines Tumors auf die verringerte 5-JÜR hat, ist unklar. Fest steht jedoch - 

gerade auf Ovarialkarzinome Grad I, Stadium III, bezogen - dass eine hohe Glycodelin 

A-Expression mit einer höheren 5-JÜR verbunden ist. Dahingehende Aussagen ließen 

sich in der vorliegenden Arbeit durch geringe Fallzahlen und die kurze 

Verlaufsbeobachtung nicht treffen. Die Glycodelin A-Expression steht außerdem in 

keinem Zusammenhang zur Tumorgröße. Auffällig ist jedoch die geringere Expression 

bei residualen Tumorzellen. Die Abnahme der Glycodelin A-Expression bei 

postmenopausalen Patientinnen bzw. der geringe Spiegel gegenüber fertilen 

Probandinnen scheint mit dem Rückgang der Hormonaktivität, speziell des 

Progesterons, assoziiert zu sein.145 Da es sich bei den Patientinnen in der vorliegenden 

Arbeit fast ausschließlich um postmenopausale Frauen handelt, ist nicht zu eruieren, ob 

die geringen Glycodelin A-Expressionen speziell in den Gruppen 2 und 3 dem 

postmenopausalen Status geschuldet sind, oder andere Ursachen haben.  

Schlussfolgernd  lässt sich weiterhin festellen, dass es eher zu keinem Transport von 

Glycodelin A über Zellgrenzen hinaus kommt. Gewebe von Absiedlungsproben von 

Ovarialkarzinomen hat eine Syntheseleistung inne. Metastasierte Zellverbände des 

Ovarialkarzinoms besitzen die Fähigkeit, eigenes Glycodelin A herzustellen. Ein  

interzellulärer Transport zu metastasierten bzw. abgesiedelten Zellverbänden scheint 

nicht stattzufinden. 

Im Rahmen dieser Studie - und dies stellt eine Besonderheit dar - wurde zum ersten 

Mal ein Vergleich von molekularbiologischen und immunhistochemischen 

Untersuchungen angestellt. Die Beobachtungen bezogen sich nicht nur auf die 

unterschiedlich beschriebenen Primärtumoren, sondern auch auf die jeweiligen 

Absiedlungsproben. Durch die Untersuchungen in der PCR ist bewiesen worden, dass 

Ovarialkarzinome sowie auch deren Metastasen Glycodelin A produzieren. 

Mit Hilfe groß angelegter Studien mit hohen Fallzahlen muss geklärt werden, welche 

genaueren Einflussgrößen auf das Glykoprotein wirken und in welchem 

Zusammenhang die positiven Ergebnisse, speziell in der Vergleichsgruppe, zu sehen 

sind. 
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Diskussion 

Ausstehend ist weiterhin die Klärung, welche Rezeptoren bzw. Rezeptorsubtypen am 

Transport beteiligt sind. Nicht hinreichend geklärt ist die Fragestellung, warum in 

unterschiedlichen Tumordignitäten verschiedene Glycodelin A-Spiegel gemessen 

werden. Unterschiedliche Werte im Primärtumor-Gewebe und in metastasiertem 

Gewebe sollten Anstoß neuer Studien sein. Bei Untersuchungen zu unterschiedlichen  

Wachstumsgeschwindigkeiten von malignen und benignen Tumorverbänden könnte der 

Einfluss von Glycodelin A auf die Angiogenese hinweisend sein. 
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5  Zusammenfassung und Ausblick 
 
 
Die vorliegenden Ergebnisse sind wie folgt zusammenzufassen: In der 

immunhistochemischen Untersuchung waren in der Gruppe der Ovarialkarzinome 

sieben von zehn Proben Glycodelin A positiv. Mit der PCR wurden acht von zehn 

Proben positiv befundet. Eine Abhängigkeit der Ergebnisse aller Gruppen bzw. eine 

Zuordnung zum histopathologischen Befund, zum Differenzierungsgrad des Tumors 

und zum Tumorstadion war nicht möglich. Sowohl bei benignen Ovarialtumoren der 

Gruppe 2 (n=2), als auch bei Tumoren der Gruppe 3 (n=3) war Glycodelin A 

molekularbiologisch in Ausnahmefällen positiv. Immunhistochemisch war in der Gruppe 

3 eine Probe positiv. Damit entfallen Tumor- und Malignitätsspezifität. Während des 

Metastasierungsprozesses geht die Glycodelin A-Expression, falls vorhanden, nicht 

verloren. Der molekularbiologisch positive Glycodelin A-Nachweis im metastasierten 

Gewebe beweist die eben dort lokalisierte Synthese des Glycoproteins. 

Immunhistochemisch deutet sich semiquantitativ eine vermehrte Expression im 

Vergleich zum Primärtumor an. Für eine genauere Untersuchung der Zusammenhänge 

sind weiterführende funktionelle Untersuchungen anzustreben. Dabei sollte ein 

Augenmerk auf die Untersuchung  von Glycodelin A in postoperativen Serumproben 

gelegt werden, um die mögliche Rolle von Glycodelin A in der Tumorverlaufskontrolle 

aufzuklären. Hierbei scheinen in vitro-Modelle von Nutzen. Weiterhin sollte in jedem Fall 

die molekularbiologische Untersuchung mit PCR und immunhistochemischer 

Untersuchung kombiniert werden. Die Korrelation von Glycodelin A mit 

Ovarialkarzinomen ist bewiesen. Inwieweit zukünftig dem Glycodelin A eine Rolle als 

Tumormarker zukommen könnte, ist unklar und gilt bewiesen zu werden. 
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AK    Antikörper 
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BLG    beta-Laktoglobulin 

BRCA    Breast Cancer Gene 

bzw.    beziehungsweise 

C    Celsius 

ca.    circa 

CAG-2   Chorion Alpha-2-Microglobulin  

CASA    Cancer Associated Serum Antigen  

Da     Dalton 

DAB    Diaminobenzidin 

df    degrees of freedom  

d.h.    das heißt 

DNA    Desoxyribunukleinsäure 

ELISA    Enyme Linked Immuno Sorbent Assay 

et al.    et alii 

FIGO     Federation Internationale de Gynecologie et d’Obstetrique  

g    Gramm 

GdA    Glycodelin A 

GdS    Glycodelin S 

GdF    Glycodelin F 

h    Stunden 

HCG     Human Chorion-Gonadotropin  

HELLP    Haemolysis Elevated Liver Low Platelet  

HIV    Humanes Immundeficiency Virus 
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hPL     Humanes Plazentares Laktogen 

IGFBP   Insulin ähnlicher Wachstumsfaktor Bindungsprotein 

IHC    Immunhistochemie 

IL    Interleukin 

IUGR     Intrauterine Wachstumsverzögerung 

IVF-ET    In Vitro Fertilization Embryo-Transfer  

kb    Kilobasenpaar  

kDa     Kilodalton  

k.A.    keine Auswertung 

l    Liter 

li    links 

LIF     Leukozyteninhibierender Faktor  

LPA    Lysophosphatic Acid 

M    Molar 

MCF    Mammakarzinom-Zellen 

mg    Milligramm 

min     Minuten 

ml    Milliliter 

n    Anzahl 

NK-Zellen   Natürliche Killerzellen 

nm    Nanometer  

OPN     Osteopontin  

PBMC    Peripheral Blood Mononucleare Subpopulations 

PBS     Phosphate Buffered Saline 

PCOS    Polyzystischen Ovar Syndrom  

PEM     Polymorphic Epithelial Mucin 

PEP    Progestagen-abhängiges Endometriumprotein 

POD    Peroxidase 

PRB     Progesteron Rezeptor B  

PP14    Plazentares Protein 14 
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RIA    Radioimmunoassay  
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ROC-Kurve    Receiver Operating Characteristic (-Kurve) 

rpm    revolutions per minute 

RT-PCR   Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

SSW    Schwangerschaftswoche 

Tab.    Tabelle 

TF    Thomsen-Friedenreich-Antigen 

TNF-Alpha    Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha  

TNM    Tumor Nodes Metastasen  

UICC     International Union against Cancer  

U/min    Umdrehungen pro Minute 

v.a.    vor allem 

VEGF    Vascular Endothelial Growth Factor  

ym    Yoctometer 

z.B.    zum Beispiel 

zif      Zona-binding inhibitory factor 
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Faserkontrastmikroskop mit Kamera Olympus - Japan 

Mastercycler     Eppendorf – Hamburg - Deutschland 

Mikroskop Axiostar plus   Carl Zeiss 

Mikrotitrierplatte     MaxiSorp, Nunc, Dänemark 

Petrischalen     Falcon BDL New Jersey – USA 

Photokamera    Polaroid 

Spectrometer    Pharmacia 

SPSS      Chicago – USA 

Stickstofftank (-172°C)   Heraeus Instruments - Deutschland 

Thermoshaker    Lab4gen 

Tiefkühlschrank (-85°C)   Heraeus Instruments - Deutschland 

Tubes, steril     Falcon BDL New Jersey – USA 

Wärmeschrank    Heraeus Instruments - Deutschland 

Zellsiebe     Falcon BDL New Jersey – USA 

Zentrifuge     Eppendorf 
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10.2 Chemikalien 
 

Agarose     Biozym – Hamburg 

Biocoll Separating Solution  Biochrom AG Seromed – Berlin 

CA 125 Ab-1 Cat. DLN-06578  Biotechnology Santa Cruz, USA 

DEPC–Wasser    Roth – Karlsruhe 

Diaminobenzidin–Tabletten  Dako – Hamburg 

Ethanol     ZAP 

Formaldehyd 3,7-4,0%   ZAP  

Glycodelin (Q-13) sc-12290  Biotechnology Santa Cruz, USA 

Glycodelin (N-20) sc-12289  Biotechnology Santa Cruz, USA 

Hämalaun nach Mayer   Merck – Darmstadt 

HBSS      GibcoBRL Life, Paisley - Schottland 

Kanadabalsam    Merck – Darmstadt 

Mercaptoethanol    Merck – Darmstadt 

PAEP Primer Cat.No PPH10235A-200 Superarray  

PBS      Invitrogen – Karlsruhe 

Random Primer Cat.No 18418-012 Invitrogen – Karlsruhe 

RNeasy Mini Kit    Quagen – Hilden 

SYBR Green Supermix   Biorad – Hercules - CA 

Vectastain Elite ABC-Kit   Vector Laborat. Borlingame, USA  

Xylol      Merck – Darmstadt 
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11  Thesen 
 
1.  Die Gensequenz für Glycodelin A liegt auf dem Chromosom 9q34. Es besteht 

aus 180 Aminosäuren, wiegt 27 - 30 kDa und sein Kohlenhydratanteil beträgt 

17,7%. 

 

2.  Es existieren drei Isoformen des Glycodelin: Glycodelin A aus der menschlichen 

Amnionflüssigkeit, Glycodelin S aus dem Seminalplasma und Glycodelin F aus 

der Follikelflüssigkeit. 

 

3.  Neben dem Ovar und dem Endometrium sind auch andere Organe an der 

Expression von Glycodelin A beteiligt. Hauptbildungsorte des Glycoproteins sind 

jedoch das sekretorische Endometrium und die Dezidua im ersten 

Schwangerschaftstrimenon. Die Expression findet speziell in Geweben mit 

Steroidrezeptoren und dort v.a. im Oberflächenepithel statt. 

 

4. Glycodelin A wirkt im Endometrium als zelluläres Strukturprotein, welches 

Differenzierungsprozesse, wie Epitheldifferenzierung und glanduläre 

Morphogenese induziert. 

 

5. Ovariell gebildetes Glycodelin A wurde immunhistochemisch und 

molekularbiologisch in Stroma von Rinde und Mark, in der Theka interna und in 

der Granulosa nachgewiesen. Glycodelin A ist nicht tumorspezifisch, korreliert 

jedoch häufiger mit Ovarialkarzinomen. 

 

6. Glycodelin A ist das dominante endometriale Produkt in der sekretorischen 

Phase und in der frühen Schwangerschaft. Konzentrationsbestimmungen dieses 

Proteins könnten einen einfachen Marker der endometrialen Reifung darstellen. 

 

7. Durch Bindung hydrophober Moleküle, Bindung an Zelloberflächenrezeptoren 

und Bildung von Komplexen mit löslichen Makromolekülen wirkt Glycodelin A 

immunmodulatorisch und immunsupressiv.  
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Thesen 

8. Glycodelin A nimmt negativen Einfluss auf die Kapazitation durch Hemmung der 

Bindung des Spermiums an die Zona pellucida. Seine Abwesenheit während der 

fertilen Phase des Menstruationszykluses im Endometrium ist mit der Existenz 

eines periovulatorischen Ferilisationsfensters vereinbar. 

 

9. Glycodelin A stimuliert die Progesteron- und hCG-Produktion und wirkt so als 

Differenzierungsfaktor bei der Synzytiumbildung und der trophoblastären 

Syntheseleistung. 

 

10. Je ungünstiger das Tumorstadium, desto geringer die Glycodelin A-Expression. 

Semiquantitativ wurde in den undifferenzierten Karzinomen seltener eine starke 

Glycodelin A-Expression nachgewiesen. Hinsichtlich der Prognose haben 

Patientinnen mit einer Glycodelin A-Tumorexpression höhere 

Überlebenschancen. Glycodelin A scheint als protektiver Faktor bei der 

Tumorentstehung eine Rolle zu spielen. 

 

11. Die Glycodelin A-Expression von Absiedlungsproben entspricht dem 

Primärtumor. 

 

12. Für die exakte Diagnosestellung sollten Immunhistochemie und PCR zur 

Verifizierung von Tumor-Antigenen verknüpft werden. 
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