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1 Einleitung 1 

1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms 

Das Ovarialkarzinom stellt in der Bundesrepublik Deutschland den dritthäufigsten 

gynäkologischen Tumor nach dem Mamma- und Endometriumkarzinom dar. Es bedingt 

etwa die Hälfte der Sterbefälle an bösartigen Neubildungen der weiblichen 

Geschlechtsorgane und weist die höchste Letalität aller gynäkologischen Tumore auf. Nach 

Schätzungen des Robert-Koch-Institutes erkranken jährlich über 7.300 Patientinnen, von 

denen etwa 5.400 Frauen tumorbedingt versterben (Datenlage 2016). Auch wenn 

Erkrankungs- und Sterberaten seit der Jahrtausendwende etwas rückläufig sind, sind die 

Überlebensaussichten mit einem Ovarialkarzinom trotz verbesserter Operationstechniken 

und neuer Medikamente zur gezielten Krebstherapie weiterhin schlecht. Die relative 

5-Jahres-Überlebensrate (5-JÜR) liegt derzeit bei 43 %, die 10-Jahres-Überlebensrate 

(10-JÜR) nur noch bei 35 % (Abbildung 1.1.1). Dies ist nicht zuletzt durch fehlende 

Frühsymptome und späte Diagnosestellung bedingt. 76 % der Erstdiagnosen werden im 

Stadium III/IV gestellt. Wird die Erkrankung hingegen früher erkannt, liegen die relativen 

Überlebensraten für das Stadium I bei 89 % und für das Stadium II bei 77 %. Zu einem 

erneuten Auftreten der Erkrankung kommt es nach abgeschlossener Therapie in bis zu zwei 

Drittel der Fälle. Die Erkrankungsraten steigen bis zum 85. Lebensjahr stetig an, wobei das 

mittlere Erkrankungsalter mit 68 Jahren angegeben ist.  

 

 
Abbildung 1.1.1:  Absolute und relative Überlebensraten für das Ovarialkarzinom bis 10 Jahre 

nach Erstdiagnose in Deutschland 2015-2016. 

Absolute Überlebensraten stellen die durchschnittliche Überlebensaussicht aller Patientinnen nach 
Diagnosestellung eines Ovarialkarzinoms dar. Relative Überlebensraten bilden die karzinombedingte 
Sterblichkeit bezogen auf die allgemeine Bevölkerung gleichen Alters und Geschlechtes ab. 
Quelle: Krebs in Deutschland 2015/2016. 12. Ausgabe. Robert-Koch-Institut (Hrsg.) und die 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg.) Berlin 2019. 

 

 



1 Einleitung 2 

1.2 Ätiologie und Risikofaktoren 

Die genauen Hintergründe zur Entstehung des Ovarialkarzinoms sind bis heute nicht 

ausreichend geklärt. Wie allen malignen Neoplasien gemein hat die ovarielle 

Karzinomentstehung ihren Ursprung in der dysregulierten Kontrolle von Proliferation und 

Absterben von Zellen. Dem unkontrollierten Wachstum von malignen transformierten 

Zellen liegt vorrangig die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen oder die Aktivierung 

von Onkogenen zugrunde. Diese mutationsbedingten Veränderungen sind im Falle des 

Ovarialkarzinoms zu 86 % somatisch verursacht, während 14 % der Fälle durch eine 

vererbbare Keimbahnmutation überwiegend der Tumorsuppressorgene „Breast Cancer 1“ 

(BRCA1) oder „Breast Cancer 2“ (BRCA2) begründet sind (Andrews and Mutch, 2017). Das 

kumulative Erkrankungsrisiko für Mutationsträgerinnen des BRCA1-Gens beträgt 39 %, das 

für Trägerinnen des BRCA2-Gens fällt mit schätzungsweise 11-22 % geringer aus (Cibula et 

al., 2011).  

Davon ausgehend, dass nach Follikelruptur eine höhere Wahrscheinlichkeit für Mutationen 

durch ovarielle Proliferation des Oberflächenepithels besteht, steht eine hohe Zahl von 

Ovulationen im Zusammenhang mit einer Risikosteigerung (Hennessy et al., 2009). Damit 

einher gehen gesicherte Risikofaktoren wie Nulliparität bzw. Infertilität, aber auch eine frühe 

Menarche und eine späte Menopause werden als prädisponierende Faktoren diskutiert (La 

Vecchia, 2017). Wesentliche Risikofaktoren sind darüber hinaus ein hohes Lebensalter, 

Adipositas und hormonelle Einflüsse. Eine Hormonersatztherapie mit Östrogenen und 

Gestagenen in der Peri- und Postmenopause erhöht das Relative Risiko um 23 % (Beral et 

al., 2007). Auch die Erkrankung an einem Polyzystischen Ovarialsyndrom (PCOS) steigert 

das Karzinomrisiko deutlich (Yin et al., 2019).  

Der Hypothese entsprechend, dass konstante und zahlreiche Ovulationen mit der 

Karzinomentstehung zusammenhängen, sind protektive Faktoren mit geringer 

Ovulationszahl vergesellschaftet. So stehen (Multi-) Parität, Laktation und die Einnahme von 

Ovulationshemmern zeitlich proportional im Verhältnis zu einem geringeren Risiko. Die 

Einnahme eines oralen Kontrazeptivums über 6 Jahre kann das Risiko um bis zu 30 % 

senken (Moorman et al., 2013, Karlsson et al., 2021). Dieser Effekt und die seit den 1960er 

Jahren zunehmende Prävalenz der Einnahme von Ovulationshemmern werden als 

vorrangige Ursache für den zu beobachtenden Rückgang der Inzidenz des Ovarialkarzinoms 

in den westlichen Ländern dargelegt (Malvezzi et al., 2016). Bekannt ist auch, dass eine 

Hysterektomie oder Tubenligatur mit einer Risikoreduktion einhergeht. Außerdem wird 

diskutiert, ob der Gebrauch von Schmerzmitteln aus der Gruppe der Cox-Inhibitoren 

aufgrund der antiinflammatorischen Wirkung die Reize für Suszeptibilität gegenüber 

Mutationen hemmt (Zeng and Yi, 2018). 
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1.3 Einteilung und Klassifikation des Ovarialkarzinoms 

Das vielfältige Spektrum ovarieller Neoplasien lässt sich anhand der drei Ursprungsgewebe 

des Ovars - Oberflächenepithel, Stroma und Keimzellen - ableiten. Die häufigsten 

Karzinome entstehen zu 90 % aus epithelialem Gewebe und werden ihrer histologischen 

Eigenschaften nach in fünf Subgruppen unterteilt: serös, muzinös, endometrioid, klarzellig 

und undifferenziert. Das seröse Ovarialkarzinom stellt mit 50 % der epithelialen Karzinome 

den häufigsten Vertreter dar und wird zusätzlich unterteilt in low- (G1) und high-grade (G3) 

Tumore. Diese Unterteilung basiert nicht auf dem zugrundeliegenden Differenzierungsgrad 

der Neoplasie, sondern wird damit vielmehr einer dualen Tumorgenese zweier 

Tumorentitäten gerecht. Während low-grade seröse Karzinome (LGSOC) meist über eine 

schrittweise Progression aus einer Mutation des BRAF- (v-RAF murine sarcoma viral oncogene 

homolog B1) oder KRAS- (Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene) codierenden Gens hervorgehen, 

gut differenziert und wenig aggressiv sind, zeichnen sich high-grade seröse Karzinome 

(HGSOC) durch eine p53-Mutation aus, sind gering differenziert, hoch aggressiv und mit 

einem schlechten klinischen Verlauf assoziiert.  

Entsprechend der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird der 

Differenzierungsgrad eines Karzinoms über Bestimmung der Kernatypien und Mitosezahlen 

von G1 (gut differenziert) bis G3 (schlecht differenziert) kategorisiert. Für muzinöse Tumore 

existiert keine einheitliche Graduierung. Klarzellige und undifferenzierte Karzinome werden 

stets als G3 bzw. hochmaligne eingestuft.  

Um dem Progressionsmodell der Tumorgenese Rechnung zu tragen, wird grundsätzlich 

zwischen Typ-I- und Typ-II-Karzinomen unterschieden (Kurman and Shih Ie, 2010).  Typ-

I-Karzinome entstehen schrittweise aus Borderline-Tumoren, sind genetisch stabil und hoch 

differenziert (G1). Die Diagnose erfolgt meist in frühen Stadien, doch auch in späteren 

Stadien weisen sie eine bessere Prognose als Typ-II-Karzinome auf. Typ-II-Karzinome 

entstehen hingegen ohne Vorläuferläsion, sind genetisch instabil, schlecht- oder 

entdifferenziert (G3) und mit BRCA- oder p53-Mutationen vergesellschaftet. Klinisch fallen 

sie in höheren Stadien auf und besitzen eine schlechtere Prognose.  

1.4 Stadieneinteilung und Tumorausbreitung 

Das Ovarialkarzinom wird zusammen mit dem Tuben- und dem primären 

Peritonealkarzinom anhand von zwei Systemen klassifiziert, die der Vergleichbarkeit halber 

jeweils aufeinander übertragbar sind (Meinhold-Heerlein et al., 2015, Wittekind, 2010). Die 

„Fédération Internationale de Gynécologie et Obstetrique“ (FIGO) bezieht sich in ihrer Einteilung 

auf explorativ erhobene Befunde des chirurgischen Stagings (Prat, 2015). Die Tumor-Nodus-

Metastase-Klassifikation (TNM) der „Union International Contre le Cancer“ (UICC) richtet sich 

nach klinisch-pathologischen Kriterien wie der Ausbreitung des Tumors, dem Nodalstatus 

und der Metastasierung (Tokunaga et al., 2019). Beide Klassifikationen weisen einer 

zunehmenden Tumorausbreitung ein höheres Tumorstadium zu. Eine Metastasierung wird 
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in der FIGO-Klassifikation mit dem Stadium IV angegeben und spiegelt im TNM-System 

ein M1-Stadium wider. 

1.5 Früherkennung 

Das Ovarialkarzinom zeigt eine hohe fallbezogene Letalitätsrate, die in später 

Diagnosestellung mit fortgeschrittenen Tumorstadien begründet liegt (Abschnitt 1.1). Eine 

Früherkennung würde das Langzeitüberleben betroffener Patientinnen deutlich steigern, 

jedoch existieren bislang keine effektiven Screening-Strategien (Matulonis et al., 2016). Die 

niedrige Inzidenz der Erkrankung stellt hohe Anforderungen an einen Screening-Test und 

erschwert die Suche nach geeigneten Methoden (Menon et al., 2009). Damit die Testung 

einer asymptomatischen Frau zu rechtfertigen wäre, müsste ein Screening-Test eine 

Sensitivität von mindestens 75 % und eine Spezifität von 99,7 % aufweisen (Andersen et al., 

2010). Weder die transvaginale Sonographie noch die Bestimmung des Tumormarkers 

Ca-125 konnten sich als Methode durchsetzen, da keine der beiden Modalitäten eine 

Reduktion der Mortalität bewirkt (Cramer et al., 2011). Darüber hinaus resultierte eine hohe 

Falsch-Positiv-Rate der transvaginalen Ultraschalluntersuchung in einer Zunahme an 

vermeidbaren Operationen (Pinsky et al., 2016). Das klinisch als Verlaufsmarker verwendete 

Ca-125 (Cancer-Antigen 125) erscheint als Screening-Marker nicht empfehlenswert, da dessen 

Werte aufgrund der Tumormassenabhängigkeit in niedrigen Stadien meist unterhalb des 

Schwellenwertes liegen (Cramer et al., 2011). Ebenso wird von einem Screening bei 

Risikopatientinnen mit Keimbahnmutationen wie die der BRCA1/2-Gene abgeraten (van 

der Velde et al., 2009).  

1.6 Klinische Symptomatik und Diagnostik 

Die Symptome des Ovarialkarzinoms treten meistens erst in fortgeschrittenem Stadium auf 

und sind sehr unspezifisch (Goff et al., 2000). Sie können sich in Form von Gewichtsverlust, 

Zunahme des Bauchumfangs, Völlegefühl, abdominellen Schmerzen, Obstipation, 

Veränderungen des Menstruationszyklus oder postmenopausalen Blutungen bemerkbar 

machen (Ledermann et al., 2013). Da keine etablierten Screening-Methoden existieren 

(Abschnitt 1.5), wird eine diagnostischen Abklärung erst bei wiederholten und anhaltenden 

Symptomen empfohlen und beinhaltet eine Spiegel- und rektovaginale Tastuntersuchung 

sowie eine transvaginale Sonografie (Wagner, 2020). Eine Messung des Tumormarkers 

Ca-125 dient ausschließlich der Verlaufskontrolle (Bast, 2003). Die Sicherung der Diagnose 

und die genaue Stadieneinteilung erfolgt anschließend in einer explorativen Laparotomie mit 

histologischer Aufarbeitung, die sowohl dem Staging als auch der Therapie dient (Prat, 2015).  
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1.7 Operative Therapie 

Das primäre Ziel in der Therapie des Ovarialkarzinoms ist eine makroskopisch vollständige 

Resektion des Tumors (R0), welche das progressionsfreie (PFS) und das Gesamtüberleben 

(OS) deutlich steigern kann und die Bedeutung des postoperativen Tumorrestes als 

wesentlichen prognostischen Faktor erklärt (Trimbos et al., 2003, du Bois et al., 2009). Es 

zeigte sich, dass eine Komplettresektion das Mediane Gesamtüberleben bei Patientinnen mit 

FIGO IIB-IIIB um 60 Monate, mit FIGO IIIC um 47 Monate und mit FIGO IV immer 

noch um 30 Monate verlängern ließ (du Bois et al., 2009, Ataseven et al., 2016). Ein 

Resttumor mit einer Größe von weniger als 1 cm ging verglichen mit einer Resttumorgröße 

von mehr als 1 cm weiterhin mit einem signifikanten Überlebensvorteil einher (Chang et al., 

2013, Horowitz et al., 2015). 

Grundsätzlich wird eine Längsschnittlaparotomie mit Tumordebulking durchgeführt, dessen 

Umfang sich nach dem intraoperativ erhobenen makroskopischen Befund richtet. Scheint 

eine Tumorresektion mit verbleibendem Rest kleiner als 1 cm möglich, erfolgt diese als 

„En-bloc-Resektion“ von Uterus, Adnexen und Colon sigmoideum sowie Omentum minus, 

Milz, Appendix und befallenen peritonealen Bereichen. In mehr als 50 % der Fälle sind bei 

fortgeschrittenen Stadien ab FIGO III enterale Resektionen erforderlich und sollten im Falle 

einer hierdurch erreichbaren Tumorfreiheit durchgeführt werden. Ist eine R0-Resektion 

aufgrund eines ausgedehnten Befalls nicht möglich, dienen alle operativen Maßnahmen 

lediglich der Tumorreduktion (S3-Leitlinie Version 4.01, Stand November 2019). 

1.8 Systemische Chemotherapie 

Neben der chirurgischen Intervention stellt die adjuvante systemische Chemotherapie einen 

wesentlichen Teil des Behandlungskonzeptes dar. Standardgemäß erfolgt diese in der 

Erstlinientherapie für Patientinnen ab einem FIGO-Stadium IA G2/3 im Anschluss an die 

Operation und beinhaltet sechs Zyklen eines platinhaltigen Chemotherapeutikums mit einem 

Abstand von ca. 3 Wochen (Tropé and Kaern, 2007). Bei fortgeschrittenem FIGO-Stadium 

IIB-IV sollte zu Carboplatin AUC 5 zusätzlich Paclitaxel 175 mg/m2 hinzugenommen 

werden, da die Kombination einen Vorteil bezüglich des progressionsfreien Überlebens 

zeigte (du Bois et al., 1999). Darüber hinaus kann in fortgeschrittenen Stadien eine simultane 

oder sich anschließende Behandlung mit dem monoklonalen IgG1-Antikörper Bevacizumab 

(Avastin, Roche), welcher sich gegen den Gefäßwachstumsfaktor VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor) richtet, in Betracht gezogen werden. Es zeigte sich eine Verlängerung des 

progressionsfreien Überlebens von 12 bis 15 Monaten (Burger et al., 2011, Perren et al., 

2011).  

Insgesamt kann mit der Erstlinientherapie bei der Mehrzahl der Patientinnen vorübergehend 

zwar eine klinische Tumorfreiheit erreicht werden, dennoch sind die Rezidivraten 

ausgesprochen hoch (Jelovac and Armstrong, 2011, Kim et al., 2012). Für eine anschließende 

Rezidivtherapie ist die Unterscheidung zwischen Platin-sensitiven und Platin-resistenten 
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Rezidiven relevant, wobei „resistent“ per definitionem das Auftreten eines Rezidivs 

innerhalb von 6 Monaten nach Abschluss der Primärtherapie bedeutet (S3-Leitlinie 

Version 4.01, Stand November 2019). Platin-sensitive Patientinnen erhalten eine platin- und 

taxanhaltige Kombinationstherapie, wohingegen resistente Karzinome mit einer nicht 

platinhaltigen Monotherapie aus pegyliertem liposomalem Doxorubicin, Topotecan, 

Gemcitabin oder Paclitaxel behandelt werden (Gordon et al., 2001, Ferrandina et al., 2008, 

Meier et al., 2009).  

Neu Einzug erhalten haben darüber hinaus PARP-Inhibitoren (Poly-ADP-Ribose-Polymerase-

Inhibitors) bei Patientinnen mit einem Rezidiv eines high-grade Ovarialkarzinoms nach 

primärem Ansprechen auf platinhaltige Rezidivtherapie (Ledermann et al., 2012, Mirza et al., 

2016).  

1.8.1 Das Platinderivat Cisplatin 

Die seit 1965 bekannten antiproliferativen Eigenschaften des Platinderivats Cisplatin 

(cis-Diammindichloroplatin(II), CDDP) machten das ursprünglich als „Peyrones Salz“ 

(Peyrone 1844) synthetisierte Mittel zu einer vielseitig verwendeten Substanz der 

Antitumortherapie aus der Gruppe der klassischen Zytostatika (Dasari and Tchounwou, 

2014). Grundsätzlich können Chemotherapeutika in zwei Gruppen eingeteilt werden: die 

Gruppe der klassischen Zytostatika und die Gruppe neuerer Medikamente zur gezielten 

Krebstherapie (Targeted Therapy). Letztere zeichnen sich durch selektive 

Inhibitionsmechanismen ausgewählter zellulärer Proteine aus, die eine essenzielle 

Schlüsselfunktion in der Tumorgenese einnehmen. Klassische Zytostatika hingegen hemmen 

nicht selektiv die Proliferation von Tumorzellen. Eine relative Tumorselektivität besteht 

jedoch unter anderem aufgrund der hohen Proliferationsraten maligner Zellen, deren 

Empfindlichkeit gegenüber zytostatischen Substanzen deutlich erhöht ist (Weinberg, 2013). 

Die Wirkung wird durch Schädigung der DNA, Störung des DNA-Reparaturmechanismus 

oder durch Hemmung des Mitoseapparates erzielt.  

Cisplatin gehört zu den wichtigsten DNA-quervernetzenden Substanzen. Die Hauptwirkung 

besteht in der Alkylierung der nukleären DNA an den N7-Atomen der Basen Guanin und 

Adenosin mit nachfolgender Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen den Purinbasen 

(Baruah et al., 2004). Dadurch entstehen Mono-Addukte, Interstrang- (Interstrand 

Crosslinks, ICL) und Intrastrang-Quervernetzungen, die schwerwiegende Strangbrüche oder 

Ablesefehler zur Folge haben. Die resultierende Dysregulation des Zellzyklus führt zu 

zellulärer Seneszenz, Zellzyklusarrest oder Apoptose. Apoptose beschreibt den 

programmierten und durch Genexpression gesteuerten Tod einer Zelle, der eine Reihe von 

Signalwegen umfasst (Hotchkiss et al., 2009). Neben der Quervernetzung nukleärer DNA 

sind weitere zytotoxische Eigenschaften von Cisplatin bekannt. Durch Schädigung der 

mitochondrialen DNA kann die Atmungskette schwer beeinträchtigt und die Produktion 

reaktiver Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) erreicht werden (Tabrizi and 

Chiniforoshan, 2017). Die herbeigeführte Induktion von oxidativem Stress bewirkt 
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wiederum eine Aggravation der DNA-Schädigung und schlussendlich Apoptose (Liou and 

Storz, 2010). Auch eine proapoptotische Intervention im p53-Signalweg und die 

Herunterregulierung von Protoonkogenen wurden beschrieben (Lafarga et al., 2007). 

Cisplatin und grundsätzlich alkylierende Substanzen werden heutzutage allein oder in 

Kombination bei sowohl soliden Tumoren als auch hämatologischen Neoplasien verwendet 

(Deans and West, 2011). Kombinierte Therapieansätze werden zum einen aufgrund des 

ausgedehnten Nebenwirkungsprofils in Erwägung gezogen und zum anderen, um der 

häufigen und therapielimitierenden Entstehung von Resistenzen entgegenzuwirken. Seit der 

Verwendung von Cisplatin wurden viele Tausend platinhaltige Analoga auf der Suche nach 

einer besseren Alternative synthetisiert, jedoch überzeugten nur Carboplatin und Oxaliplatin 

mit einem nebenwirkungsärmeren Profil (Li et al., 2006, Dasari and Tchounwou, 2014). Die 

Problematik primärer oder sekundärer Resistenzen blieb allerdings aufgrund der 

strukturellen Ähnlichkeit des Carboplatins zu Cisplatin und der Kreuzresistenzen des 

Oxaliplatins bestehen (Kidani et al., 1980, Hamaguchi et al., 1993, Stordal et al., 2007). Trotz 

allem ist Cisplatin weiterhin ein elementarer Bestandteil der modernen Chemotherapie, 

sodass die Forschung um das Verständnis der Resistenzentwicklung und mögliche 

Chemosensibilisierung umso wichtiger ist.  

1.8.2 Resistenzmechanismen gegenüber Cisplatin 

Eine Resistenzentwicklung gegenüber Cisplatin ist häufig und prognosebestimmend. Die 

multifaktorielle Natur der Resistenzentstehung erschwert darüber hinaus eine effektive 

Sensibilisierung (Galluzzi et al., 2014). Der Übersicht halber können die Mechanismen nach 

Galluzi et al. in vier Gruppen unterteilt werden. Diese beschreiben die Prozesse auf zellulärer 

Ebene (1) vor, (2) während, (3) nach sowie (4) unabhängig von der Interaktion von Cisplatin 

mit seinen Zielstrukturen: Pre-target Resistance, On-target Resistance, Post-target Resistance und 

Off-target Resistance.   

Bei der Pre-target Resistance handelt es sich um Mechanismen, die die Menge an aktiviertem 

Cisplatin im Zytoplasma verringern, also entweder eine verminderte Aufnahme, einen 

erhöhten Efflux oder eine Inaktivierung betreffen. Cisplatin gelangt entweder über passive 

oder über erleichterte Diffusion mithilfe des CTR1-Transporters (Copper Transporter 1) in die 

Zelle (Holzer and Howell, 2006).  Eine verminderte Expression von CTR1 verursacht eine 

geringere Aufnahme in das Zytoplasma und geht mit einem verringerten Ansprechen auf 

Platin-Therapie sowie einer schlechten Prognose einher (Ishida et al., 2010, Blair et al., 2010). 

Durch Beteiligung des ATP-abhängigen Transporters ATP7B (Copper-transporting P-type 

Adenosine Triphosphatase) und des ABC-Transporters MRP2 (Multidrug Resistance-associated 

Protein 2) wird Cisplatin wiederum aus der Zelle ausgeschleust (Komatsu et al., 2000, Katano 

et al., 2002). Eine veränderte Lokalisation oder Überexpression dieser Transporter korreliert 

mit vermindertem Therapieerfolg (Samimi et al., 2004, Kalayda et al., 2008).  

On-target Resistance-Mechanismen beziehen sich hauptsächlich auf die Funktionalität des 

DNA-Reparatursystems. Cisplatin-induzierte DNA-Schäden werden in der Regel durch die 
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Nukleotid-Exzisionsreparatur (Nucleotide Exision Repair, NER) oder die Basenmissmatch-

Reparatur (Mismatch Repair, MMR) behoben (Furuta et al., 2002, Pani et al., 2007). Mittels 

Exzision und Neusynthese des geschädigten DNA-Abschnittes (NER), Beseitigung der 

Cisplatin-induzierten Addukte (MMR) oder Aussendung proapoptotischer Signale werden 

fehlerhafte DNA-Bereiche beseitigt. (Vaisman et al., 1998, Spivak, 2015). Eine quantitativ 

erhöhte Funktionalität des NER-Signalweges geht indes mit gesteigerter Sensitivität 

gegenüber platinhaltiger Chemotherapie einher (Bowden, 2014). Loss-of-function mutierte oder 

herunterregulierte Gene, die für die Reparatursysteme codieren, konnten hingegen mit dem 

Auftreten von Resistenzen assoziiert werden (Aebi et al., 1996, Brown et al., 1997). Ein 

Beispiel hierfür sind die BRCA1/2-Mutationen, denen eine suffiziente homologe 

Rekombinationsreparatur (Homologe Rekombinationsdefizienz, HRD) fehlt und die in der Folge 

empfindlicher gegenüber genotoxischen Cisplatin-Effekten sind (Bryant et al., 2005). Diese 

Erkenntnis wird therapeutisch genutzt, denn Mutationen dieser Art sprechen zusätzlich sehr 

gut auf pharmakologische Inhibition des DNA-Reparaturregulators PARP1 (Poly-ADP-

Ribose Polymerase 1) an (Farmer et al., 2005). Außer der zytotoxischen Effekte auf die DNA 

im Nukleus, wirkt Cisplatin wie zuvor beschrieben (Abschnitt 1.8.1) ebenfalls über 

Interaktion mit extranukleären Strukturen. Auch hier scheinen Mechanismen im Sinne einer 

On-target Resistance eine Rolle zu spielen und sind aktuell Gegenstand der Forschung (Galluzzi 

et al., 2014). Erst kürzlich wurde gezeigt, dass erhöhte mitochondriale ROS-Spiegel in 

Ovarialkarzinom-Zellen mit sensitivem Ansprechen auf Cisplatin-Therapie 

zusammenhängen (Kleih et al., 2019).  

Post-target Resistance-Mechanismen greifen in die Cisplatin spezifischen, zum Zelltod 

führenden Prozesse ein, nachdem die Interaktion von Cisplatin mit seinen Zielstrukturen 

stattgefunden hat. Sie umfassen im Wesentlichen Alterationen des Apoptose-vermittelnden 

Signalweges. Sowohl herunterregulierende Veränderungen proapoptotischer Wege als auch 

hochregulierende Veränderungen antiapoptotischer Wege wurden in diesem 

Zusammenhang beschrieben (Shen et al., 2012). Insbesondere der Funktionsfähigkeit der 

Proteasen aus der Bcl-2-Familie und der Caspasen, beides Haupteffektoren der Apoptose-

ausführenden Prozesse, werden große Bedeutung bei der Post-target Resistance beigemessen 

(Galluzzi et al., 2014, Xu et al., 2018). Die Mechanismen sind wenig spezifisch und werden 

nicht nur für Platin-Resistenzen beschrieben, sondern auch für Sensitivitätsveränderungen 

gegenüber anderen Substanzen (Galluzzi et al., 2014). Aufgrund der besonderen Relevanz 

für die vorliegende Arbeit wird auf einen weiteren Signaltransduktionsweg über ADAM17 

und mögliche Chemosensibilisierung später näher eingegangen (Abschnitt 1.11.1).  

Off-target Resistance umfasst eine Vielzahl molekularer Veränderungen, die mit der 

Onkogenese und Tumorprogression zusammenhängen, primär aber nicht die Wirkung von 

Cisplatin modulieren. Dahingehend wurden vermehrte Expression antioxidativer Enzyme, 

Autophagie und erhöhte Aktivität von Hitzeschockproteinen sowie von 

Wachstumsfaktorrezeptoren beschrieben (Deng et al., 2009, Kroemer et al., 2010).  
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Insgesamt zeigen Resistenzmechanismen eine multifaktorielle Genese, was die Schwierigkeit 

verdeutlicht, geeignete Strategien zur Chemosensibilisierung zu finden.  

1.9 Nachsorge 

Nach Abschluss der Primärtherapie werden Patientinnen in ein Nachsorgeprogramm 

eingebunden. Die Nachsorge soll sowohl die Erkennung eines Rezidivs ermöglichen als auch 

die Lebensqualität durch Behandlung therapieassoziierter Nebenwirkungen, Einführung 

rehabilitativer Maßnahmen sowie psychosoziale Betreuung fördern. Dazu sind Termine nach 

abgeschlossener Primärtherapie für symptomfreie Patientinnen in den ersten zwei Jahren in 

einem dreimonatigen Abstand vorgesehen, danach bis zum fünften Jahr halbjährlich und bis 

zum zehnten Jahr jährlich. Die Nachsorge umfasst eine sorgfältige Anamneseerhebung, die 

körperliche, die Spiegel- und die rektovaginale Tastuntersuchung sowie eine transvaginale 

Sonografie (Wagner, 2020). Von darüberhinausgehender apparativer Diagnostik und 

Bestimmung von Tumormarkern wird abgeraten, da keine Überlebensvorteile durch den 

früheren Beginn einer Rezidivtherapie gezeigt werden konnten (Hilpert et al., 2007). Die 

allein auf Basis einer erhöhten Ca-125-Konzentration eingeleiteten Behandlungen konnten 

trotz früherer Therapieeinleitung von etwa 4,8 Monaten keine Verlängerung des 

Gesamtüberlebens erzielen und führten aufgrund der gesteigerten Gesamtzahl an 

Chemotherapien sogar zu einer Verschlechterung der Lebensqualität (Rustin et al., 2010).  

1.10 Tumormarker 

Tumormarker fungieren in der Onkologie als Biomarker zur Beurteilung einer 

Krebserkrankung und deren Verlauf. Idealerweise sollten sie mit dem histologischen Typ 

und der Tumormasse korrelieren, Informationen zur Lokalisation geben sowie für Screening 

und Früherkennung von Metastasen und Rezidiven einsetzbar sein (Schiffman et al., 2015, 

Califf, 2018). Tumormarker sind entweder Antigene, Enzyme, Stoffwechselprodukte oder 

Gene der Tumorzelle oder reaktiv auf die malignen Zellen gebildete Produkte des 

Immunsystems (Rasooly and Jacobson, 2006). Selten sind sie gänzlich spezifisch für die 

Tumorerkrankung, sondern zumeist über eine erhöhte oder erniedrigte Konzentration in 

Bezug zu einem Grenzwert (Cut-Off ) definiert, der den Unterschied zu gesunden Patienten 

festlegt. Der Nachweis erfolgt in Körperflüssigkeiten wie Blut, Pleuraflüssigkeit und Aszites 

oder im Tumorgewebe selbst.  

Die Wertigkeit der diagnostischen Aussagekraft hängt von der Sensitivität und Spezifität 

bezüglich des festgelegten Cut-Off-Wertes ab und sollte wenigstens eine Spezifität von 95 % 

und eine Sensitivität von 50 % besitzen (Melchert and Kreienberg, 1980).  
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1.10.1 Cancer-Antigen 125 

Der in der klinischen Routine für das Ovarialkarzinom etablierte Tumormarker ist das 

Cancer-Antigen 125 (Ca-125). Er dient der Rezidiverkennung und Therapiekontrolle und 

weist in diesen Bereichen eine Sensitivität von 92 % und eine Spezifität von 95 % auf (Meier 

et al., 1997). Als Screening-Marker hingegen wird er aufgrund einer zu hohen Falsch-Positiv-

Rate nicht eingesetzt. Nicht zuletzt deswegen wird derzeit intensiv an Markern geforscht, die 

entweder in Kombination mit Ca-125 oder allein ausreichend sensitiv und spezifisch genug 

sind, um zum Screening eingesetzt werden zu können. Der Normbereich wird mit einem 

Wert < 35 U/l angegeben und gilt zwischen 35-65 U/l als kontrollbedürftig. 

Der Tumormarker Ca-125 ist ein hochmolekulares Glykoprotein mit einem 

Molekulargewicht von 200 kDa, welches ein Epitop des Transmembran-Glykoproteins 

Mucin-16 (MUC-16) darstellt und nach proteolytischer Spaltung in der Peritonealflüssigkeit 

oder im Blut nachweisbar ist (Davis et al., 1986, Felder et al., 2014). Es ist Bestandteil von 

fetalem Gewebe des Amnions, Derivaten des Zölomepithels und der Dezidua und kann in 

Tuben, Endometrium, Endozervix, Peritoneum, Pleura, Perikard, Tracheal- und 

Bronchialepithel nachgewiesen werden (Kabawat et al., 1983, Gadducci et al., 2004). 

Expression und Freisetzung gehen von den tumorumliegenden Mesothelzellen aus, welche 

die Bindung der Karzinomzellen an das Peritoneum und damit die Metastasierung per 

continuitatem fördern (Chenard-Neu et al., 1990, Goodell et al., 2009). Über die 

physiologische Funktion von Ca-125 ist relativ wenig bekannt, es wird aber eine 

immunsupprimierende Wirkung angenommen, welche über die Hemmung der durch die 

Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) vermittelten Zytolyse von Ovarialkarzinom-Zellen 

verursacht wird (Patankar et al., 2005, Gubbels et al., 2010). 

1.11 Nectine und Nectin-like Moleküle 

Nectine gehören zur Familie der zellulären Adhäsionsmoleküle, die Calcium-unabhängig an 

der Formierung und Stabilisierung von Adhärenzverbindungen (Adhering Junctions, AJs), einer 

Gruppe von Adähsionsverbindungen, beteiligt sind. Die zellulären Funktionen sind 

vielseitig, wobei sie im Wesentlichen die Verbindung des Zytoskeletts benachbarter Zellen 

vermitteln, wodurch Zell-Zell-Interaktionen mechanisch gestärkt werden (Fukuhara et al., 

2002). Der Gruppe zugehörig sind die vier Formen Nectin-1, -2, -3 und -4, von denen jeweils 

strukturell sehr ähnliche Splice-Varianten bekannt sind. Als Mitglieder der 

Immunglobulin (Ig)-Superfamilie weisen alle Nectine drei extrazellulär gelegene Ig-ähnliche 

Domänen auf, außerdem eine transmembranäre Helix sowie eine intrazelluläre Domäne 

(Reymond et al., 2001). Über die intrazelluläre Domäne wird das F-Aktin-bindende Protein 

Afadin gebunden, das die Verankerung an das Zytoskelett und die Cadherine der AJs 

vermittelt (Takai et al., 2008a, Takai et al., 2008b). Die extrazelluläre Domäne ermöglicht die 

Verknüpfung von zwei gleichen (Homodimere) oder zwei unterschiedlichen (Heterodimere) 

Nectinen. Die Dimere können sowohl gleichsinnig (Cis-) als auch entgegengesetzt (Trans-) 
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ausgebildet werden, wobei die erste Ig-Schleife für die Bildung von Cis- und die zweite 

Ig-Schleife für die Bildung von Trans-Dimeren verantwortlich ist (Reymond et al., 2001, 

Yasumi et al., 2003). Cis-Formationen treten ausschließlich bei Homodimeren auf, während 

Trans-Formationen auch bei Heterodimeren möglich sind. Nectin-4 ist allerdings nur in der 

Lage mit Nectin-1 Hetero-Transdimere auszubilden, nicht mit Nectin-2 oder -3. Dabei sind 

die Interaktion der Hetero-Transdimere grundsätzlich stärker als die von Homo-

Transdimeren (Rikitake and Takai, 2008). Darüber hinaus besitzt die extrazelluläre Domäne 

einiger Nectine, wie auch Nectin-4, die Fähigkeit Wachstumsfaktorrezeptoren zu binden und 

somit Migrations-, Proliferations- und Apoptoseprozesse zu beeinflussen (Ogita and Takai, 

2008).  

Den Nectinen strukturell und funktionell ähnlich sind darüber hinaus die fünf Mitglieder der 

Nectin-like Moleküle (Nectin-like molecules, Necls) Necl-1 bis Necl-5, welche ohne Afadin-

Bindung agieren (Ogita et al., 2008, Ogita and Takai, 2008). Gemeinsam mit den Nectinen 

sind sie an der Regulation multipler Zellfunktionen wie Polarität, Bewegung, Proliferation, 

Differenzierung und Überleben beteiligt und in enger Kooperation mit Integrinen, 

Cadherinen und Wachstumsfaktorrezeptoren vergesellschaftet (Ogita et al., 2010).  

Nectine werden ubiquitär exprimiert, beispielsweise in Epithelien, Fibroblasten, Neuronen, 

B-Zellen oder Monozyten, wobei Nectin-1 und -2 omnipräsent verteilt und Nectin-3 

vorwiegend in Hoden und der Plazenta zu finden sind (Lopez et al., 1998, Reymond et al., 

2000, Reymond et al., 2001, Nakanishi and Takai, 2004). Nectin-4 wurde hingegen bisher 

nur im Epithel von Plazenta, Trachea, Lunge, Haut, Prostata und Magen beschrieben (Takai 

et al., 2003, Brancati et al., 2010, Noyce et al., 2011).  

1.11.1 Nectin-4 

Nectin-4 ist das jüngst entdeckte Molekül aus der Gruppe der Nectine und besitzt im 

glykolysierten Zustand ein molekulares Gewicht von 66 kDa (Reymond et al., 2001).  Es 

kann von den Proteasen A Disintegrin- And Metalloprotease-17 (ADAM17) und -10 (ADAM10) 

an der Zelloberfläche enzymatisch abgespalten werden (Shedding), sodass ein extrazelluläres 

Protein von 43 kDa entsteht, welches im Serum stabil vorhanden und nachweisbar ist 

(soluble Nectin-4, sN4) (Fabre-Lafay et al., 2005, Buchanan et al., 2017).  

Bisher konnte eine Überexpression von Nectin-4 für das Bronchial-, Mamma-, Pankreas-, 

Oesophagus-, Magen-, Urothel-, und Ovarialkarzinom festgestellt und mit Tumorprogress 

oder schlechter Prognose assoziiert werden (Takano et al., 2009, Lattanzio et al., 2014, 

Nishiwada et al., 2015, Challita-Eid et al., 2016, Zhang et al., 2018, Lin et al., 2019). Auch 

wenn die genaue Rolle bei der Karzinogenese noch nicht gänzlich aufgeklärt ist, konnte 

gezeigt werden, dass Nectin-4 an der Formierung von Sphäroiden beteiligt ist, welche 

erhöhte Migration und Proliferation von Tumorzellen bewirken können (Boylan et al., 2017, 

Boylan et al., 2020). Sphäroide sind multizelluläre Aggregate von Karzinomzellen, die 

aufgrund langsamerer Replikation und starker Zellaggregation einen mechanischen Schutz 

gegenüber Standardchemotherapeutika bieten und so zur Resistenzentstehung beitragen 
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können (Burleson et al., 2006, Yoshida et al., 2008). Es wird angenommen, dass über die 

Ausbildung von Hetero-Transdimeren mit Nectin-1 nicht nur die Sphäroidbildung von 

Ovarialkarzinom-Zellen verstärkt wird, sondern durch sN4 ebenfalls eine Anheftung an die 

Mesothelzellen erfolgt, welche Migration, Invasion und Metastasierung ermöglicht 

(Buchanan et al., 2017). Dies spiegelt sich in der Beobachtung wider, dass erhöhte Level an 

sN4 im Serum von Mamma- und Lungenkarzinompatienten mit erhöhter Metastasenlast 

korrelieren (Fabre-Lafay et al., 2007, Takano et al., 2009). Für das Mammakarzinom konnte 

gezeigt werden, dass Nectin-4 über die Bindung der extrazellulären Domäne an 

Wachstumsfaktorrezeptoren regulatorische Funktionen hinsichtlich Proliferation, Migration 

und Apoptose ausübt (Ogita and Takai, 2008, Pavlova et al., 2013).  

Ein weiterer und sehr vielversprechender Ansatz der Beteiligung von Nectin-4 in 

Resistenzprozessen zeigt sich bezüglich der regulatorischen Rolle der Nectin-4-Sheddase 

ADAM17 bei wichtigen zellulären Ereignissen wie Initiation, Proliferation und Migration 

maligner Neoplasien. ADAM17 fungiert als zentraler Mediator von Downstream 

Überlebenswegen wie dem Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), der mitogenaktivierten 

Proteinkinase (MAPK) oder der Phosphoinositid-3-Kinase und Serin/Threonin-Kinase-AKT 

(PI3K/AKT) (Brasseur et al., 2017). Eine Überexpression oder erhöhte Aktivierung von 

ADAM17 führt zur verstärkten Aktivität von Wachstumssignalkaskaden und konnte für 

mehrere Tumorentitäten, darunter das Ovarial- und Mammakarzinom, mit 

Tumorentstehung und -progress in Zusammenhang gebracht sowie mit erhöhtem 

Metastasierungspotenzial und schlechter Prognose assoziiert werden (Ringel et al., 2006, 

McGowan et al., 2007, Saftig and Reiss, 2011). Hierfür wird eine maßgebliche Beteiligung 

der EGFR-Aktivierung verantwortlich gemacht (Gooz, 2010, Hedemann et al., 2018). 

ADAM17 spaltet proteolytisch zusätzlich zu Nectin-4 eine Vielzahl der Hauptaktivatoren 

des EGF-Rezeptors: Epiregulin, Amphiregulin (AREG), Transforming Factor alpha (TGF-α) und 

Heparin-Binding EGF-like growth factor (HB-EGF) (Sahin et al., 2004). Interessanterweise 

konnte kürzlich gezeigt werden, dass Ovarialkarzinom-Zellen nach Behandlung mit Cisplatin 

vermehrt AREG freisetzen und eine funktionelle Inhibition von ADAM17 wiederum eine 

Sensitivierung der Zellen für die Apoptose-induzierende Wirkung des 

Chemotherapeutikums bewirkt (Hedemann et al., 2018). Erwähnenswert ist außerdem, dass 

ADAM10 als weitere Sheddase für Nectin-4 eine große Bedeutung für das konstitutive Shedding 

hat, womit das basale Grund-Shedding ohne beeinflussende Stimuli gemeint ist, jedoch das 

induzierte Shedding bei hochregulierten ADAM-Aktivitäten überwiegend von ADAM17 

ausgeführt wird (Le Gall et al., 2009, Buchanan et al., 2017). Dies lässt im Hinblick auf die 

übergeordnete Funktion von ADAM17 vermuten, dass auch Nectin-4 bei der Entstehung 

von Resistenzen beteiligt sein könnte. Daher soll die Rolle von Nectin-4 im Rahmen dieser 

Resistenzentstehung Gegenstand der vorgelegten Arbeit sein.  

Darüber hinaus wurden bisher einige weitere ADAM17-Substrate in Aszitesflüssigkeit und 

Seren von Ovarialkarzinom-Patientinnen nachgewiesen und für Nectin-4 wurde zusätzlich 

eine Korrelation zur erhöhten Expression im Tumorgewebe festgestellt (Derycke et al., 2010, 
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Carvalho et al., 2016, Buchanan et al., 2017). Durch die Charakterisierung von Nectin-4 

eröffnet sich daher sowohl die Möglichkeit auf einen neuen Therapieansatz als auch auf die 

Etablierung eines geeigneten Tumormarkers. Therapeutische Anwendung findet ein Targeting 

von Nectin-4 bereits für das fortgeschrittene und Platin-resistente Urothelkarzinom mit dem 

Medikament Enfortumab Vedotin, einem monoklonalen Nectin-4-Antikörper (Jain et al., 

2020). Auch bezüglich des tripel-negativen Mammakarzinoms scheint Nectin-4 ein 

potenziell therapeutisches Ziel und des Weiteren ein vielversprechender Oberflächen-

Tumormarker zu sein (M et al., 2017). Inwieweit Nectin-4 als Tumormarker für das 

Ovarialkarzinom fungieren kann, wurde erstmals anhand serologischer Messungen 

korrelierend zum Tumorgewebe mit erhöhtem Expressionslevel gezeigt und soll in dieser 

Arbeit in einem translationalen Ansatz näher untersucht und mit klinisch prognostischen 

Follow-Up-Daten statistisch analysiert werden (Derycke et al., 2010).  

 

 
Abbildung 1.2: Nectin-4 als potenzieller Tumormarker und die Rolle im EGFR-Signaling.  

Schematische Darstellung der Funktionsweise von Nectin-4 auf der Zelloberfläche in Abhängigkeit 
der ADAM17/-10-Aktivität und mögliche Detektion von Nectin-4 im Blut. AREG ist stellvertretend 
für weitere ADAM17-Substrate aufgeführt. Für eine Behandlung mit Cisplatin konnte eine vermehrte 
Freisetzung von AREG nachgewiesen werden (Hedemann et al., 2018). Modifiziert nach Nina 
Hedemann.  

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Nectin-4 in mehrfacher Hinsicht eine Rolle in der 

Entstehung von Resistenzen zu spielen scheint und einen vielversprechenden Ansatz als 

wirksamer prognostischer Marker für die frühzeitige Detektion des schwer zu 

diagnostizierenden Ovarialkarzinoms darstellt. Nach platinhaltiger Chemotherapie kann es 

aufgrund hochregulierter ADAM17-Aktivität zur erhöhten Konzentration von Nectin-4 im 

Serum kommen. Dies könnte Rückschlüsse auf den Progress der Erkrankung sowie sinnvolle 

Therapieentscheidungen zulassen.  
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1.12 Ziele der Arbeit 

Auf Grundlage aktueller Forschungsergebnisse und vor dem Hintergrund der erforderlichen 

Aufklärung zur Entstehung von Resistenzmechanismen gegenüber Chemotherapeutika wie 

Cisplatin rückt Nectin-4 in den Fokus resistenzfördernder Entwicklungsprozesse. Ziel dieser 

Promotionsarbeit ist es, die Bedeutung von Nectin-4 in der Entstehung der Platin-

Resistenzen näher zu evaluieren. Dazu soll in Zellkulturexperimenten untersucht werden, ob 

die Behandlung mit Cisplatin zu einer Veränderung des Nectin-4-Sheddings führt. Hierzu 

werden Cisplatin-sensitive und Cisplatin-resistente Zelllinien, sowie primäre 

Ovarialkarzinom-Zellen translational in unterschiedlichen Ansätzen sowohl mit Cisplatin als 

auch ADAM17- und ADAM10-spezifischen Inhibitoren behandelt, geerntet und die 

Überstände und Lysate mittels etabliertem ELISA-Verfahren auf ihren Nectin-4-Gehalt 

geprüft. Die anschließende Durchführung eines Viabilitäts- und Apoptose Multiplex Assays 

soll das Zellüberleben und die Cisplatin-induzierte Apoptose quantifizieren. 

Aus der derzeitigen Datenlage zu Nectin-4 ergibt sich darüber hinaus der vielversprechende 

Ansatz eines potenziell prädiktiven und prognostischen Tumormarkers für das 

Ovarialkarzinom. Ein weiteres Ziel ist es, dessen Relevanz in einem translationalen Ansatz 

anhand eines Serumkollektivs und dazugehörigen Follow-Ups mittels Nectin-4-Sandwich-

ELISA zu bestimmen und mit klinischen Parametern zu korrelieren. Außerdem soll mittels 

ELISA geprüft werden, ob sich die Nectin-4-Mengen im Serum erkrankter Patientinnen 

unter platinhaltiger Chemotherapie verändern. Hierzu werden Seren von Ovarialkarzinom-

Patientinnen zu definierten Zeitpunkten abgenommen, untersucht und statistisch 

ausgewertet. 

 

Daraus ergeben sich zwei Schwerpunkte von Fragestellungen: 

 

Inwieweit ist Nectin-4 auf zellulärer Ebene bei der Resistenzentstehung gegenüber 

platinhaltiger Chemotherapie des Ovarialkarzinoms beteiligt und könnte ein Targeting oder 

die Inhibition der Sheddasen ADAM17/-10 eine Sensibilisierung bewirken? 

 

Ist Nectin-4 in den Seren von Ovarialkarzinom-Patientinnen nachweisbar und falls ja, 

inwiefern korrelieren präoperative oder sich im Verlauf der Chemotherapie ändernde 

Konzentrationen mit klinischen Parametern, sodass ein möglicher Einsatz als prädiktiver 

oder prognostischer Marker in Erwägung gezogen werden könnte? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Kultivierung humaner Zelllinien 

2.1.1 Zelllinien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden vom American Tissue Collection Center 

(ATCC) bezogen. Ausgenommen sind die A2780-Zellen, welche von Sigma-Aldrich 

(#93112519) erworben wurden. Darüber hinaus wurde die papilläre Zystandenokarzinom-

Zelllinie BG-1 laborintern mit Cisplatin zu dem resistenten Subklon BG-1-CisR kultiviert 

(Bräutigam et al., 2009). Primäre Patientenzellen wurden intraoperativ aus Tumorgewebe 

und Aszitesflüssigkeit fortgeschrittener Ovarialkarzinom-Patientinnen unter 

Berücksichtigung der Deklaration von Helsinki isoliert (Ethikantrag AZ: B327 / 10).  

Tabelle 2.1: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien. 

  

Zelllinie Ursprungsgewebe Eigenschaften 

Igrov-1 
Ovarielles 

Adenokarzinom 

Intermediär sensitiv gegenüber Cisplatin, Expression 

von EGFR 

Skov-3 
Ovarielles 

Adenokarzinom 

Resistent gegenüber Cisplatin und dem Tumor-

Nekrose-Faktor, Expression von EGFR 

A2780 
Endometrioides 

Ovarialkarzinom 

Besonders sensitiv gegenüber Cisplatin, keine 

Expression von EGFR 

BG-1  
Papilläres 

Zystadenokarzinom 

Resistent gegenüber Taxol, sensitiv gegenüber 

Cisplatin, mittelmäßig ausgeprägte Differenzierung  

BG-1-CisR 
Papilläres 

Zystadenokarzinom 

Resistent gegenüber Cisplatin, mittelmäßig 

ausgeprägte Differenzierung 

Patientenzellen 
Ovarielles 

Adenokarzinom 

Primäre Patientenzellen aus Tumorgewebe und 

Aszites fortgeschrittener Stadien 
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2.1.2 Kulturmedien, Chemikalien und Puffer 

Tabelle 2.2: Für die Zellkultur verwendete Medien und Chemikalien. 
 

Tabelle 2.3: Zusammensetzung des Lysepuffers. 

 

Bezeichnung Beschreibung Hersteller 

Zellkultur- 

medium 

RPMI 1640 mit L-Glutamin;  

VLE RPMI Medium 500 ml 

Biochrom GmbH, Berlin; 

#FG 1415 

FCS 
Fetales Bovines Serum; zum 

Zellkulturmedium mit 10 % ergänzt 
Gibco; #10270.106 

Antibiotika 
Penicillin/Streptomycin (30.000 U pen. / 

30.000 µg str. per 500 ml RPMI-1640) 

PAA Laboratories GmbH, 

Pasching, Austria 

PBS 
Phosphatgepufferte Salzlösung 500 ml, 

sterilfiltriert, salzfrei 

Life Technologies GmbH, 

Darmstadt; #14190094 

Trypsin Trypsin EDTA Solution 100 ml 
Life Technologies GmbH, 

Darmstadt; #R 001100 

Cisplatin 
Zytostatikum, Stockkonzentration von 

1 mM in NaCl 

Universitätsklinikum Schleswig 

Holstein, Campus Kiel, Institut 

für Pharmakologie 

Menge Bezeichnung Hersteller 

605,7 mg Tris Base 
Merck, Darmstadt; 

#1.064.001.000 

876,6 mg NaCl Carl Roth, Karlsruhe; #3957.1 

58,45 mg EDTA 
Merck, Darmstadt; 

#1.064.001.000 

4,199 mg NaF 
Merck, Darmstadt; 

#1.064.490.250 

18,39 mg Na3Vo4 (Sodium Orthovanadate) Santa Cruz, Heidelberg; #sc-3540 

bis pH 7,5 NaOH Merck, Darmstadt; #109137 

bis pH 7,5 HCl Merck, Darmstadt; #109057 

10 ml Triton-X-100 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

München; #T 9284 

1 ml IGEPAL CA-630 /NP-40 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

München; #56741 

ad 100 ml dH2O  

1 Stk.  

pro 10 ml 

EDTA Complete Mini EDTA free 

Tablets 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

München; #11836170001 

1 Stk.  

pro 10 ml 
Phosphorylase-Inhibitor 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

München; #04906837001 
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2.1.3 Kultivierungsbedingungen 

Die adhärenten Zelllinien wurden unter S1-Bedingungen kultiviert und in einem dafür 

geeigneten Inkubator (Forma Scientific; Thermo Scientific, Pinneberg) bei 37 °C, 70-80 % 

Luftfeuchtigkeit und unter Beimengung von 5 % CO2 gehalten. Die Kultivierung wurde mit 

RPMI-1640-Medium (Biochrom GmbH, #FG 1415) durchgeführt und vor Verwendung mit 

50-Glutamin (Sigma-Aldrich, R#8758) sowie 10 % fötalem Rinderserum und Penicillin-

Streptomycin (Pen.-Str.; 30.000 U pen. / Str. 30.000 mg) versetzt und sterilfiltriert 

(Filtropour VSO 0,2 µm, Sarstedt, #83.3941.001). Die Zelllinie BG-1-CisR wurde zur 

Aufrechterhaltung der Resistenz zusätzlich mit 6,67 µmol/l Cisplatin kultiviert. 

Jegliche Zellkulturarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen in biologischen 

Sicherheitswerkbänken (SCANLAF: Mars safety Class2; Scanlaf, Brigachtal) mit laminarer 

Luftströmung statt. Eine Authentifizierung aller Zelllinien wurde mittels Short Tandem Repeat 

(STR) DNA-Profilanalyse gewährleistet und vor sowie während des Kultivierens 

durchgeführt. Routinemäßig konnten Kontaminationen durch Mykroplasmen mithilfe des 

MycoAlertTM Kits (Lonza, #LT07) ausgeschlossen werden.  

Kultivierte Zellen wurden, angepasst an Wachstumsgeschwindigkeit und Verbrauch des 

Nährmediums, zwei- bis dreimal wöchentlich bei einer Konfluenz von 80 % gesplittet. Dazu 

wurde das verbrauchte Vollmedium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Zellen mit 

5 ml PBS gewaschen. Nach Entfernung des PBS wurden 2 ml Trypsin hinzugegeben und die 

Flasche wurde zelllinienabhängig für 3-5 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurde die vollständige Zellablösung lichtmikroskopisch kontrolliert und der 

Trypsinisierungsvorgang durch Zugabe und Resuspendierung von 4 ml Medium inklusive 

FCS neutralisiert. Die Zellen wurden dann entweder unter Berücksichtigung der laufenden 

Passagenummer im Verhältnis 1:2 bis 1:5 auf neue Kulturflaschen (TC Flasche T-75, 

Sarstedt, #83.3911.002) aufgeteilt oder nach entsprechender Zellzählung für geplante 

Experimente weiterverwendet.  

2.1.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

Zu konservierende Zelllinien wurden zunächst in der Zellkulturflasche mikroskopisch 

hinsichtlich ihrer Konfluenz beurteilt. Sobald die Zellen zu 80 % konfluent waren, wurden 

diese mit PBS gewaschen, trypsiniert und in 6 ml des Nährmediums inklusive FCS 

resuspendiert. Anschließend wurde die Zellsuspension für 5 Minuten bei Raumtemperatur 

und 300 g zentrifugiert. Der Überstand wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und das 

Zellpellet in 2 ml des Kryomediums resuspendiert. Die Suspension wurde mit jeweils 1 ml 

in spezielle Einfrierröhrchen (2 ml Cryovial, Biozym, #710522) überführt. Die Röhrchen 

wurden sofort für mindestens einen Tag in einem mit Isopropanol gefüllten Gefrierbehälter 

(Mr. FrostyTM, Thermo Fisher, #5100.0001) im Gefrierschrank bei -80 °C heruntergekühlt. 

Zur langfristigen Lagerung der Zellen wurden die Einfrierröhrchen später in flüssigen 

Stickstoff überführt.  
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Einfriermediums. 

Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrierröhrchen zunächst im Wasserbad bei 37 °C 

bis zum vollständigen Auftauen des Eises erwärmt. Anschließend erfolgte die zügige 

Überführung der 1 ml Suspension in ein 10 ml Zentrifugenröhrchen, in das 9 ml 

Nährmedium vorgelegt waren. Die Zellsuspension wurde dann für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur und 1350 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in 

10 ml des Nährmediums resuspendiert. Die Suspension wurde dann in eine Zellkultruflasche 

gegeben. Der erste Mediumwechsel erfolgte 24 h nach dem Auftauen. Neu aufgetaute Zellen 

wurden zunächst für einige Passagen kultiviert, bevor sie für anstehende Versuche verwendet 

wurden.  

2.1.5 Zellkulturexperimente 

Zur Untersuchung des Einflusses von Cisplatin auf die ADAM17-abhängige Freisetzung von 

Nectin-4 wurden Platin-sensitive und -resistente Zellen mit dem Chemotherapeutikum 

Cisplatin in aufsteigenden Konzentrationen behandelt und hinsichtlich des 

Nectin-4-Gehaltes sowie des konzentrationsabhängigen Zellüberlebens und Zelltods 

untersucht. Für durchgeführte Analysen wurden Zellsuspensionen, Zellkulturüberstände 

und Lysate verwendet.  

2.1.5.1 Zellkulturbedingungen und Versuchsaufbau 

Alle Zellkulturexperimente wurden im Sinne biologischer Replikate mindestens dreimal 

wiederholt, um die statistische Aussagekraft zu gewährleisten. Es wurden jeweils 5x106, 1x109 

bzw. 2x109 Zellen in 6-well Platten (greiner bio-one, #657.160) ausgesät und bei 37 °C und 

5 % CO2 inkubiert. Nach 24 h erfolgte die Behandlung mit Cisplatin in aufsteigenden 

Konzentrationen (0 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM) oder mit dem entsprechenden Volumen 

NaCl. 48 h später wurden die Zellen und Zellkulturüberstände für entsprechende Read Out 

Verfahren weiterverarbeitet. 

  

Bestandteil Anteil 

Nährmedium (RPMI, 2 g/l NaHCO3) 80 % 

Fetales Bovines Serum (FCS) 10 % 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 10 % 
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Zellkulturexperimente. 

Zellen wurden in entsprechender Zellzahl in 6-well Platten ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 
inkubiert. Nach 24 h wurden diese mit Cisplatin in aufsteigender Konzentration (0 µM, 5 µM, 10 µM, 
20 µM) oder dem entsprechenden Volumen NaCl behandelt. Nach 48 h erfolgte die Zellernte mit 
sich anschließenden Read Out Verfahren. 

2.1.5.2 Zellzahlbestimmung 

Um gleichbleibende Versuchsbedingungen sicherzustellen, ist die quantitative Bestimmung 

von Zellen notwendig. Diese wurde visuell mikroskopisch mit dem Neubauer improved 

Hämozytometer durchgeführt. Zunächst wurde das Deckglas auf die Trägerstege aufgelegt 

und die korrekte Lage mithilfe der Newton’schen Interferenzringe geprüft. Anschließend 

konnten 10 µl der resuspendierten Zellsuspension zwischen Deckglas und Kammer 

eingebracht und das Hämzytometer lichtmikroskopisch bei 10-facher Vergrößerung 

ausgezählt werden. Die vier Eckquadrate wurden meanderförmig ausgezählt und das 

arithmetische Mittel bestimmt. Unter Berücksichtigung der angegebenen Kammertiefe von 

0,1 mm wurde die Zellzahl durch Multiplikation mit Kammer- und Verdünnungsfaktor als 

Zellzahl pro Milliliter berechnet.  

2.1.5.3 Read Out Methoden 

Nach erfolgter Aussaat, Behandlung und 48-stündiger Inkubation der Zellen wurden die 

Zellkulturüberstände abgenommen und die Zellen mit Trypsin-EDTA gelöst. Falls 

erforderlich wurde vorsichtig ein Zellschaber zu Hilfe genommen. Überstand und 

Zellsuspension wurden jeweils für 4 Minuten bei 4 °C und 0,4 g zentrifugiert. Der 

zentrifugierte Überstand wurde für spätere ELISA-Untersuchungen bei –20 °C gelagert. Die 

jeweils entstandenen Pellets aus Überstand und Zellsuspension wurden zusammengeführt, 

um alle darin enthaltenen Zellen und Zellfragmente über weitere Schritte und erneute 

Zentrifugation (2.1.7 Gewinnung von Proteinlysaten) zu lysieren. Lysate wurden zur 

Proteinbestimmung sowie ELISA-Untersuchungen verwendet, erneut entstandene Pellets 

für etwaige DNA-Analysen bei -20 °C eingefroren. 
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung erfolgter Read Out Verfahren. 

Nach Aussaat und Behandlung wurden der Zellkulturüberstand (1) und die gelösten Zellen (2) jeweils 
zentrifugiert. Der Überstand (1) wurde mittels ELISA untersucht. Die entstandenen Pellets wurden 
zusammengeführt (3) und die Viability und Caspase-Aktivität wurden bestimmt (4). Lysate wurden 
hergestellt (5) und nach Zentrifugation wurde der Proteingehalt mittels ELISA gemessen.  

2.1.6 Viabilitäts- und Apoptose Multiplex Assay 

Um lebende und apoptotische Zellen aus den Versuchsreihen hinsichtlich Anzahl und 

Zelltodmechanismus differenzierter zu analysieren, wurde eine multiparimetrische Messung 

mit dem ApoLive-Glo® Mulitplex Assay (Promega) durchgeführt. Dieses ermöglicht die 

Beurteilung von Viabilität und Apoptose in einem well. Im ersten Schritt wird die Anzahl 

lebender Zellen mithilfe des membranpermeablen und fluoreszierenden Peptidsubstrats 

GF-AFC (Gly-Phe-7-Amino-4-Trifluormethylcumarin) gemessen. GF-AFC wird 

intrazellulär von einer live-cell Protease gespalten, wodurch ein fluoreszierendes Signal entsteht, 

das sich proportional zur Zellzahl verhält. Die Enzymaktivität beschränkt sich auf intakte 

Zellen und geht bei Verlust der Zellmembranintegrität verloren. Im zweiten Schritt wird die 

Caspase 3/7-Aktivität als Schlüssel-Biomarker für Apoptose mithilfe der Caspase-Glo® 

Assay Technologie gemessen. Das verwendete Reagenz beinhaltet ein lumineszierendes 

Caspase 3/7-Substrat und bewirkt nach Zelllyse eine Caspase-induzierte Spaltung des 

Substrats und eine Luciferase-vermittelte Lumineszenz. Letztere verhält sich proportional 

zur Caspaseaktivität.  

Zu untersuchende Proben wurden zunächst mit je 12,5 µl in Triplikaten auf eine 96-well 

OPAK Transparent Platte pipettiert. Für die Viabilitätsmessung wurden 0,0025 µl des 

GF-AFC Substrats in 5 µl des Assay Puffers gelöst und mit 12,5 µl PBS in jedes well pipettiert. 

Die Platte wurde vorsichtig geschwenkt. Die Fluoreszenz wurde im Spektrophotometer 

(Infinite 200, Tecan) ermittelt, indem die photometrische Extinktion bei einer Wellenlänge 

von 400 nm und die Emission bei 505 nm gemessen wurde. Für die Bestimmung der 
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Caspaseaktivität wurden 25 µl des Caspase-Glo® 3/7 Reagenz in jedes well pipettiert und für 

eine Stunde in Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurde die Lumineszenz gemessen, diese 

auf die Viabilität normalisiert und das arithmetische Mittel aus den Triplikaten mittels 

MS Excel errechnet. Statistische Auswertungen erfolgten mithilfe von GraphPad Prism. 

2.1.7 Gewinnung von Proteinlysaten 

Zur Gewinnung von Proteinlysaten wurde zunächst der Lysepuffer (Tabelle 2.3) hergestellt. 

Alle Schritte der Präparation wurden auf Eis durchgeführt. Die zu untersuchenden 

Zellsuspensionen wurden in 1,5 µl Reaktionsgefäßen (Eppendorf) für 5 Minuten bei 4 °C 

und 0,4 g zentrifugiert und die Überstände vorsichtig abpipettiert. Die verbliebenen 

Zellpellets wurden anschließend in 120 µl Lysepuffer resuspendiert und im Kühlschrank bei 

4 °C für 30 Minuten gerollt. Die Suspension wurde erneut für 20 Minuten bei 4 °C und 1 g 

zentrifugiert, sodass entstandene Überstände mit den darin enthaltenen zellulären Proteinen 

jeweils in ein frisches 1,5 ml Reagenzgefäß überführt und entweder unverzüglich für 

Versuche verwendet oder bei -20 °C gelagert wurden. Das verbliebene und die DNA-

Fragmente enthaltene Zellpellet wurde für spätere Analysen ebenfalls bei -20 °C eingefroren.  

2.1.8 Proteinbestimmung 

Um zelluläre Proteinspiegel in verschiedenen experimentellen Bedingungen vergleichen zu 

können, ist es notwendig die Proteinkonzentration der einzelnen Lysate zu bestimmen. Zur 

Quantifizierung der zellulären Proteine wurde das BioRad DC Protein Assay verwendet, 

welches auf Grundlage des Lowry-Assay-Protokolls modifiziert wurde. Hierbei wird die 

Proteinkonzentration photometrisch mithilfe einer alkalischen Kupfertartratlösung ermittelt, 

die eine blauviolette Farbverbindung zwischen den Peptidbindungen und den Kupferionen 

bewirkt. Nach Bildung des Farbstoffes in zwei aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten 

wird dessen Menge in einem Absorptionsbereich von 650 – 750 nm in einem Photometer 

detektiert. Die Proteinkonzentration wird dann durch Interpolation anhand einer 

entsprechenden Standardkurve mit bekannten Konzentrationsangaben ermittelt. 

Nach protokollkonformer Herstellung der Standardreihe wurden die aufsteigenden 

Proteinkonzentrationen (0 mg/ml; 0,3875 mg/ml; 0,775 mg/ml; 1,55 mg/ml) sowie die zu 

testenden Proben als Duplikate auf eine 96-well-Platte aufgetragen. Anschließend wurden in 

jedes well 25 µl Reagenz A (Kupfertartrat) und 200 µl Reagenz B (Folinreagenz), welches zur 

Sensitivierung der Detektion dient, pipettiert. Die Platte wurde vorsichtig geschwenkt und 

für 15 Minuten inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlänge von 

750 nm gegen den Leerwert im Laborspektrophotometer (Infinite 200, Tecan). 
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2.1.9 Nectin-4- und AREG- ELISA 

Mittels eines Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) Sandwich-Verfahrens wurden die 

Konzentrationen von Nectin-4 in Überständen, Lysaten und Blutseren sowie die 

Konzentrationen von AREG in Überständen bestimmt. Die hierzu verwendeten humanen 

Duoset® ELISA-Kits für Nectin-4 (R&D Systems, #DY2659) und AREG (R&D Systems, 

#DY262) wurde entsprechend der Versuchsanweisungen modifiziert und durchgeführt. 

Dem ELISA liegt eine antikörpergestützte Enzymreaktion zugrunde, bei der das Enzym 

einen Farbstoff proportional zur Menge des Antigens durch Spaltung aktiviert. Nach dem 

Lambert-Beerschen Gesetz wird die Konzentration anschließend photometrisch ermittelt.  

Zunächst wurde eine 96-well Nunc-Immuno™ Platte mit einer vorbereiteten Verdünnung 

des Capture Antikörpers in PBS von 4 µg/ml beschichtet und über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert. Am nächsten Tag wurden die nicht gebundenen Antikörper mit 

dreimaligem Auftragen eines Waschpuffers von 200 µl pro well gewaschen. Um unspezifische 

Reaktionen durch noch freie Bindungsstellen zu verhindern und somit etwaige 

Hintergrundaktivität zu minimieren, wurden diese durch Auftragen von 150 µl Reagent Diluent 

pro well für eine Stunde geblockt und anschließend erneut mit dem Waschpuffer gewaschen. 

Die daraufhin erfolgte Auftragung der Standardreihe von 0 pg/ml – 6000 pg/ml sowie der 

Proben fand in Duplikaten und mit 50 µl pro well für zwei Stunden statt. In dieser Zeit wurde 

das zu bestimmende Antigen vom Capture Antikörper gebunden und immobilisiert. Restliche 

Bestandteile wurden durch erneute Waschschritte entfernt. Zur Detektion des gebundenen 

Antigens wurde ein weiterer Antikörper zu einer Konzentration von 0,15 µg/ml in Reagent 

Diluent verdünnt, auf die Platte pipettiert und erneut für zwei Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert. Der Detection Antikörper bindet über ein anderes Epitop an das Antigen und ist 

darüber hinaus für das Streptavidin-Biotin (LSAB) Detektionssystem mit Biotin konjugiert. 

Nach erneutem Waschvorgang wurde die Platte mit 1:100 in Reagent Diluent verdünntem 

Streptavidin-HRP behandelt und für 20 Minuten lichtgeschützt inkubiert. Aufgrund 

mehrerer Biotinylierungen des Detection Antikörpers bewirkt die hochaffine Bindung des 

Biotins zum tetravalenten Streptavidin eine Signalverstärkung. Diese wurde über einen 

enzymatischen Schritt mit der konjungierten Meerrettichperoxidase (HRP) sichtbar gemacht. 

Hierzu wurde die Platte erneut gewaschen, je 50 µl einer zweiteiligen Substrat Solution 

hinzugefügt und die Reaktion mit je 25 µl einer sauren Stop Solution zur Enzymdenaturierung 

nach 15 Minuten beendet. Die optische Dichte (OD) des entstandenen Farbumschlags 

wurde anschließend bei 450 nm mit einem Laborspektrophotometer (Infinite 200, Tecan) 

gemessen. Zur Berechnung der Konzentrationen wurden OD-Messwerte des Standards als 

Sättigungskurve aufgetragen und die Probenkonzentrationen mittels linearer Progression in 

MS Excel (2010) aus den OD-Werten berechnet.  
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2.2 Aufbau eines Serenkollektivs 

Integraler Bestandteil dieser Arbeit sind der Aufbau und die Verwaltung einer Patienten-

Kohorte von an Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen. Im Rahmen der 

leitliniengerechten Gabe platinhaltiger Chemotherapie wurde den Patientinnen zu 

definierten Zeitpunkten Blut entnommen. Archivierung und Dokumentation der Blutseren 

erfolgten über einen Zeitraum von circa drei Jahren.  

2.2.1 Gewinnung von Serumproben 

Die Gewinnung und Verarbeitung aller Blutproben wurde vorschriftsmäßig unter Wahrung 

der Anonymität gemäß der DSGVO Richtlinien (Verzeichnis von Verarbeitungstätigkeiten 

Artikel 30 Abs.1) durchgeführt. Der Geltungsbereich bezieht sich ausschließlich auf 

Forschungszwecke bzw. Routineuntersuchungen im Onkologischen Labor der Universitäts-

Frauenklinik Kiel und deren Konsortiums-Partner. Der Ethikantrag (AZ: B327 / 10) gemäß 

der Deklaration von Helsinki sowie die schriftlichen Einverständniserklärungen der 

Patientinnen lagen in allen Fällen vor.  

Die Gewinnung der Blutproben erfolgte in den entsprechenden Abteilungen der 

Gynäkologie des UKSH Campus Kiel sowohl im perioperativen Rahmen als auch zu den 

routinemäßigen Blutentnahmen der jeweiligen Chemotherapiezyklen. Um eine möglichst 

hohe Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, wurde ein Standard Operating Procedure 

(SOP) als Leitfaden für Gewinnung, Aliquotierung und Lagerung entwickelt. Eine 

Kennzeichnung der Proben mit entsprechendem Studienetikett erfolgte am 

Anforderungsbeleg auf der Station, der Chemotherapie-Ambulanz oder im Operationssaal. 

Um Gerinnungsprozesse zu vermeiden, wurden die Proben nach Abnahme kühl gelagert 

und zeitnah innerhalb von zwei Stunden aufgearbeitet. Dazu wurden die verwendeten 8 ml 

Serumröhrchen bei 3000 rpm für zehn Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde 

unverzüglich aliquotiert und zwei Aliquots à 250 µl sowie ein Aliquot à 1000 µl wurden in 

einem -80 °C Gefrierschrank gelagert. Sämtliche Proben wurden in die P2N Datenbank 

überführt und werden von der laborinternen Datenbank verwaltet.  

2.3 Statistische Verfahren 

2.3.1 Statistik der Zellkulturexperimente 

Die Zellkulturdaten wurden mithilfe von MS Excel zusammengefasst, erforderliche 

Berechnungen ausgeführt und mit Graphpad Prism (Version 9) ausgewertet. Die Prüfung 

auf Normalverteilung fand mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests statt, der sich vor allem durch 

seine hohe Teststärke auch bei kleineren Stichproben mit n < 50 auszeichnet.  

Lag nach Testung eine parametrische Verteilung vor, wurde für die Statistik von zwei 

Gruppen ein gepaarter t-Test und für die Statistik von mehr als zwei Gruppen eine 

multifaktorielle Varianzanalye (One-way-ANOVA) mit anschließendem Tukey-
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Mehrfachvergleichstest angewendet. Zur Analyse von mehr als zwei unabhängigen Variablen 

wurde eine Zwei-Weg-Varianz-Analyse (Two-way-ANOVA) mit sich anschließenden 

Multiplen Analysen durchgeführt. Lag keine Normalverteilung vor, wurde bei zwei 

unabhängigen Stichproben der Mann-Whitney-Test und bei zwei abhängigen Stichproben 

der Wilcoxon-Test angewendet. Bei drei und mehr abhängigen Stichproben wurde der 

Friedman Test durchgeführt. Im Falle signifikanter Unterschiede wurden Mittelwerte 

mithilfe von Post-hoc-Analysen im paarweisen Gruppenvergleich untersucht (Dunn’s Test, 

Bonferroni-Korrektur).  

Hierbei festgelegte Signifikanzniveaus wurden nach den in der Literatur geltenden Angaben 

bei p ≤ 0,05 signifikant, p ≤ 0,01 hoch signifikant und p ≤ 0,001 höchst signifikant.  

2.3.2 Statistik der Seren-Kohorte 

Alle erhobenen Patientendaten wurden verschlüsselt, anonymisiert und mithilfe der 

Statistikprogramme SPSS und Graphpad Prism (Version 9) ausgewertet.  

Die Testung auf Normalverteilung wurde anhand zweier Testverfahren vorgenommen, die 

sich hinsichtlich ihrer Vor- und Nachteile geeignet ergänzen. Der Kolmogorow-Smirnow-

Test eignete sich als nichtparametrischer Test insbesondere aufgrund der Stabilität und des 

breiten Einsatzspektrums. Damit geht jedoch eine geringere Teststärke einher. Diese konnte 

durch den Shapiro-Wilk-Test kompensiert werden.  

Im Falle der nicht normalverteilten Daten wurden statistische Unterschiede zweier 

unabhängiger Variablen mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert, bei drei und mehr 

unabhängigen Variablen mittels Kruskal-Wallis-Test.  

Um quantitative Zusammenhänge zwischen zwei Zufallsvariablen aufzuschlüsseln, wurden 

der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman sowie der Konkordanzkoeffizient nach 

Kendall gebildet. Beide sind zur Beschreibung monotoner und nicht linearer 

Zusammenhänge sowie zur Beurteilung ordinalskalierter Daten geeignet.  

Um zensierte Überlebenszeitdaten zu analysieren, wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt und 

bei vorhandener Proportionalität der Hazard Ratio das Cox-Regressions-Modell für die 

Analyse des gleichzeitigen Einflusses mehrerer Variablen eingesetzt.  

Zur Evaluation der qualitativen Aussagekraft von Nectin-4 als Laborparameter wurden 

ROC-Kurven erstellt. Daraus ermittelte Werte wurden mithilfe von MS Excel zur 

Berechnung des maximalen Youden-Index (= Sensitivität + (Spezifität – 1)) herangezogen 

und entsprechende Cut-Off-Werte bestimmt. Um die Validität zu beurteilen, wurde das 

Integral der ROC-Kurve als AUC (Fläche unter der Kurve) berechnet. Darüber hinaus 

erfolgte eine Kombination mit dem klinisch etablierten Biomarker Ca-125 über logistische 

Regression ebenfalls in Form einer ROC-Kurve. 

Um zeitliche Schwankungen der sich ändernden Nectin-4-Konzentrationen zu visualisieren, 

wurden Heat Maps erstellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Nachweis von Nectin-4 in Ovarialkarzinom-Zelllinien 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von Nectin-4 in Ovarialkarzinom-Zelllinien 

sowie in Seren von Ovarialkarzinom-Patientinnen untersucht und mit klinischen Parametern 

korreliert. Insbesondere sollte die Beteiligung von Nectin-4 bei der Resistenzentstehung 

gegenüber Chemotherapeutika und hinsichtlich des Tumorprogresses analysiert werden.  

Bekannt ist bisher, dass das transmembranäre Adhäsionsmolekül Nectin-4 im 

Ovarialkarzinom erhöht exprimiert wird und dies mit einem verminderten 

progressionsfreien Überleben der Patientinnen einhergeht.  In unserer Arbeitsgruppe konnte 

gezeigt werden, dass die Metalloprotease A Disintegrin- And Metalloprotease 17 (ADAM17) 

durch funktionelle Inhibition die Apoptose-induzierende Wirkung von Cisplatin verbessert. 

ADAM17 kommt im Ovarialkarzinom ebenfalls vermehrt vor und kann Nectin-4 durch 

proteolytische Spaltung von der Zelloberfläche freisetzen. Da Nectin-4 in der Lage ist, 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie den EGF-Rezeptor zu binden und somit Zellwachstum 

und Apoptoseprozesse zu regulieren, erscheint es ein vielversprechender Ansatz zu sein, dass 

Nectin-4 an der Resistenzentstehung gegenüber Cisplatin beteiligt sein könnte.  

3.1.1 Nectin-4 ist in den Lysaten und Überständen von Ovarialkarzinom-

Zelllinien zu detektieren 

Zunächst sollte die Expression von Nectin-4 in Ovarialkarzinom-Zelllinien quantifiziert 

werden, um zu entscheiden, welche der Zelllinien sich für folgende Experimente eignete. 

Hierzu wurden die drei Tumorzelllinien Igrov-1, A2780, und Skov-3 anhand folgender 

Charakteristika ausgewählt: Cisplatin-sensitiv bzw. -resistent und EGFR positiv bzw. negativ 

(siehe Abschnitt 2.1.1). Darüber hinaus wurden Zellen aus Patientengewebe und 

Aszitesflüssigkeit isoliert und dem Entnahmeort entsprechend S1-Tumor, S1-Aszites und 

OC1-Tumor benannt. Es wurden Ovarialkarzinom-Zellen mit jeweils einer Million Zellen 

ausgesät, 72 h später geerntet und Lysate hergestellt. Die Lysate wurden mittels Sandwich-

ELISA auf ihren Nectin-4-Gehalt geprüft und nach erfolgter Normalisierung auf die 

Proteinmenge miteinander verglichen. 

Bei der initialen Detektion von Nectin-4 in Zelllysaten unbehandelter Zellen ließen sich 

sowohl in den Ovarialkarzinom-Zellen als auch in den aus Patienten gewonnenen Zellen 

Nectin-4-Konzentrationen von mindestens 4000 pg/ml nachweisen.  
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Abbildung 3.1:  Detektion von Nectin-4 in Zelllysaten von Ovarialkarzinom- und Primären 

Zellen. 

Quantifizierung der Nectin-4-Konzentrationen von Tumorzelllysaten verschiedener Zelllinien zeigte 
differenzielle Expression. Jeweils 1 Millionen Zellen wurden ausgesät, am dritten Tag geerntet, lysiert, 
mittels spezifischem Sandwich-ELISA auf ihre Nectin-4-Konzentration hin quantifiziert. Werte 
wurden auf die Proteinmenge normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus 
technischen Replikaten (n = 3). (A) Vergleich von drei Ovarialkarzinom-Zelllinien. OvCa, 
Ovarialkarzinom. (B) Vergleich der Primären Zellen. 

Mit dem translationalen Ziel, Nectin-4 im Serum nachzuweisen, sollte untersucht werden, 

ob Nectin-4 auch in der löslichen Form im Zellkulturüberstand zu detektieren ist. Dazu 

wurden die Zellkulturüberstände des oben beschriebenen Experiments ebenfalls im ELISA 

getestet und mit den Ergebnissen der Lysate verglichen. Dabei korrelierte die Menge von 

Nectin-4 in den Überständen mit jener in Lysaten. Im Vergleich zu den Primären Zellen 

S1-Asc und OCT zeigte sich dies besonders deutlich bei den Primären Zellen S1-T, die 

sowohl in den Überständen als auch in den Lysaten erhöhte Nectin-4-Konzentrationen 

aufwiesen.  
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Abbildung 3.2:  Detektion von Nectin-4 in Überständen von Ovarialkarzinom- und Primären 

Zellen. 

(A) Die Quantifizierung der Nectin-4-Konzentrationen von Tumorzellüberständen aus OvCa-
Zellinien zeigte analog zu den korrelierenden Lysaten differenzielle Konzentrationslevel. Jeweils 
1 Millionen Zellen wurden ausgesät, am dritten Tag geerntet, lysiert und mittels Sandwich-ELISA auf 
ihre Nectin-4-Konzentration hin quantifiziert. Werte wurden auf die Proteinmenge normalisiert. 
Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus technischen Replikaten (n = 3). OvCa, 
Ovarialkarzinom. (B) Experiment und ELISA analog zu (A) für drei Primäre Zellen.  

3.1.2 Nectin-4-Freisetzung in Abhängigkeit der Zellkonfluenz und Zellzahl 

Damit eine möglichst hohe Vergleichbarkeit der initialen Experimente gewährleistet werden 

konnte, wurde für alle Zelllinien eine gleiche Konfluenz angestrebt und dementsprechend 

die Zellzahl an die Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zelllinie angepasst. Der 

Einfluss der Konfluenz und der Zelldichte auf die Nectin-4-Freisetzung war vorerst nicht 

bekannt und sollte im Folgenden untersucht werden. Hierzu wurden Igrov-1-Zellen mit drei 

unterschiedlichen Zellzahlen zu 500.000, 1 Millionen und 2 Millionen Zellen ausgesät. Nach 

24 h wurden die Konfluenzen mikroskopisch beurteilt, mit der Kontrolllösung DMSO 

behandelt, 48 h später erneut hinsichtlich der Konfluenz beurteilt und anschließend geerntet. 

Bei der visuellen Betrachtung der Konfluenzen mittels Lichtmikroskop wurde ersichtlich, 

dass die mit geringerer Zellzahl ausgesäten Zellen wie zu erwarten sowohl vor als auch nach 

Behandlung weniger dicht wuchsen. Für 500.000 Zellen wurden vor Behandlung 

Konfluenzen von 30-40 % und nach Behandlung von etwa 50-60 % bestimmt. Für 

1 Millionen Zellen lagen Konfluenzen unbehandelt bei 60-70 % und behandelt bei 80 %, für 

2 Millionen Zellen waren die Platten vor Behandlung mit etwa 90 % und nach Behandlung 

vollständig zu 100 % bewachsen.  

Um den Zusammenhang zwischen Zellzahl, Konfluenz und Nectin-4 Freisetzung zu 

untersuchen, wurden die Zellkulturüberstände mittels ELISA hinsichtlich des Nectin-4-

Gehalts untersucht und anschließend auf die Proteinmenge normalisiert. Entgegen der 

Vermutung, dass Nectin-4 eine positive Korrelation zu steigender Zellzahl aufweisen würde, 

zeigte sich, dass mit steigender Zellzahl und zunehmender Konfluenz im Verhältnis weniger 
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Nectin-4 in den Zellkulturüberstand abgegeben wurde. Für nachfolgende Experimente 

wurden auf Grundlage dieser Ergebnisse zunächst Zellzahlen von 500.000 verwendet.  
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Abbildung 3.3:  Verringerte Nectin-4 Freisetzung bei höherer Zellzahl und Zellkonfluenz 

in Igrov-1-Zellen. 

500.000, 1 Millionen und 2 Millionen Igrov-1-Zellen wurden in 6-well-Platten ausgesät, nach 48 h mit 
DMSO behandelt und 48 h später wurde die Konfluenz lichtmikroskopisch beurteilt. Zellen wurden 
geerntet und Nectin-4-Konzentrationen mittels Sandwich-ELISA quantifiziert. Proteinmengen 
wurden in Lysaten bestimmt und anhand dessen die Normalisierung durchgeführt. Gezeigt sind 
Mittelwerte + Standardfehler aus biologischen (n = 3) Replikaten. Statistische Analyse erfolgte mittels 
Einweg-Varianz-Analyse (p = 0,0889). Relative Mittelwerte: 500.000 Zellen, 21,9; 1 Million Zellen, 
14,17; 2 Millionen Zellen, 7,17.  

3.2 Bedeutung der Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 für die 

proteolytische Spaltung von Nectin-4 

Die bisher gezeigten Daten belegen, dass Nectin-4 von Ovarialkarzinom-Zellen exprimiert 

und in Zellkulturüberstände freigesetzt wird. Eine wichtige Rolle bei der Freisetzung von 

Nectin-4 nehmen die Sheddasen und Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 ein, welche 

für weitere Tumorentitäten, insbesondere solide Tumoren wie z.B. das Mammakarzinom, in 

Bezug auf Resistenzentwicklung gut untersucht sind. ADAM17 kann durch Ektodomänen-

Shedding Transmembranproteine durch proteolytische Spaltung in ihre lösliche Form 

überführen und diese somit biologisch aktivieren. Für unsere Arbeitsgruppe ergab sich somit 

eine besonders interessante Fragestellung, da zwar der Zusammenhang zwischen vermehrter 

ADAM17-Aktivität im Ovarialkarzinom beschrieben, bislang jedoch nicht detaillierter 

aufgeklärt war.  

Im Folgenden sollte daher untersucht werden, inwieweit die Freisetzung von Nectin-4 von 

der ADAM17-Aktivität abhängt und ob diese durch eine ADAM10- oder ADAM17-

Inhibition relevant verringert werden kann. 



3 Ergebnisse 29 

3.2.1 Nectin-4-Freisetzung in Abhängigkeit der ADAM17-Aktivität 

Zunächst wurden Igrov-1 und primäre Patientenzellen ausgesät und am Folgetag mit den 

Inhibitoren GI (selektiv für ADAM10) und GW (selektiv für ADAM10 und ADAM17) 

sowie als Kontrolle mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt. 48 h später wurden 

Zellkulturüberstände abgenommen und die Zellen geerntet. Die Überstände wurden 

anschließend mittels spezifischem Sandwich-ELISA untersucht, die Nectin-4-

Konzentrationen berechnet und auf die Proteinmenge der Lysate normalisiert.  
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Abbildung 3.4: Beeinflussung des Nectin-4-Sheddings durch ADAM17-Inhibition. 

(A) 500.000 Igrov-1-Zellen wurden in 6-well-Platten ausgesät, am Folgetag mit den ADAM17-
Inhibitoren GI (spezifisch für ADAM10) und GW (spezifisch für ADAM10 und ADAM17) 
behandelt und 48 h später geerntet. Nectin-4-Konzentrationen wurden mittels Sandwich-ELISA 
quantifiziert und auf die Proteinmengen normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 
biologischen (n = 3) Replikaten. Als Kontrolle fungiert das Lösungsmittel DMSO. Statistische 
Signifikanz wurde mittels Ein-Weg-Varianz-Analyse errechnet (p = 0,0304). (B) Experiment und 
ELISA-Verfahren analog zu (A) für Pat As 4-Zellen. Ein-Weg-Varianz-Analyse (p = 0,0032). 
P = Statistische Signifikanz, * (p < 0,05); ** (p < 0,01). 

Hinsichtlich der Funktion von ADAM17 für das Nectin-4-Shedding zeigte sich in diesem 

Experiment, dass bei Inhibition der Protease die Nectin-4-Konzentration im 

Zellkulturüberstand geringer war als im DMSO-Kontrollansatz ohne Inhibition der 

Sheddasen. Die kombinierte Inhibition von ADAM10 und ADAM17 mit GW wies dabei 

sowohl für die Igrov-1-Zellen als auch für die Primären Zellen Pat As 4 einen größeren 

Effekt auf als die alleinige Inhibition von ADAM10 mit GI. 
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3.3 Platin-resistente Zelllinien setzten größere Mengen an Nectin-4 

frei 

Um die Relevanz des Nectin-4 Sheddings für mögliche Resistenzmechanismen zu evaluieren, 

wurde ein Vergleich der Nectin-4-Freisetzung zwischen Cisplatin-sensitiven und Cisplatin-

resistenten Ovarialkarzinom-Zellen durchgeführt.  

Um eine direkte Gegenüberstellung zwischen sensitiven und resistenten Zellen zu 

ermöglichen, wurden die Zelllinien BG-1 und BG-1-CisR verwendet. Die Zelllinie 

BG-1-CisR wurde im Onkologischen Labor der Kieler Frauenklinik generiert und ist der 

Wirkung von Cisplatin gegenüber resistent. In den übrigen Eigenschaften stimmt sie mit 

denen der sensiblen BG-1-Zelllinie überein.  

Da in vorausgehenden Untersuchungen (3.1.2) auffiel, dass Nectin-4 sehr sensibel in 

Abhängigkeit von der Zellkonfluenz reagierte, wurde die Entscheidung zur Aussaat der 

Zellzahl für jede Zelllinie separat und anhand zuvor eruierter Konfluenzen getroffen. Damit 

eine angestrebte Zellkonfluenz von 80 % für jede Zelllinie erreicht wurde, wurden schneller 

wachsende BG-1-Zellen mit 500.000 und langsamer wachsende BG-1-CisR-Zellen mit 

2 Millionen Zellen ausgesät.  

Um hinsichtlich des Unterscheidungsmerkmals Platin-Resistenz die damit einhergehenden 

Effekte auf die Substratfreisetzung in beiden Zelllinien zu untersuchen, wurde zunächst die 

ADAM17-Aktivität unabhängig von einer Cisplatin-Behandlung bestimmt. Dazu wurde 

unter anderem Amphiregulin (AREG) als Surrogat für die ADAM17-Aktivität untersucht. 

AREG ist ein epidermaler Wachstumsfaktor, welcher ebenfalls von ADAM17 gesheddet wird 

und in seiner löslichen Form den EGF-Rezeptor aktiviert (Hedemann et al., 2018). Sowohl 

unabhängig von als auch nach Behandlung der Ovarialkarzinom-Zellen mit Cisplatin wird 

AREG freigesetzt und kann als Indikator für die ADAM17-Proteaseaktivität angesehen 

werden. Die ebenfalls mit ADAM17 in Zusammenhang stehende Nectin-4-Freisetzung 

wurde gleichermaßen bestimmt und die berechneten Konzentrationen den AREG-Werten 

gegenübergestellt. In beiden Fällen zeigten sich für die ADAM17-Substrate signifikant 

höhere Konzentrationen in den resistenten Zellen. Folglich kann eine grundsätzlich höhere 

konstitutive Aktivität von ADAM17 angenommen werden, die sich durch Erhöhung von 

AREG und Nectin-4 im Zellkulturüberstand bemerkbar machte.  
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Abbildung 3.5:  Unterschiede der konstitutiven AREG- und Nectin-4-Freisetzung 

zwischen sensitiven und resistenten BG-1-Zellen.  

(A) Cisplatin-sensitive (BG-1) und resistente Zellen (BG-1-CisR) wurden konfluenzadaptiert mit 
500.000 (BG-1) bzw. 2 Millionen Zellen (BG-1-CisR) in 6-well-Platten ausgesät und nach 72 h 
trypsiniert und geerntet. Zellkulturüberstände wurden auf ihre Optische Dichte (OD) mittels 
spezifischem Sandwich-ELISA für Amphiregulin (AREG) getestet und die Konzentrationen 
berechnet. Normalisierung erfolgte auf die Proteinmenge. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler 
aus biologischen (n = 3) und technischen (n = 2) Replikaten. Statistische Signifikanz wurde mittels 
gepaartem t-Test errechnet (p = 0,0104). (B) Experiment, ELISA-Verfahren und statistische 
Auswertung analog zu (A) für Nectin-4 (p = 0,0256). P = Statistische Signifikanz, * (p < 0,05). 

Die Ergebnisse lassen mit dem Wissen um erhöhte ADAM17-Aktivität im Ovarialkarzinom 

vermuten, dass AREG nach Cisplatin-Behandlung vermehrt von Ovarialkarzinom-Zellen 

freigesetzt wird. Zur weiterführenden Untersuchung der resistenzbedingten Unterschiede 

wurden die Zellen in aufsteigender Konzentration mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin 

behandelt. Dazu wurden BG-1- und BG-1-CisR-Zellen ausgesät, nach 24 h mit Cisplatin 

bzw. der Kontrolllösung NaCl behandelt, 48 h später geerntet und die Substrate mittels 

ELISA bestimmt.  

Wie für AREG bereits bei den Ovarialkarzinom-Zelllinien Igrov-1, A2780 und Skov-3 

beschrieben, ließ sich auch in den sensitiven BG-1-Zellen mit zunehmender Cisplatin-

Konzentration ein Anstieg von AREG im Überstand detektieren. Bei den resistenten BG-1-

Zellen hingegen wurde keine Veränderung durch Behandlung mit Cisplatin erzielt. Dieser 

ausgeprägte Unterschied fand sich ebenfalls im Rahmen der Nectin-4 Untersuchungen, in 

denen ein Konzentrationsanstieg in Abhängigkeit steigender Cisplatin-Mengen nur für die 

sensitiven, nicht aber für die resistenten Zellen zu erkennen war.  

Interessanterweise zeigte sich für beide ADAM17-Substrate ein höheres Grund-Shedding in 

den resistenten als in den sensitiven Zellen. In unbehandeltem Zustand war in den 

BG-1-CisR-Überständen verglichen zu den BG-1-Zellen eine fast vierfach höhere Menge an 

AREG und eine um etwa ein Viertel höhere Menge an Nectin-4 nachzuweisen.  
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Abbildung 3.6:  Cisplatin erhöht die ADAM17-abhängige AREG- und Nectin-4-Freisetzung 

in sensiblen BG-1-Zellen. 

(A) Cisplatin-sensible (BG-1) und resistente (BG-1-CisR) Zellen wurden mit 500.000 (BG-1) bzw. 
2 Millionen Zellen (BG-1-CisR) in 6-well-Platten ausgesät, mit dargestellten Cisplatin-
Konzentrationen behandelt und nach 48 h trypsiniert und geerntet. Überstände wurden mittels 
spezifischem Sandwich-ELISA auf Amphiregulin (AREG) getestet und die jeweiligen 
Konzentrationen anhand der OD berechnet. Normalisierung erfolgte auf die Proteinmenge. 
Statistische Signifikanz wurde mittels Ein-Weg-Varianz-Analyse ermittelt (p = 0,0002). (B) Analog 
zu (A) für Nectin-4 (p = 0,0338). P = Statistische Signifikanz, * (p < 0,05); *** (p < 0,001). 

Um weiterführend zu evaluieren, inwiefern ADAM17 für die beobachteten Effekte 

verantwortlich ist, wurde ein Experiment mit ADAM17-Inhibitoren und gleichzeitiger 

Cisplatin-Gabe durchgeführt. Zellen wurden in den entsprechenden Zellzahlen ausgesät und 

am darauffolgenden Tag mit den Metalloproteaseinhibitoren GI (spezifisch für ADAM10) 

und GW (spezifisch für ADAM10 und ADAM17) sowie der Kontrolllösung DMSO und 

zwei Stunden später mit aufsteigenden Konzentrationen Cisplatin (0 µM, 5 µM, 10 µM, 
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20 µM) behandelt. Nach 48 h wurden die Zellen trypsiniert, geerntet und deren Überstände 

mithilfe eines Sandwich-ELISA hinsichtlich der Substratkonzentrationen untersucht. 

Es zeigte sich bestätigend zu den vorherigen Ergebnissen, dass die Freisetzung in den mit 

DMSO behandelten BG-1-Zellen durch Cisplatin gesteigert werden konnte (Abbildung 3.7, 

A und B, schwarze Kurven), wenngleich der Effekt bei AREG deutlicher ausgeprägt war als 

bei Nectin-4. Die AREG-Konzentration bei der maximal eingesetzten Cisplatin-Menge war 

gegenüber dem Kontrollansatz um das 10-fache erhöht. Interessanterweise fand sich diese 

Induktion jedoch nicht bei den resistenten Zellen (Abbildung 3.7, C und D).  

Weiterhin konnten die Ergebnisse aus den vorangegangenen ADAM10/17-

Inhibitionsversuchen bestätigt werden. Bei Betrachtung der ADAM10-Inhibition mit GI 

(rote Kurve), fand sich für die Nectin-4-Werte in den BG-1-Zellen (Abbildung 3.7A) ein 

geringeres Konzentrationslevel verglichen mit der DMSO Kontrolle. Durch zusätzliche 

Inhibition von ADAM17 unter Einsatz von GW verstärkte sich dieser Effekt deutlich. 

Besonders in den hochkonzentrierten Cisplatin-Ansätzen mit 10 µM und 20 µM Cisplatin 

waren die inhibitorischen Effekte ausgeprägt zu beobachten. Im Gegensatz dazu wurden die 

Nectin-4-Level in den resistenten BG-1-CisR-Zellen mehr durch GI als durch GW reduziert. 

Etwa 80 % der Reduktion waren hierbei auf die Inhibition mit GI zurückzuführen, 20 % auf 

die Inhibition mit GW. Außerdem bewirkte eine Behandlung der resistenten Zellen mit 

Cisplatin keine Induktion der Nectin-4-Freisetzung und entsprechend keine Verstärkung der 

Inhibitor-Effekte durch GI oder GW wie es bei BG-1 zu sehen war.  

Bei AREG hingegen zeigte sich eine andere Gewichtung des Einflusses von GI und GW in 

Bezug auf das Shedding. In den sensiblen BG-1-Zellen war die Inhibition von ADAM10 

lediglich bei 10 µM mit einer leicht abfallenden AREG-Konzentration zu beobachten. Durch 

die Behandlung mit GW wurde das AREG-Shedding um etwa zwei Drittel reduziert. Die 

alleinige Inhibition von ADAM10 bewirkte keinen Effekt auf die AREG-Freisetzung, 

sondern nur die Kombination mit ADAM17. In den resistenten BG-1-CisR-Zellen 

verursachten GI und GW in ähnlichem Maße eine Verringerung der Konzentration.  

Ergänzend zum induzierten Shedding durch Cisplatin-Behandlung ließ der Vergleich der 

Nectin-4- und AREG-Konzentrationen ohne Zugabe von Cisplatin eine Aussage über das 

konstitutive Shedding in den Zellen zu. Es zeigte sich in allen Versuchsansätzen, dass die 

Inhibitoren GI und GW unabhängig von Cisplatin wirkten, wobei GW jeweils das Nectin-4- 

und AREG-Shedding stärker hemmte als GI. Ein deutlicher Unterschied ließ sich in Bezug 

auf die Einflussnahme von ADAM10 auf die Nectin-4-Freisetzung zwischen den BG-1- und 

BG-1-Cis-Zellen feststellen. Die Inhibition von ADAM10 verursachte in den resistenten 

Zellen eine deutlichere Reduktion der Nectin-4-Konzentration verglichen mit den sensiblen 

Zellen.  
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Abbildung 3.7:  ADAM17/ADAM10-abhängige Nectin-4-Freisetzung wird durch Cisplatin-

Behandlung    gesteigert. 

(A-B) BG-1-Zellen wurden mit 500.000 Zellen in 6-well-Platten ausgesät und am Folgetag mit 
steigenden Konzentrationen Cisplatin behandelt. Zusätzlich wurden die Inhibitoren GI und GW 
eingesetzt. DMSO fungierte als Kontrolle. 48 h später wurden die Zellen trypsiniert und geerntet. 
Die Überstände wurden mittels Sandwich-ELISA auf die Nectin-4- und AREG-Konzentrationen hin 
getestet. Zur Vergleichbarkeit von sechs unabhängig durchgeführten Experimenten wurde die 
Konzentration der Kontrollzellen auf eins normalisiert, sodass relative Werte angegeben sind. 
Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler aus biologischen (n = 3) und technischen (n = 2) 
Replikaten. Statistische Signifikanz wurde jeweils mittels Zwei-Weg-Varianz-Analyse berechnet. 
(C-D) Experiment, ELISA-Verfahren und statistische Auswertung analog zu (A-B) für 2 Millionen 
BG-1-CisR-Zellen. P = Statistische Signifikanz, * (p < 0,05); ** (p < 0,01); **** (p < 0,0001). 

Zusammengenommen belegen die gezeigten Daten, dass eine Cisplatin-Behandlung in den 

BG-1-Zellen die proteolytische Spaltung von Nectin-4 und AREG induzierte. Die Inhibition 

von ADAM17 und ADAM10 konnte die Freisetzung der beiden Substrate sowohl in den 

sensitiven als auch den resistenten Zellen effektiv senken. Demzufolge scheinen GI und GW 

resistenzunabhängig zu wirken, auch wenn sich zelllinienspezifische Unterschiede des 

konstitutiven Sheddings zeigten. Folglich sollte im nächsten Schritt geklärt werden, inwieweit 

dieser Effekt einen Einfluss auf das Zellüberleben ausübt.  
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3.4 Beeinflussung des Zellüberlebens durch funktionelle Inhibition 

von ADAM17 

Um die Frage zu beantworten, inwieweit sich eine Cisplatin-Behandlung und die Inhibition 

der Metalloprotease ADAM17 auf das Zellüberleben auswirken, wurde ein Multiplex Assay 

durchgeführt. Dieses Assay kombiniert die Quantifizierung lebender Zellen (Viability) und 

die Caspaseaktivität und kann somit differenziert Auskunft über die Auswirkung auf das 

Zellüberleben geben.  

Hierzu wurden die Zellen zunächst auf 6-well-Platten ausgesät und am Folgetag mit den 

Inhibitoren GI und GW sowie aufsteigenden Konzentrationen Cisplatin behandelt. Als 

Kontrolle diente DMSO. 48 h später wurden die Zellen trypsiniert, geerntet und direkt im 

Anschluss das Multiplex Assay durchgeführt.  
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Abbildung 3.8:  ADAM10/ADAM17 Inhibition steigert die zellapoptotische Wirkung von 

Cisplatin. 

(A-B) BG-1-Zellen wurden in 6-well-Platten ausgesät, am Folgetag mit GI, GW und DMSO 
(Kontrolle) sowie Cisplatin behandelt, 48 h später trypsiniert, geerntet und mittels kombiniertem 
Viability-Caspase Assay untersucht. Daten für Viability wurden auf die Kontrolle = 100 % und Daten 
der Caspaseaktivität auf RLU normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler aus 
biologischen Replikaten (n = 3). Statistische Signifikanzen wurden mittels Zwei-Weg-Varianz-
Analyse berechnet. (C-D) BG-1-CisR-Zellen wurden analog zu (A-B) behandelt. Sterne stellen 
signifikante Unterschiede der Multiplen Analysen von GW zur DMSO-Kontrolle dar. 
P = Statistische Signifikanz, ** (p < 0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001). 
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Durch Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in der BG-1-Zelllinie (Abbildung 3.8, 

A und B) ließ sich der zu erwartende antiproliferative Effekt des Cisplatins veranschaulichen. 

Wie im DMSO-Kontrollansatz (schwarze Kurve) zu erkennen war, nahm das Zellüberleben 

mit steigender Cisplatin-Konzentration ab. Der geringe Reverse-Effekt bei 1 µM Cisplatin ist 

ein häufig zu beobachtendes Phänomen. Es handelt sich dabei um einen leichten Anstieg der 

Proliferationsrate durch Zugabe geringer Cisplatin-Mengen. Dieser Effekt ließ sich in den 

Kurven der mit den Inhibitoren behandelten Ansätze (rot und blau) jedoch nicht 

nachweisen. Auch in den mit GI und GW behandelten Ansätzen nahm die Viability mit 

zunehmender Konzentration Cisplatin ab. In Anlehnung an die bislang gezeigten Daten 

erschien auch hier die Wirkung der kombinierten ADAM17/-10-Inhibition mittels GW 

wirkungsvoller als die alleinige Inhibition von ADAM10 (Multiple Analysen im Zwei-Weg-

ANOVA, p < 0,0001). Darüber hinaus ließen sich bereits Unterschiede ohne Cisplatin-

Behandlung für die Anzahl lebender Zellen beschreiben. Während die Inhibition von 

ADAM17 durch GW das Zellüberleben um etwa 30 % senkte, wies die alleinige Inhibition 

von ADAM10 keinen so großen Unterschied zur DMSO-Kontrolle auf. Inwiefern von 

einem differenziell konstitutiven Shedding in Abhängigkeit der ADAM17-Aktivität 

gesprochen werden kann, wird im Diskussionsteil näher erläutert (Abschnitt 4.157).  

Durch anschließende Messung der Caspaseaktivität konnte der inhibitorische Einfluss von 

GI und GW auf das Zellüberleben differenzierter dargestellt werden. Interessanterweise war 

im Gegensatz zur Viability kein Unterschied bezüglich der apoptotischen Wirkung durch 

ADAM17/-10-Inhibition in den Ansätzen ohne Cisplatin-Behandlung zu verzeichnen. Erst 

die Kombinationsbehandlung mit Cisplatin induzierte Apoptose. Auch hier wurde ein 

stärkerer Effekt durch Zugabe von GW nachgewiesen, der in allen Konzentrationen (1 µM, 

5 µM, 10 µM, 20 µM) zu den DMSO- und GI-Werten um das etwa 2-fache erhöht war.  

Interessanterweise bewirkte eine Inhibition von ADAM17/-10 selbst in den Cisplatin-

resistenten Zellen eine Reduktion der Viability um etwa 10-20 % (p < 0,0001) im Vergleich 

zur alleinigen Inhibition von ADAM10. Diese Beobachtung wurde durch das Caspase Assay 

bestätigt, in welchem GW die Caspaseaktivität um etwa zwei Drittel steigerte (p < 0,0004) 

(Abbildung 3.8 D). Diese Tendenz war sowohl mit als auch ohne Cisplatin-Behandlung zu 

detektieren.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Cisplatin-sensitiven BG-1-Zellen mithilfe der 

ADAM17-Inhibition auf Cisplatin sensitiviert wurden. In der resistenten Zelllinie erzielte 

schon der alleinige Einsatz von GW einen zunehmend apopototischen Effekt. Ein 

abschließender Vergleich der Multiplex Analyse zu den vorher gezeigten ELISA-Daten 

ergab, dass bei induzierbarer Caspaseaktivität durch Cisplatin in den sensitiven BG-1-Zellen 

auch die Konzentrationen der ADAM10/17-Substrate in der DMSO-Kontrolle anstiegen. 

Im Nectin-4-ELISA wurde durch 20 µM Cisplatin-Zugabe eine Steigerung um 40 % im 

Vergleich zum unbehandelten Ansatz und im AREG-ELISA sogar eine 10-fache Steigerung 

gemessen. Dagegen war kein zusätzlicher Anstieg der Substratkonzentrationen in den 

resistenten Zellen erkennbar.  
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Folglich stellte sich die Frage, ob eine Messung von Nectin-4 oder AREG einen 

diagnostischen Hinweis auf den Resistenzstatus oder Rückschlüsse auf einen 

Behandlungseffekt von Karzinomzellen geben kann.  

3.5 Nectin-4 in Seren von Ovarialkarzinom-Patientinnen 

Bislang existiert für die Entität des Ovarialkarzinoms weder ein spezifischer prognostischer 

noch prädiktiver Tumormarker, da der einzige etablierte Marker Ca-125 nicht ausreichend 

sensitiv ist. Wie kürzlich gezeigt wurde, wird Nectin-4 im Tumorgewebe vermehrt exprimiert 

und ist im Serum von Patientinnen nachweisbar, sodass sich ein vielversprechender Ansatz 

für einen neuen Tumormarker ergibt. Um in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse aus den 

Zellkulturversuchen translational nutzbar zu machen, war es daher erforderlich, ein 

geeignetes Patientenkollektiv zusammenzustellen, anhand dessen in einer perioperativen 

sowie einer Verlaufsgruppe prognostische und prädiktive Eigenschaften untersucht werden 

konnten. 

3.5.1 Zusammenstellung der perioperativen Patienten-Kohorte 

Auf Grundlage dieses Ansatzes wurden Blutproben von 139 Ovarialkarzinom-Patientinnen 

intraoperativ entnommen. Dem in Abschnitt 2.2.1 beschriebenen SOP-Protokoll 

entsprechend wurden die Proben aufgearbeitet und asserviert (Ethikantrag AZ: B327 / 10). 

Zusätzlich wurden klinische Parameter der Krankengeschichte definiert und erhoben. Die 

Erhebung des Follow-Ups umfasste Geburtsdatum, Alter bei Erstdiagnose, OP-Datum, ggf. 

Rezidiv- und Sterbedatum, die Dauer des progressionsfreien Überlebens (PFI) sowie das 

Gesamtüberleben (OS), FIGO-Stadium, Histologie des Tumorgewebes, Grading des Tumors, 

Ansprechen auf eine platinhaltige Chemotherapie, den präoperativen Ca-125-Wert und den 

postoperativen makroskopischen Resektionsgrad der Tumormasse. 
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Tabelle 3.1:  Quantitative Zuordnung der klinischen Parameter aus der perioperativen 
Ovarialkarzinom-Kohorte mit 139 Patientinnen.  

Dargestellt sind: Histologie des Tumorgewebes, Grading des Tumors, FIGO-Stadium, postoperativer 
makroskopischer Resektionsgrad der Tumormasse, Auftreten eines Rezidivs und das Ansprechen auf 
platinhaltige Chemotherapie. 

3.5.2 Nectin-4 ist in Seren von Ovarialkarzinom-Patientinnen detektierbar 

Die frühe Diagnosestellung eines Karzinoms trägt maßgeblich zur Prognose einer 

Tumorerkrankung bei und erfordert den Einsatz geeigneter Screening- und Diagnostik-

Verfahren. Vor diesem Hintergrund ist es von entscheidender Bedeutung, dass die 

eingesetzten Untersuchungsmethoden objektivierbar, reproduzierbar, möglichst spezifisch 

und sensitiv sowie im klinischen Alltag einfach durchzuführen sind. Der Nachweis von 

Biomarkern im Blut stellt ein geeignetes und wenig invasives Verfahren dar, das aufgrund 

der Routineabnahmen vor operativen Eingriffen und der Gabe von Chemotherapeutika eine 

etablierte und schnelle Untersuchungsmethode ist.  

Mit der Zielsetzung, Nectin-4 als prognostischen Tumormarker zu etablieren und als 

prädiktiven Marker für das Ansprechen einer platinhaltigen Chemotherapie zu validieren, 

musste Nectin-4 zunächst im Blutserum nachgewiesen werden. Dies gelang mittels Analyse 

im Sandwich-ELISA (Abschnitt 2.1.9). Nach standardisierter Aufarbeitung der Blutproben 

entsprechend des SOP-Protokolls (2.2.1) wurden die Seren in einem Verhältnis von 1:20 

verdünnt, um ein optimales Auftragungsverhältnis zu erreichen. Es zeigten sich differentielle 

Mengen der Nectin-4-Level in den Seren von an Ovarialkarzinom erkrankten Patientinnen.  

 

Klinischer Parameter Ausprägung    

Histologie 
serös endometrioid klarzellig muzinös 

105 17 8 4 

Grading 
low high   

29 97   

FIGO 
I II III IV 

21 6 84 27 

Postoperativer Tumorrest 
R0 R1   

73 63   

Rezidiv 
ja nein   

85 44   

Ansprechen Chemotherapie 

sensibel partiell-

sensibel 

resistent  

82 14 25  
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Abbildung 3.9:  Exemplarische Auswahl der Nectin-4-Konzentrationen in Seren von 
Ovarialkarzinom-Patientinnen. 

Blutproben von Ovarialkarzinom-Patientinnen wurden perioperativ entnommen, aufgearbeitet und 
die Seren in einem Verdünnungsverhältnis von 1:20 mittels ELISA hinsichtlich ihres Nectin-4-
Gehalts untersucht. Dargestellt sind 30 von 139 getesteten Proben (N-71–N-100). Gezeigt sind 
Mittelwerte + Standardabweichung aus technischen Duplikaten. 

Inwiefern die unterschiedlich hohen Nectin-4-Serumspiegel mit den in Abschnitt 3.5.1 

erhobenen Parametern in Zusammenhang stehen, sollten weiterführende Untersuchungen 

zeigen. Dazu wurden die Parameter in numerische Werte umgewandelt, statistisch 

aufgearbeitet und mit den dazugehörigen Nectin-4-Konzentrationen der perioperativ 

entnommenen Seren korreliert. Der Mittelwert über alle Patientinnen lag bei einer Nectin-4-

Konzentration von 696,91 pg/ml. Der Median der Patienten-Kohorte betrug 135,00 pg/ml.  

3.5.3 Nectin-4 ist im Serum von Ovarialkarzinom-Patientinnen im Vergleich zum 

Serum von altersgematchten Kontroll-Patientinnen erhöht 

Zur Verifizierung des Zusammenhangs zwischen den Nectin-4-Konzentrationen und der 

Erkrankung eines Ovarialkarzinoms wurden die Ergebnisse aus der Patienten-Kohorte einer 

altersgematchten Kontroll-Kohorte von 100 Ovarialkarzinom-negativen Spenderinnen 

gegenübergestellt. Um das methodische Problem des Confoundings bestmöglich zu 

kontrollieren, erfolgte die Zusammenstellung der Negativ-Kohorte populations-

repräsentativ. Eingeschlossen wurden gesunde Probandinnen in einem Alter von 50 bis 

70 Jahren. Zudem wurde der Einfluss des Alters als möglicher Confounder ausgeschlossen. 

Darüber hinaus kamen ausschließlich Probandinnen für die Negativ-Kohorte in Betracht, 

die hinsichtlich ADAM17-assoziierter Erkrankungen negativ waren. Insbesondere 

entzündliche und autoimmune Krankheitsgeschehen wie Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, 

Psoriasis oder Rheumatoide Arthritis, aber auch Tumorerkrankungen wie das 
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Mammakarzinom wurden ausgeschlossen. Die Kohorte wurde von der P2N Biodatenbank 

in Kiel zur Verfügung gestellt.  

In der Gruppe der Ovarialkarzinom-Patientinnen zeigte sich eine signifikant höhere Nectin-

4-Serumkonzentration im Vergleich zur Kontroll-Kohorte (Mann-Whitney-Test, 

p < 0,0001). Der arithmetische Mittelwert der Kontrollgruppe war mit 556,4 pg/ml deutlich 

niedriger als der Mittelwert der Patientengruppe mit 696,9 pg/ml. 
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Abbildung 3.10:  Erhöhter Nectin-4-Gehalt im Serum von Patientinnen mit Ovarialkarzinom 

im Vergleich zum Serum gesunder Frauen. 

Gegenübergestellt wurden Nectin-4-Konzentrationen aus Seren von 139 Ovarialkarzinom-
Patientinnen den Konzentrationen einer altersgematchten Kontroll-Kohorte von 100 Spenderinnen. 
Statistische Signifikanz wurde mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U-Test bestimmt 
(**** p < 0,0001). Mittelwerte: Kontrollgruppe 556,4 pg/ml, Patientengruppe 696,9 pg/ml. Punkte 
und Dreiecke stellen Ausreißer dar. Ktrl, Kontroll-Kohorte; OvCa, Ovarialkarzinom-Patientinnen; 
n, Anzahl der Patientinnen. 

Um eine Aussage hinsichtlich der Güte von Nectin-4 als diagnostischer Tumormarker 

treffen zu können, wurde eine Analyse mittels Receiver Operating Characteristic (ROC) 

durchgeführt. Indem die Anzahl korrekt positiv ermittelter Patientinnen an der Gesamtheit 

(Sensitivität) der Anzahl korrekt negativ ermittelter Patientinnen an der Gesamtheit 

(1-Spezifität) gegenüber aufgetragen wurde, konnten Wahrscheinlichkeitsaussagen 

hinsichtlich der Gruppendifferenzierung von Erkrankten gegenüber Gesunden getroffen 

werden. Die diagnostische Qualität von Nectin-4 wurde bei einer Konzentration von 

2,672 pg/ml als am höchsten ermittelt und konnte für diesen Trennwert mit einer Sensitivität 

von 83,6 % und einer Spezifität von 75,0 % angegeben werden. Zur Einschätzung der 

Validität und Klassifizierungsfähigkeit als Biomarker diente die Berechnung der Fläche unter 

der Kurve (AUC). Eine maximale AUC von 1,0 würde für eine optimale 

Vorhersagewahrscheinlichkeit von 100 % sprechen. Im vorliegenden Fall betrug dieser Wert 

für Nectin-4 0,728.  
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Abbildung 3.11:  Grenzwertoptimierung (ROC-Kurve) zur Eruierung eines geeigneten Cut-

Off-Wertes für Nectin-4 als diagnostischer Marker. 

Der optimale Cut-Off-Wert für die Nectin-4-Konzentration wurde mittels maximalen Youden-Index 
für eine Konzentration von 2,672 pg/ml berechnet. Bei einer Spezifität von 75,0 % und einer 
Sensitivität von 83,6 % wurde ein signifikanter Unterschied zur Zufallsbasis erreicht. Das 
Flächenmaß wurde über Integralberechnung (AUC) mit 0,728 bestimmt. 

3.5.4 Evaluierung von Nectin-4 als prognostischer Marker des Ovarialkarzinoms 

Die bisher gezeigten Daten belegen, dass Nectin-4 eng im Zusammenhang mit dem 

Auftreten eines Ovarialkarzinoms steht, wenngleich die genaue Bedeutung noch 

unzureichend geklärt ist. Im Weiteren soll daher evaluiert werden, ob Nectin-4 mit 

prognostischen Faktoren wie dem Tumorstadium oder der histologischen Differenzierung 

korreliert.  

 

Korrelation von Nectin-4 mit dem Tumorstadium 

Das intraoperativ bestimmte Tumorstadium anhand der FIGO-Klassifikation von FIGO I 

bis IV ist nicht nur richtungsweisend für die Therapieplanung, sondern auch ein wichtiger 

prognostischer Hinweis bezüglich des Überlebens einer Patientin. Um den Zusammenhang 

mit Nectin-4 differenzierter zu eruieren, wurden die jeweiligen FIGO-Stadien zu den 

perioperativ erhobenen Nectin-4-Konzentrationen korreliert und statistisch ausgewertet. 

Der direkte Vergleich aller vier Stadien gab in multivarianten Analysen Hinweise darauf, dass 

interessanterweise nicht hohe, sondern niedrige FIGO-Stadien mit erhöhten 

Konzentrationen von Nectin-4 einhergehen. Um diese Beobachtung auf der Basis der 

prognostischen Aussagekraft näher zu verifizieren, wurden die günstigeren Frühstadien I und 

II (27 Fälle) zusammengefasst und mit den Endstadien III und IV (111 Fälle) verglichen. Mit 

dieser Analyse zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen, wobei die 

Nectin-4-Konzentrationen im arithmetischen Mittel in den Frühstadien um mehr als das 

3-fache höher lagen als in den Spätstadien.  
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Abbildung 3.12: Höhere Konzentrationen von Nectin-4 in früheren FIGO-Stadien.  

(A) Gegenüberstellung der Nectin-4-Konzentrationen einzelner FIGO-Stadien von FIGO I bis IV. 
Statistische Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test (p = 0,0162) und multiple Analysen mittels 
Dunn’s Test berechnet (FIGO I vs. FIGO IV; * p = 0,0384). (B) Gruppierter Vergleich der Früh- 
und Spätstadien FIGO I/II gegenüber FIGO III/IV zeigte höhere Nectin4-Konzentrationen für die 
Frühstadien. Statistische Signifikanz wurde mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U-Test 
bestimmt (* p = 0,0289). Mittelwerte: FIGO I/II 1595 pg/ml, FIGO III/IV 483,8 pg/ml. Punkte 
und Dreiecke stellen Ausreißer dar.  

Die Ergebnisse können als analog zu den bereits in unserer Arbeitsgruppe erhobenen Daten 

bezüglich ADAM17 betrachtet werden. Auch im Fall von ADAM17 fanden sich erhöhte 

Konzentrationen in niedrigeren FIGO-Stadien. Dies lässt die Vermutung zu, dass ADAM17 

nicht nur als möglicher Marker des Tumorprogresses fungieren könnte, sondern auch 

Nectin-4 aufgrund korrelierenden Verhaltens und als dessen Substrat eine funktionelle 

Bedeutung aufzuweisen scheint.  

 

Um zu überprüfen, inwieweit Nectin-4 auf Grundlage dieser Ergebnisse zur Unterscheidung 

der FIGO-Stadien als möglicher Differnzierungsparameter einsetzbar ist, wurde auch hier 

eine ROC-Analyse zur Ermittlung eines geeigneten Cut-Off-Wertes durchgeführt. Aus der 

Grenzwertoptimierungskurve ging unter Berechnung des Youden-Index hervor, dass bei 

einer Konzentration von 340,4 pg/ml der optimale Bereich zur Trennung zwischen frühen 

und späten Tumorstadien ermittelbar ist. Unter diesen Bedingungen weist der Marker eine 

Sensitivität von 83,8 %, jedoch nur eine Spezifität von 40,7 % auf. Die Fläche unter der 

Kurve als Kriterium für die Modellgüte wurde mit 0,635 ermittelt und lag folglich oberhalb 

der Grenze, die einen chancengleichen Zufall postulieren würde (Abbildung 3.13: rote Linie, 

AUC = 0,5). 
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Abbildung 3.13:  Grenzwertoptimierung (ROC-Kurve) zur Analyse von Nectin-4 als 

prädiktiver Marker für das Tumorstadium. 

Der optimale Cut-Off-Wert für die Nectin-4-Konzentration wurde mittels maximalen Youden-Index 
für eine Konzentration von 340,4 pg/ml berechnet. Bei einer Spezifität von 40,7 % und einer 
Sensitivität von 83,8 % wurde ein signifikanter Unterschied erreicht. Das Flächenmaß wurde über 
Integralberechnung (AUC) mit 0,635 bestimmt. 

Die bis dato erhobenen Daten gaben insofern einen Hinweis auf die Verwendbarkeit von 

Nectin-4 als Prognosemarker, als dass die ermittelten Konzentrationen eng mit 

prognostischen Faktoren in Zusammenhang stehen. Somit galt es im nächsten Schritt zu 

überprüfen, ob die erhobenen Überlebenszeitdaten aus der perioperativen Kohorte einen 

Bezug zu den gemessenen Nectin-4-Spiegeln erkennen lassen. Für diese Untersuchungen 

wurden Kaplan-Meier-Kurven zur Schätzung des Überlebens erstellt und ausgehend vom 

Diagnosezeitpunkt das Gesamtüberleben (Overall Survival, OS) sowie das progressionsfreie 

Überleben (Progression-free Survival, PFS) bis zum Auftreten eines Rezidivs oder des 

Todeszeitpunktes untersucht. Aus den Datenpunkten wurde der Median bestimmt, anhand 

dessen jeweils eine Unterteilung zu Ober- und Untermedian erfolgte. Für beide Gruppen 

wurde das prozentuale Überleben der Zeit gegenüber aufgetragen. Da die Anzahl der 

eingeschlossenen Patientinnen für OS und PFS zum gesetzten Zensusdatum differiert, 

unterscheiden sich entsprechend auch die Mediane der Nectin-4-Konzentrationen. Weder 

für das Gesamtüberleben noch für das progressionsfreie Intervall konnte eine statistische 

Signifikanz ermittelt werden (OS: p = 0,6242, PFS: p = 0,0799). Spannenderweise ließ sich 

beim PFS aber eine eindeutige Tendenz erkennen, die bei höheren Nectin-4-Leveln 

(Obermedian > 136 pg/ml) mit einem längeren progressionsfreien Intervall einherging und 

somit als prognostisch günstiger einzustufen ist. An dieser Stelle seien jedoch die geringen 

Fallzahlen und Ereignisse zu bedenken.  
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Abbildung 3.14:  Überlebenszeitanalysen zur Darstellung von Gesamtüberleben und 

progressionsfreiem Intervall ab Erstdiagnose. 

(A) Kaplan-Meier-Kurve für das Gesamtüberleben (OS). Obermedian: Nectin-4-Konzentration 
> 205pg/ml, Untermedian: Nectin-4-Konzentration < 205pg/ml. P = 0,6242. (B) Kaplan-Meier-
Kurve für das progressionsfreie Intervall (PFS). Obermedian: Nectin-4-Konzentration > 136pg/ml, 
Untermedian: Nectin-4-Konzentration < 136pg/ml. P = 0,0799. 

Korrelation von Nectin-4 mit dem Resektionsgrad 

Neben der Tumorausdehnung als stärkster unabhängiger Prognoseparameter kommt dem 

postoperativen Resektionsgrad eine tragende Rolle zu. Sofern das Ziel der makroskopischen 

Tumorfreiheit realisierbar ist, kann dies entscheidend zur Prognoseverbesserung 

insbesondere höhergradiger Tumorstadien beitragen. In einem solchen Falle geht das Outcome 

einer Patientin statistisch mit einem längeren progressionsfreien Überleben einher. Dem 

Ansatz folgend wurde Nectin-4 auf Tumormassenabhängigkeit hin untersucht, indem die 

gemessenen Level mit den postoperativen Resektionsgraden R0 (makroskopisch tumorfrei) 

bzw. R1 (makroskopischer Tumorrest vorhanden) korreliert wurden. Der Vergleich zeigte, 

dass eine postoperative Tumorfreiheit mit einer signifikant höheren Nectin-4-Konzentration 

im Serum einherging als eine postoperative R1-Situation (Mann-Whitney-Test, p = 0,0005).  
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Abbildung 3.15:   Höherer Nectin-4-Gehalt in R0-resizierten Patientinnen im Vergleich zu 
R1-Resizierten. 

Die Gegenüberstellung von makroskopisch tumorfreien zu makroskopisch nicht tumorfreien 
Patientinnen zeigte ein signifikant höheres Nectin-4-Level für die R0-Resektion. Statistische 
Signifikanz wurde mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U-Test bestimmt (*** p = 0,0005). 
Mittelwerte: R0 1023 pg/ml, R1 348,3 pg/ml. Punkte und Dreiecke stellen Ausreißer dar. R0, 
postoperativ makroskopische Tumorfreiheit; R1, postoperativ keine makroskopische Tumorfreiheit. 

 

Korrelation von Nectin-4 mit der Graduierung 

Angesichts der hinzugewonnenen Kenntnisse zu molekularpathologischen Grundlagen der 

Tumorbiologie änderte sich in den letzten Jahren das Verständnis der Graduierung und 

histologischen Differenzierung des Ovarialkarzinoms. Die zuvor angenommene 

Dedifferenzierung als Ausdruck der Tumormorphologie, die in einer dreistufigen Grading-

Rangfolge von G1 bis G3 (gut bis schlecht differenziertes Tumorgewebe) unterteilt wurde, 

wurde betreffend der serösen Karzinome mittlerweile aktualisiert und in den Leitlinien durch 

low-grade und high-grade Tumore im Sinne unterschiedlicher Tumorentitäten ersetzt. 

Nichtsdestotrotz bleibt der Stellenwert des Differenzierungsgrades für Therapie und 

Prognose entscheidend und sollte daher Einzug in die Analysereihe von Nectin-4-

Korrelationen halten. Angepasst an die S3-Leitlinie zu Malignen Ovarialtumoren (Version 

4.01, Stand November 2019) wurden länger zurückliegende Patientendaten, die noch den 

Differenzierungsgraden G1, G2 und G3 entsprochen haben, der neuen Klassifizierung von 

low-grade und high-grade zugeordnet. Hierbei wurden G1 und G2 als low und G3 als high 

definiert. Die statistische Gegenüberstellung der beiden Gruppen mittels Mann-Whitney-

U-Test zeigte keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,7712). Dennoch war eine Tendenz 

dahingehend sichtbar, dass high-grade Tumore mit einem niedrigeren Nectin-4-Spiegel 

assoziiert waren. Dies lässt sich in Einklang mit den FIGO-Ergebnissen bringen.  
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Abbildung 3.16:  Nectin-4-Konzentrationen sind unabhängig von der Graduierung. 

Eine Korrelation von low- oder high-grade Ovarialkarzinomen mit der Nectin-4-Konzentration im 
Patientenserum konnte mittels Mann-Whitney-U-Test nicht nachgewiesen werden. Signifikanzmaß 
angegeben mit einem p-Wert = 0,7712. Mittelwerte: low-grade 838,6 pg/ml, high-grade 655,0 pg/ml. 
Punkte und Dreiecke stellen Ausreißer dar.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass dem Nachweis von Nectin-4 kein besonderer 

Stellenwert bei der Unterscheidung des Differenzierungsgrades eines Ovarialkarzinoms 

zugesprochen werden kann. Die Relevanz als potenzieller Aggressionsmarker konnte somit 

ausgeschlossen werden und rückte die Bedeutung von Nectin-4 als Marker des 

Tumorfortschrittes oder -progresses weiter in den Fokus.  

 

Korrelation von Nectin-4 mit den histologischen Subtypen 

Die histologische Unterteilung des Ovarialkarzinoms geschieht auf der Grundlage, dass 

entartete Zellen fast ausschließlich aus dem ovariellen Epithel hervorgehen. Innerhalb dieser 

epithelialen Entitäten wird zwischen serösen, endometrioiden, klarzelligen und muzinösen 

Subtypen unterschieden. Richtungsweisend kann die Klassifizierung sowohl in Bezug auf das 

Outcome als auch auf das Therapieansprechen sein, sodass im Folgenden eine Korrelation zu 

diesen Subgruppen durchgeführt wurde. Nach multivarianter Analyse zeigte sich im Kruskal-

Wallis-Test ein signifikanter Unterschied (p = 0,0419) zwischen den vier Subgruppen. Da 

sich die Kohorte aufgrund der epidemiologischen Auftrittswahrscheinlichkeit sehr heterogen 

darstellte, wurde anschließend ein direkter Vergleich der zwei häufigsten Subtypen 

angeschlossen. Die Gegenüberstellung der serösen und endometrioiden Fälle zeigte einen 

signifikanten Unterschied (Mann-Whitney-Test, p = 0,109), wobei die Nectin-4-

Konzentrationen für den serösen Typ im Mittel (Mittelwert: 519 pg/ml) deutlich niedriger 

lagen als für den endometrioiden Typ (Mittelwert: 1399 pg/ml). In Anbetracht der Tatsache, 

dass endometrioide Karzinome in früheren Stadien diagnostiziert werden, seltener sensibel 

auf platinhaltige Chemotherapie ansprechen und mit einer besseren Prognose als seröse 
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Karzinome assoziiert sind, erschien die höhere Tendenz an Nectin-4 im Kontext der bislang 

erhobenen Analysen plausibel. Schlussfolgernd muss jedoch bedacht werden, dass in der 

endometrioden Kohorte die niedrigen FIGO-Stadien überrepräsentiert sind. 
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Abbildung 3.17:  Signifikanter Unterschied der Nectin-4-Konzentrationen zwischen den 

histologischen Subtypen des Ovarialkarzinoms. 

Gegenüberstellung histologischer Subtypen des epithelialen Ovarialkarzinoms: serös, endometrioid, 
klarzellig und muzinös. Statistische Signifikanz wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt 
(p = 0,0419). Ein Vergleich der zwei häufigsten Subtypen (serös und endometrioid) zeigte eine 
statistische Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test (*p = 0,0109). Mittelwerte: serös 519 pg/ml, 
endometrioid 1399 pg/ml, klarzellig 1242 pg/ml, muzinös 118 pg/ml. Punkte und Dreiecke stellen 
Ausreißer dar.  

 

Korrelation von Nectin-4 mit dem Ansprechen auf platinhaltige Chemotherapie 

Einer der wesentlich limitierenden Faktoren im Bereich der systemischen Ovarialkarzinom-

Therapie ist die Resistenz gegenüber platinhaltigen Substanzen. Sie ist neben weiteren 

Aspekten wie Alter und Allgemeinzustand mitentscheidend dafür, ob eine Patientin nach 

kurativen oder palliativen Gesichtspunkten behandelt wird. Die Definition des 

Rezidivgeschehens wurde lange Zeit ausschließlich anhand des platinfreien Intervalls von 

6 bis 12 Monaten gestellt, wird der klinischen Vorstellung einer adäquaten 

Rezidivbehandlung jedoch nicht gerecht. Dennoch ist die Einteilung zur retrospektiven 

Vergleichbarkeit von Daten sinnvoll und wurde im Vorliegenden verwendet: als Platin-

sensitiv wurden alldiejenigen Patientinnen definiert, die primär auf eine platinhaltige 

Erstlinientherapie ansprachen und frühestens 12 Monate nach Abschluss der Therapie ein 

Rezidiv aufwiesen. Partiell Platin-sensitive Patientinnen zeigten zwischen 6 und 12 Monaten 

ein Rezidiv. Trat ein Rezidiv innerhalb der ersten 6 Monate nach Abschluss einer 

platinhaltigen Chemotherapie auf, wurde es als Platin-resistent bezeichnet. Bei der darin 

enthaltenen Subgruppe des Platin-refraktären Rezidivs sprach die Erkrankung entweder 
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initial nicht auf die Chemotherapie an oder war innerhalb von 4 Wochen nach Ende der 

Therapie progredient. Darüber hinaus wurden in der untersuchten Patienten-Kohorte Fälle 

eingeschlossen, in denen keine platinhaltige Chemotherapie erfolgte.  

In der Gegenüberstellung der vier genannten Gruppen konnte gezeigt werden, dass die 

gemittelten Nectin-4-Konzentrationen mit auftretender Platin-Resistenz stiegen 

(Mittelwerte: sensibel 605 pg/ml, partiell sensibel 706 pg/ml, resistent 763 pg/ml, keine 

erhalten 1982 pg/ml). Eine statistische Signifikanz wurde jedoch nicht festgestellt.  
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Abbildung 3.18:  Darstellung der Nectin-4-Konzentrationen in Bezug auf das Ansprechen 
einer platinhaltigen Chemotherapie.  

Gegenüberstellung der vier Gruppen: Platin-sensibel, partiell Platin-sensibel, Platin-resistent und 
Patientinnen ohne Erhalt einer Chemotherapie. Statistische Testung mittels Kruskal-Wallis-Test 
ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,1967). Punkte und Dreiecke stellen Ausreißer dar.  

Im Kontext betrachtet wird deutlich, dass eine Assoziation zwischen hohen Nectin-4-Leveln 

und prognostisch günstigen Parametern besteht. Frühe FIGO-Stadien, postoperative 

Tumorfreiheit sowie ein guter Differenzierungsgrad korrelieren mit hohen Nectin-4-

Serumkonzentrationen. Für den Resistenzstatus konnte kein solcher Zusammenhang 

beobachtet werden. Die daraus generierte Hypothese, dass Nectin-4 einen möglichen 

Frühmarker darstellen könnte, sollte im Folgenden näher beleuchtet werden. 
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Korrelationen von Nectin-4 zu Ca-125 und ADAM17 

Ein in der Klinik für mehrere Entitäten eingesetzter Tumormarker ist das Ca-125. Zur 

alleinigen Diagnosestellung eines Ovarialkarzinoms ist er aufgrund eingeschränkter 

Sensitivität sowie Spezifität zwar nicht einsetzbar, die Funktion als Verlaufsparameter in der 

Rezidivtherapie ist jedoch essenziell. Da jeder neu einzuführende Biomarker mit dem am 

zuverlässigsten bisher etablierten Marker verglichen werden sollte, wurden 

Korrelationsanalysen zu Nectin-4 erstellt. Durch einen Vergleich zu ADAM17 sollten 

darüber hinaus mögliche Zusammenhänge in Bezug auf Gleich- oder Gegensinnigkeit 

aufgedeckt werden. Die durchgeführten Spearman-Korrelationen konnten in beiden Fällen 

keinen signifikanten Zusammenhang nachweisen, sodass sich der Nectin-4-Gehalt als 

unabhängig von den Ca-125- und ADAM17-Serumkonzentrationen beschreiben ließ. 
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Abbildung 3.19:  Der Nectin-4-Gehalt korreliert nicht mit der Ca-125- oder ADAM17-

Konzentration. 

(A) Korrelation von Nectin-4 und Ca-125 nach Spearman. Der Korrelationskoeffizient zeigte einen 
schwachen6 negativen Zusammenhang mit r = -0,1669, jedoch keine statistische Signifikanz 
(p = 0,0685). (B) Korrelation von Nectin-4 und ADAM17 nach Spearman. Der 
Korrelationskoeffizient mit r = 0,1540 zeigte keinen signifikanten Zusammenhang (p = 0,1034). 

 

Mit dem Ziel, einen Frühmarker zu etablieren, ist die gleichzeitige Bestimmung mehrerer 

Biomarker von Bedeutung, um Sensitivität und Spezifität des bisher etablierten Markers zu 

erhöhen. Im Hinblick darauf galt es zu prüfen, ob eine Kombination von Nectin-4 mit dem 

Ca-125 eine sinnvolle Ergänzung zur Erhöhung der Vorhersagefähigkeit sein könnte. Eine 

zuvor durchgeführte Analyse zur Qualität des Ca-125 anhand des Patientenkollektivs wurde 

mittels ROC-Kurve dargestellt und ergab eine AUC von 0,874. Sensitivität und Spezifität 

wurden mittels maximalen Youden-Index (Cut-Off Ca-125 = 12,44 pg/ml) für 87,6 % und 

78,0 % errechnet. Im Vergleich dazu konnte für Nectin-4 eine Fläche unter der Kurve von 

0,728 ermittelt werden (siehe Abbildung 3.11). Zur Prüfung einer Kombination musste 

zunächst eine logistische Regression erfolgen, die im Anschluss eine ROC-Analyse möglich 

machte. Die damit erzielten Steigerungen der AUC auf 0,878 sowie der Sensitivität auf 

88,4 % fiel so gering aus, dass eine Kombination nicht ausreichend für eine sinnvolle 

Markerkombination ist.  
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Abbildung 3.20:  Receiver operating characteristic (ROC) Kurven für Ca-125, Nectin-4 und 

deren Kombination.  

ROC-Kurven für Ca-125 allein (dunkelblau), Nectin-4 allein (hellblau) und Ca-125 mit Nectin-4 
kombiniert (rot). Fläche unter der ROC Kurve (AUC) für Ca-125 = 0,874, für Nectin-4 = 0,728 und 
für Ca-125 + Nectin-4 = 0,878. Es wurde ein signifikanter Unterschied zwischen Nectin-4 und der 
Kombination aus Ca-125 und Nectin-4 errechnet (p < 0,0001). 

3.6 Nectin-4 im Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen 

Es ist bekannt, dass die lösliche Form von Nectin-4 in Aszitesflüssigkeit nachweisbar ist und 

mit den im Serum vorkommenden Mengen korreliert. Um diese Beobachtung auf unsere 

Kohorte übertragen zu können, wurden zu den perioperativ entnommenen Blutproben auch 

Aszitesproben von neun Frauen mit serösem Ovarialkarzinom gesammelt. Blut- und 

Aszitesproben wurden dem Standardprotokoll entsprechend aufgearbeitet und gelagert. Zur 

Detektion des lösliches Nectin-4 im Aszites, wurden die Proben mittels ELISA getestet.  

In allen Ovarialkarzinom zugehörigen Aszitesproben wurde Nectin-4 detektiert 

(Mittelwert = 1066 pg/ml; Spannweite von 308 pg/ml bis 3554 pg/ml). Jede der Proben 

wurde zu den korrespondierenden Blutproben der Patientinnen in Vergleich gesetzt. 

Generell wurden in allen Aszitesproben bis auf ein Probenpaar (ASC-113) höhere Nectin-4-

Level als in den korrespondieren Seren gemessen.  
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Abbildung 3.21: Vergleich der Nectin-4-Konzentrationen in korrespondierendem Serum 
und Aszites von serösen Ovarialkarzinomen. 

Verhältnis der Nectin-4-Konzentrationen in korrespondierendem Serum und Aszites von neun 
Patientinnen (ASC-86 – ASC-131) mit serösem Ovarialkarzinom. Proben wurden in 1:20 
Verdünnungen mittels Sandwich-ELISA auf die optische Dichte (OD) hin untersucht und 
anschließend die Nectin-4-Konzentrationen berechnet. Gezeigt sind Mittelwerte aus technischen 
Duplikaten der Patientinnen (n=9). Statistische Signifikanz zwischen Blutproben und Aszites wurde 
nach Prüfung auf Normalverteilung mithilfe des Wilcoxon-Tests berechnet (**p = 0,0094).  

3.7 Nectin-4 im Therapieverlauf 

3.7.1 Zusammenstellung der Verlaufsseren-Kohorte 

Prädiktive Tumormarker ermöglichen eine Aussage über das Ansprechen auf eine Therapie. 

Wie am Beispiel von Ca-125 ersichtlich ist, verändern sich Vorhandensein und 

Nachweisbarkeit eines Markers im zeitlichen Verlauf und in Abhängigkeit des 

Therapieerfolges bzw. der Tumormasse. Ziel ist es, die Nectin-4-Konzentrationen mit dem 

Ansprechen platinhaltiger Chemotherapie zeitnah zu beurteilen, sodass wirkungslose 

Therapien vor dem Hintergrund starker Nebenwirkungen rechtzeitig beendet werden.  

Um zu untersuchen, inwieweit das frühzeitige Ansprechen der chemotherapeutischen 

Behandlung mit den Nectin-4-Proteinkonzentrationen korrelierte, wurde eine Kohorte von 

Patientinnen zusammengestellt, denen unmittelbar vor Operation sowie anschließend zu den 

Chemotherapiezyklen Blut abgenommen wurde. Die Kohorte setzte sich zum einen aus 

Patientinnen der Klinik für Gynäkologie und Geburtshilfe des Universitätsklinikums 

Schleswig Holstein, Campus Kiel, und zum anderen aus Patientinnen der Klinik für 

Frauenheilkunde und Geburtshilfe der technischen Universität Dresden zusammen. Parallel 

zur perioperativen Kohorte wurden ebenfalls klinische Parameter der Krankengeschichte 

definiert und erhoben, die das Geburtsdatum, Alter bei Erstdiagnose, OP-Datum, ggf. 

Rezidiv- und Sterbedatum, FIGO-Stadium, Histologie des Tumorgewebes, Grading des 
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Tumors, Ansprechen auf eine platinhaltige Chemotherapie und den postoperativen 

makroskopischen Resektionsgrad der Tumormasse betreffen. Insgesamt wurden 

14 Patientinnen aus Kiel und 10 Patientinnen aus Dresden in die Kohorte eingeschlossen 

(Ethikantrag: EK74032013). 

Tabelle 3.2:  Zuordnung der klinischen Parameter aus der Verlaufsseren-
Ovarialkarzinom-Kohorte mit 24 Patientinnen.  

Dargestellt sind: Histologie des Tumorgewebes, Grading des Tumors, FIGO-Stadium, postoperativer 
makroskopischer Resektionsgrad der Tumormasse, Auftreten eines Rezidivs und das Ansprechen auf 
platinhaltige Chemotherapie. 

3.7.2 Evaluierung von Nectin-4 als prädiktiver Marker für das Ansprechen einer 

platinhaltigen Chemotherapie 

Um Nectin-4 als prädiktiven Tumormarker im Verlauf der Chemotherapie zu beurteilen, 

wurden Blutproben präoperativ sowie unmittelbar vor Verabreichung einer 

Chemotherapiedosis entnommen. Entsprechend der leitliniengerechten Therapie des 

Ovarialkarzinoms erfolgte nach operativem Eingriff eine platinhaltige Systemtherapie mit 

sechs Zyklen in einem Abstand von ca. 4 Wochen. Darüber hinaus kam in fortgeschrittenen 

Stadien eine simultane oder sich anschließende Behandlung mit dem monoklonalen 

Antikörper Bevacizumab (Avastin, Roche) hinzu. Jede Blutabnahme wurde nach SOP-

Schema aufgearbeitet, dokumentiert, in der laborinternen Biobank gelagert und später in die 

P2N-Biobank überführt. Die Dresdener und Kieler Abnahmezeitpunkte wiesen folgende 

Unterschiede auf: Bei den 10 Patientinnen aus Dresden wurden zusätzlich zur perioperativen 

Abnahme auch sieben Tage nach Operation Blut abgenommen sowie anschließend zum 

ersten, vierten und sechsten Zyklustag. Für die 14 Patientinnen der Kieler Kohorte wurden 

Proben perioperativ, zu jedem der sechs Zyklustage sowie zu optional erfolgten 

Bevacizumab-Gaben gesammelt. Alle Seren wurden mittels Sandwich-ELISA auf den 

Klinischer Parameter Ausprägung    

Histologie 
serös endometrioid klarzellig muzinös 

21 2 1 0 

Grading 
low high   

0 22   

FIGO 
I II III IV 

2 1 10 11 

Postoperativer Tumorrest 
R0 R1   

8 16   

Rezidiv 
ja nein   

18 5   

Ansprechen Chemotherapie 

sensibel partiell-

sensibel 

resistent  

15 1 8  
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Proteingehalt von Nectin-4 untersucht, die einzelnen Verläufe visualisiert und untereinander 

verglichen.  

Insgesamt ließen sich unterschiedliche Muster in den Nectin-4-Konzentrationen feststellen. 

Beispielhaft sind aus der Kieler Kohorte Messungen eines sensiblen und eines resistenten 

Karzinoms dargestellt. Der präoperative Nectin-4-Ausgangswert lag bei dem Platin-

sensiblen Karzinom unterhalb und bei dem resistenten Karzinom oberhalb des ersten 

Chemotherapie-Werts (CTx 1). Im sensiblen Karzinom ist ab dem Beginn der 

Chemotherapie eine insgesamt geringfügig steigende Nectin-4-Konzentration gemessen 

worden, wohingegen die Konzentrationen im resistenten Fall abnehmend waren. Es zeigte 

sich bei dem Verlauf des sensiblen Karzinoms mit anschließender Bevacizumab-Gabe 

zunächst eine relativ konstante Konzentration von Nectin-4 und nach der sechsten Gabe 

Bevacizumab ein Abfall. Bei der Patientin wurde 21 Monate nach Abschluss des sechsten 

Zyklus ein Rezidiv festgestellt.  
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Abbildung 3.22:  Exemplarische Darstellung von Nectin-4-Konzentrationen einer sensiblen 

und einer resistenten Patientin. 

(A) Postoperativer Abfall und anschließender Anstieg von Nectin-4 bei einer Patientin (UF171) mit 
adjuvant sensiblem Ansprechen auf 6 Zyklen Carboplatin (AUC 5) / Paclitaxel 175 mg/m2. 
Erhaltungstherapie mit Bevacizumab. Diagnose: seröses high-grade Ovarialkarzinom, FIGO IVa mit 
Rx-Resektion. (B) Postoperativer Anstieg mit anschließendem Abfall von Nectin-4 bei einer Patientin 
(UF96) mit adjuvant resistentem Ansprechen auf 6 Zyklen Carboplatin (AUC 5) / 
Paclitaxel 175 mg/m2. Diagnose: seröses high-grade Ovarialkarzinom, FIGO IIIc mit Rx-Resektion, 
lymphatisches Frührezidiv, Zweitlinientherapie mit pegyliertem liposomalem Doxorubicin 
40 mg/m2. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus technischen Replikaten (n = 2). OP, 
Operation (hellblau); CTx 1-6, Chemotherapiezyklus 1-6 (dunkelblau); (Bev) Erhaltungstherapie mit 
Bevacizumab (grau). 

Um die Varianz sich ändernder Nectin-4-Konzentrationen über die Zeit näher zu 

analysieren, erfolgte zunächst eine visuelle Darstellung in Form von Heatmaps. Zur 

Untersuchung der Dynamik wurden der Übersicht halber drei Abnahmepunkte miteinander 

verglichen: der erste, vierte und sechste Chemotherapiezyklus. Daraus ersichtlich wurde, dass 

die sensiblen Verläufe unterschiedlichen Mustern folgten, während die Konzentrationen 

resistenter Verläufe eher gleichbleibend oder fallend im Laufe der Therapie waren.  
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Abbildung 3.23:  Heatmaps zur Darstellung der Veränderung von Nectin-4 im Verlauf der 

platinhaltigen Chemotherapie. 

(A) Proben von 15 Platin-sensiblen Patientinnen in Zeilen (1-15) und Chemotherapiezyklen (CTx 1, 
CTx 4 und CTx 6) in Spalten angeordnet. Die Farbcodierung erfolgte nach aufsteigender Nectin-4-
Konzentration von dunkel/violett bis hell/gelb. Normalisierung nach Prozenträngen mit der 
maximal gemessenen Konzentration = 100 %. (B) Proben von 7 Platin-resistenten Patientinnen in 
Zeilen (1-7) und Chemotherapiezyklen (CTx 1, CTx 4 und CTx 6) in Spalten angeordnet. 
Normalisierung nach Prozenträngen mit der maximal gemessenen Konzentration = 100 %. 

Angesichts der überwiegend abfallenden Tendenzen im Verlauf der Chemotherapie sollten 

die Änderungen näher quantifiziert und objektiviert werden. Die Nectin-4-Konzentrationen 

wurden zunächst für jeden Patientinnenfall deskriptiv und innerhalb definierter 

Konfidenzintervalle untersucht. Abfall und Anstieg wurden als eine 

Konzentrationsänderung von mehr als 20 % definiert und geringere Wertveränderungen als 

konstant bezeichnet. Die Zeitintervalle wurden so gewählt, dass sie von der Kieler und 

Dresdener Kohorte abgedeckt wurden. Basierend auf drei kongruenten Abnahmepunkten 

ergaben sich somit die zwei Zeiträume vom 1.-4. und vom 4.-6. Zyklus. Anhand dieser 

Einteilung konnten die gebildeten Tendenzen (Abfall, konstant, Anstieg) als beobachtete 

Häufigkeiten in Korrelation zum Resistenzstatus sowie zum Rezidivauftreten gebracht 

werden. Die sich anschließenden Auswertungen erfolgten mittels des Chi-Quadrat-Tests.  

Es zeigte sich in Bezug auf das Platin-Ansprechen, dass weder für die erste Intervallhälfte 

(Chi2-Test, p = 0,5736) noch für das zweite Intervall (Chi2-Test, p = 0,4657) eine Korrelation 

des erwarteten Therapieansprechens mit den Konzentrationsänderungen von Nectin-4 

einhergingen. In Bezug zum Auftreten eines Rezidivs gingen abfallende Werte vor allem im 

ersten Intervall eher mit einem rezidivfreien Verlauf einher. Es wurde jedoch keine 

statistische Signifikanz ermittelt (Chi2-Test, 1. Intervall p = 0,0987, 2. Intervall p = 0,1597). 
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Abbildung 3.24:  Deskriptive Darstellung des Nectin-4-Verlaufs in Abhängigkeit des Platin-

Ansprechens und des Rezidivstatus. 

(A) Chi2-Test zur Häufigkeitsbeobachtung abfallender, konstanter oder ansteigender Nectin-4-
Konzentrationen in Bezug auf das Platin-Ansprechen. Abfall und Anstieg wurden als 
Konzentrationsänderung > 20 % definiert. Zeitintervall vom 1. – 6. Zyklus (p = 0,7646). (B) Chi2-
Test zur Häufigkeitsbeobachtung abfallender, konstanter oder ansteigender Nectin-4-
Konzentrationen in Bezug zur Auftrittswahrscheinlichkeit eines Rezidivs. Abfall und Anstieg wurden 
als Konzentrationsänderung > 20 % definiert. Zeitintervall vom 1. – 6. Zyklus (p = 0,1227). 

Es zeigte sich, dass sensible Patientinnen im Verlauf der Chemotherapie eher gleichbleibende 

Nectin-4-Konzentrationen und resistente Patientinnen häufiger abfallende Nectin-4-

Mengen aufwiesen. Die aus den Zellkulturdaten generierte Hypothese, dass sensitive im 

Gegensatz zu resistenten Zellen mit Zugabe von Cisplatin vermehrt Nectin-4 in den 

Überstand freisetzen, ließ sich auf die Seren-Ergebnisse nicht übertragen. Eine direkte 

Vergleichbarkeit muss jedoch aufgrund der geringen Fallzahl und der späten 

Abnahmezeitpunkte kritisch hinterfragt werden und wird im Diskussionsteil näher 

beleuchtet. Hinsichtlich des Rezidivstatus ließ sich beobachten, dass Rezidiv negative 

Patientinnen eher mit einem Abfall der Nectin-4-Konzentrationen assoziiert waren. 

Für weitere statistische Analysen der Veränderungen während des Therapieverlaufs wurden 

Therapiebeginn und -ende (erster Zyklus vs. sechster Zyklus) miteinander verglichen. In den 

Proben sensibler Patientinnen war ein tendenzieller Abfall (p = 0,1953) zu verzeichnen. Die 

Tendenz sollte aber mit Hinblick auf die zuvor gezeigten Schwankungen kritisch beurteilt 

werden. In den Proben resistenter Patientinnen hingegen zeigte sich ein sehr deutlicher 

Abfall der Nectin-4-Konzentration zum Therapieende hin (p = 0,0156). 
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Abbildung 3.25:  Darstellung der Veränderung von Nectin-4 vom Beginn zum Ende der 

platinhaltigen Chemotherapie.  

(A) Analyse der Nectin-4-Konzentrationen Platin-sensibler Patientinnen im Vergleich vom ersten bis 
zum letzten Chemotherapiezyklus. Nicht-signifikanter Abfall der Nectin-4-Konzentrationen im 
Wilcoxon-Test (p = 0,1953). Mittelwerte: CTx 1 = 951,9 pg/ml, CTx 6 = 727,1 pg/ml (B) 
Signifikanter Abfall der Nectin-4-Konzentrationen Platin-resistenter Patientinnen im Vergleich vom 
ersten bis zum letzten Chemotherapiezyklus. Analyse mittels Wilcoxon-Tests (*p = 0,0156). 
Mittelwerte: CTx 1 = 395,8 pg/ml, CTx 6 = 161,1 pg/ml. CTx 1, Chemotherapiezyklus 1 (Beginn); 
CTx 6, Chemotherapiezyklus 6 (Ende).  

Zusammenfassend zeigten die Analysen von Nectin-4, dass resistente Verläufe eher mit 

einem Abfall der Nectin-4-Konzentrationen einhergingen. Außerdem sind sinkende 

Konzentrationen geringfügig mit rezidivfreien Verläufen assoziiert. 

 

 

 



4 Diskussion 57 

4 Diskussion 

Resistenzen gegenüber Chemotherapeutika treten in der modernen Antitumortherapie nach 

wie vor häufig auf, erschweren dadurch adäquate Behandlungskonzepte und können ohne 

gute Alternativen prognoselimitierend sein. Das Ovarialkarzinom ist eine Tumorentität, bei 

der es sich konkret mit dieser Problematik auseinanderzusetzen gilt. Trotz effektiver 

Erstlinientherapie kommt es in 75 % der Fälle zu einem Rezidiv und zur Entwicklung einer 

Resistenz gegenüber der platinhaltigen Substanz, sodass die Patientinnen schließlich in einer 

nicht mehr kurativen Situation versterben (Dasari and Tchounwou, 2014). Darüber hinaus 

fehlen effektive Tumormarker, die ein Screening ermöglichen und die Heilungschancen 

durch Diagnosestellung in früheren Stadien verbessern würden (Cragun, 2011).  

Um resistenzbedingtem Therapieversagen effektiv entgegenwirken zu können, sind die 

Aufklärung der Resistenzmechanismen, Möglichkeiten einer Sensibilisierung von 

Karzinomzellen sowie eine frühe Detektion des Karzinoms oder des Therapieansprechens 

mittels Biomarkern dringend erforderlich. Gegenstand dieser Arbeit war es daher zum einen 

die Rolle des Adhäsionsmoleküls Nectin-4 bei der Entstehung von Resistenzen näher zu 

untersuchen und zum anderen zu evaluieren, inwieweit Nectin-4 einen geeigneten 

prognostischen oder prädiktiven Marker darstellen könnte. 

4.1 Die Bedeutung von Nectin-4 in der Resistenzvermittlung 

gegenüber platinhaltiger Chemotherapie im Ovarialkarzinom 

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ADAM17 eine wichtige 

Rolle in der Resistenzvermittlung von platinhaltigen Chemotherapeutika zukommt. Dies 

legte den Verdacht nahe, dass das ADAM17-Substrat Nectin-4 ebenfalls in diesen Prozessen 

involviert ist und einen möglicherweise neuen Ansatz in der Chemotherapie des 

Ovarialkarzinoms bietet. Interessanterweise wurde in Cisplatin-resistenten Zelllinien wie 

Skov-3 mehr ADAM17-Protein detektiert als in Cisplatin-sensitiven Zelllinien wie A2780 

oder Igrov-1 (Hedemann et al., 2018, Hedemann et al., 2021). Dies spricht für ein erhöhtes 

konstitutives, beziehungsweise basales, Shedding von Nectin-4 durch ADAM17 in Cisplatin-

resistenten Zellen. Die Beobachtung steht im Einklang damit, dass eine dauerhafte 

Aktivitätserhöhung des EGFR durch vermehrtes Shedding von ADAM17-Substraten wie HB-

EGF und AREG für Chemoresistenz verantwortlich sein kann (Sahin and Blobel, 2007, 

Maretzky et al., 2011, Wang et al., 2013). Eine konstitutiv erhöhte Proteinfreisetzung von 

Nectin-4 könnte somit im Sinne einer Off-target Resistance (Abschnitt 1.8.2) über eine primär 

verstärkte EGFR-Signaltransduktion zum Überlebensvorteil von Zellen in Abwesenheit von 

Cisplatin bzw. im unstimulierten Zustand führen. Da die bis dato verwendeten Zelllinien 

heterogene Eigenschaften beispielsweise bezüglich der EGFR-Expression aufweisen, 

wurden für fortführende Untersuchungen die BG-1- und BG-1-CisR-Zelllinien verwendet, 

die sich bis auf den Resistenzstatus gegenüber Cisplatin gleichen. Entsprechend der aus der 

Zellkultur generierten Hypothese, dass resistente Karzinome mit einem erhöhten basalen 
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Shedding von Nectin-4 einhergehen, sollten die Ergebnisse auf klinischer Ebene evaluiert 

werden. Dazu erfolgte der Nectin-4-Nachweis in perioperativen Seren einer 

Ovarialkarzinom-Kohorte, deren Messergebnisse sich in Bezug zur gesunden Kontroll-

Kohorte signifikant erhöht darstellten. Der anschließende Vergleich zwischen Platin-

sensiblem und Platin-refraktärem Ansprechen zeigte in der Tendenz, dass resistente 

Patientinnen durchschnittlich höhere Nectin-4-Werte im Blut aufwiesen. Eine statistische 

Signifikanz ergab sich hierbei allerdings nicht. Bedenkt man jedoch, dass eine Vielzahl der 

Resistenzen nicht primär vorhanden ist, sondern erst im Verlauf einer Chemotherapie 

entsteht, ist kritisch zu hinterfragen, inwieweit der perioperative Wert das geeignete 

Messinstrument ist, um auch sekundär resistente Karzinome in die Statistik einzuschließen. 

Die Platin-Resistenz im Ovarialkarzinom bezieht sich darüber hinaus wie bereits beschrieben 

(Abschnitt 3.5.4) nur auf ein kalendarisches Regelwerk, das der dynamischen, sekundären 

Resistenzentstehung nicht gerecht wird. Aus diesem Grund wird die Definition in der Klinik 

mittlerweile anhand des initialen Platin-Ansprechens eingeordnet.  

Um also dem Gedanken der sich entwickelnden Resistenzen Rechnung tragen zu können, 

wurden sowohl Cisplatin-sensitive als auch resistente Zelllinien mit Cisplatin behandelt und 

die Freisetzung von Nectin-4 in den Überstand sowie die Auswirkungen auf das 

Zellüberleben als Referenz untersucht. Es zeigte sich, dass eine Behandlung der sensitiven 

BG-1-Zellen mit Cisplatin die Proteinmenge von Nectin-4 im Überstand deutlich ansteigen 

ließ, wohingegen die Freisetzung in den resistenten BG-1-Zellen nicht induzierbar war. In 

Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen steht die Beobachtung, dass sich auch die 

Proteinmengen von ADAM17 ausschließlich in sensitiven Zelllinien durch Cisplatin 

stimulieren ließen (Hedemann et al., 2018). Da durch erhöhte Nectin-4-Freisetzung auch 

downstream-Rezeptoren aktiviert werden können, die apoptotische Signalwege inhibieren, 

könnte dies einen möglichen Resistenzmechanismus darstellen (Wang et al., 2013). In 

Anlehnung an die zuvor beschriebene Einteilung möglicher Resistenzmechanismen 

(Abschnitt 1.8.2) könnte hier also von einer Post-target Resistance gesprochen werden.  

Um darüber hinaus die funktionelle Bedeutung der Nectin-4 Sheddasen ADAM10 und 

ADAM17 zu beurteilen, wurden Zellen zusätzlich zu Cisplatin mit den Inhibitoren GI und 

GW behandelt. Es zeigte sich sowohl für BG-1 als auch BG-1-CisR, dass die Nectin-4-

Freisetzung in den Überstand nach Inhibition der beiden Proteasen gehemmt wurde. In den 

sensiblen BG-1-Zellen scheint die Cisplatin-abhängige Induktion des Sheddings also durch 

Inaktivierung von ADAM10 und ADAM17 verhindert zu werden. Da hiermit außerdem eine 

Erhöhung der Caspaseaktivität einherging, lässt sich daraus schließen, dass die Wirkung des 

Cisplatin durch die ADAM10/17-Inhibition gesteigert wurde. Es muss jedoch berücksichtigt 

werden, dass sich die daraus resultierende Verminderung des Sheddings nicht nur auf die 

Nectin-4-Konzentration auswirkt, sondern auch weitere Substrate der Proteasen betreffen 

kann, die als Effektormoleküle des EGFR-Signalweges fungieren. Mittlerweile sind mehr als 

80 Substrate von ADAM17 bekannt, von denen AREG einen ADAM17-Haupteffektor 

darstellt, fast ausschließlich durch ADAM17 proteolytisch gespalten wird und anschließend 
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den EGF-Rezeptor aktivieren kann (Blobel, 2005, Zunke and Rose-John, 2017, Gschwind 

et al., 2003, Sommer et al., 2016, Hedemann et al., 2021). Aus diesen Gründen wurde AREG 

als Surrogatmarker zur Bestimmung der ADAM17-Aktivität bei allen Messungen mit 

untersucht. 

Die Tatsache, dass in resistenten Zellen die ADAM10/17-Inhibition bei gleichzeitiger Gabe 

von Cisplatin ebenfalls zu einem vermehrten Zellsterben führte, kommt dem Effekt einer 

Sensibilisierung gleich. Bestätigende Hinweise finden sich in der Literatur, denn sowohl die 

Expression als auch die Aktivität von ADAM17 konnten mit der Chemosensibilisierung von 

Ovarialkarzinom-Zellen über die Wachstumskaskaden von EGFR und ERK (Extracellular-

signal Regulated Kinases) in Zusammenhang gebracht werden (Hedemann et al., 2018).  

Interessanterweise zeigte sich, dass das Nectin-4-Level im konstitutiven Zustand mehr durch 

ADAM10 als durch ADAM17 vermittelt wurde. Das induzierte Shedding hingegen wird von 

ADAM17 dominiert (Buchanan et al., 2017), weshalb anzunehmen ist, dass ADAM17 bei 

der Vermittlung sekundärer Resistenzen eine entscheidendere Rolle zukommt als ADAM10.  

Experimentelle Arbeiten an Mausmodellen, in denen ein spezifischer Anti-ADAM17-

Antikörper D1 (A12) eingesetzt wurde, konnten einen moderaten anti-kanzerogenen Effekt 

zeigen. Die Autoren schlussfolgerten aber auch, dass die ADAM17-Inhibition durch 

ADAM10 teilkompensiert wurde, sodass es zielführend sein könnte, beide Proteasen in 

diesem dynamischen Regulationssystem zu inhibieren (Tape et al., 2011, Buchanan et al., 

2017).  

Ein weiterer wesentlicher Aspekt betrifft die Stimulation der ADAM17-Aktivität durch die 

Apoptose selbst. Eine erhöhte Caspaseaktivität, wie sie im Falle einer effektiven Cisplatin-

Behandlung im Rahmen der induzierten Apoptose auftritt, bewirkt eine dauerhafte 

Externalisierung des ansonsten membraninternalisierten Phosphatidylserins (PS) (Segawa 

and Nagata, 2015). Hierdurch wird eine Bindung von PS mit der isolierten proximalen 

ADAM17-Membrandomäne an der Zelloberfläche ermöglicht, welche wiederum die 

Proteaseaktivität erheblich steigert (Sommer et al., 2016). Das hat zur Folge, dass eine 

vermehrt aktivierte EGFR-Signaltransduktion die apoptotischen Effekte der Chemotherapie 

zugunsten wachstumsstimulierender Signale hemmt und infolgedessen zum 

Überlebensvorteil der Zellen beiträgt. Ab einer gewissen Cisplatin-Konzentration unterliegt 

das Apoptose-induzierte Shedding wiederum der zytotoxischen Wirkung von Cisplatin, 

weshalb unsere resistent gezüchteten BG-1-Zellen mit subtoxischen Cisplatin-

Konzentrationen die Resistenz aufrechterhalten, jedoch höhere Konzentrationen einen 

stressinduzierten Zelltod bewirken.  

Da die Entstehung dieses Resistenzmechanismus einen zeitabhängigen Prozess beschreibt, 

sollte im Rahmen des translationalen Ansatzes der Aspekt einer sekundären Resistenz 

geprüft werden. Hierzu wurden Seren der Ovarialkarzinom-Patientinnen im Verlauf der 

Chemotherapie hinsichtlich des Nectin-4-Gehalts untersucht und mit dem jeweiligen 

Resistenzstatus in Zusammenhang gebracht. Die Verlaufsmuster ließen sich jedoch nur 

eingeschränkt dem Resistenzgeschehen zuordnen, sodass eine klare Aussage diesbezüglich 
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nicht möglich ist und weiterführende Analysen folgen müssen. Etwaige Gründe und 

Optimierungsvorschläge werden ausführlich in einem späteren Abschnitt (4.2) diskutiert. 

Des Weiteren sind nicht nur die Merkmale der Tumorzelle selbst, sondern auch das 

umliegende Tumorstroma an der Entstehung und Aufrechterhaltung einer 

Chemotherapieresistenz beteiligt (Klemm and Joyce, 2015). Das komplexe und feinregulierte 

Zusammenspiel aus Extrazellulärer Matrix und der Vielzahl von Zelltypen kann von 

Karzinomzellen so beeinflusst werden, dass eine Neuorganisation etwa der Angiogenese und 

Inflammation die Tumorentwicklung zugunsten von Invasion und Migration der 

Karzinomzellen verändern kann (Egeblad et al., 2010). Es ist bekannt, dass die enzymatische 

Aktivität von ADAM17 bei diversen Karzinomen und inflammatorischen Prozessen des 

umgebenden Tumorstromas hochreguliert ist und eine Assoziation zur Entstehung von 

Resistenzen gegenüber klassischen Chemotherapeutika besteht (Chalaris et al., 2010, Moss 

and Minond, 2017). Vermehrt freigesetzte ADAM17-Substrate wie IL-6 (Interleukin-6) und 

TNF-α (Tumornekrosefaktor alpha) sind relevante proinflammatorische Zytokine, die 

entsprechende Entzündungsreaktionen induzieren und für das Ovarialkarzinom in 

überdurchschnittlich hohen Mengen nachgewiesen wurden (Gupta et al., 2016, Moss and 

Minond, 2017). Zudem wurde eine positive Korrelation zwischen erhöhter intratumoraler 

Membranpermeabilität und vermehrter VEGF- und Nectin-4-Expression gezeigt, weshalb 

vermutet wird, dass Nectin-4 eine modulierende Funktion der Angiogenese zugunsten 

tumorproliferativer Effekte ausübt (Nishiwada et al., 2015). 

Eine wesentliche Schwierigkeit der Platin-Resistenzen besteht darin, dass meist mehr als ein 

Resistenzmechanismus aktiviert ist und somit eine multifaktorielle Genese besteht. Folglich 

ist eine effektive Chemosensibilisierung wahrscheinlicher, wenn möglichst viele 

Mechanismen gleichzeitig ausgeschaltet werden (Galluzzi et al., 2012). Ein in dieser Arbeit 

nicht näher untersuchter Zusammenhang von Nectin-4 und erhöhtem Resistenzvorkommen 

gegenüber Cisplatin besteht in der Ausbildung von Sphäroiden. Nectin-4 ist essenziell 

beteiligt an der Formierung von festen, multizellulären Tumorzellaggregaten, sodass die 

Zellverbände einen mechanischen Schutz vor Cisplatin aufweisen, was im Sinne einer Pre-

Target Resistance gewertet werden könnte (Burleson et al., 2006, Yoshida et al., 2008, Buchanan 

et al., 2017). Über eine zusätzliche Ausbildung von Hetero-Transdimeren mit Nectin-1 

gelingt es außerdem, dass die Sphäroide an Mesothelzellen adhärieren, schließlich die 

Mesothelzellschicht durchbrechen und somit die Metastasierungsprozesse begünstigen 

können (Burleson et al., 2004, Boylan et al., 2017, Buchanan et al., 2017). Offenbar spielt in 

diesem Kontext der Resistenzentstehung auch Nectin-1 eine Rolle, was die Komplexität der 

Entstehungsprozesse verdeutlicht. Boylan et al. kamen nach kombinierter Inhibition von 

Nectin-4 und Nectin-1 mit einem monoklonalen Antikörper gegen die IgV-Domäne zu dem 

Schluss, dass die daraus resultierende Hemmung von Migration und Proliferation sowie 

Veränderungen der Sphäroidformationen überwiegend der verringerten Nectin-4-

Funktionalität zuzuschreiben waren (Boylan et al., 2017).  
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Im Kontext betrachtet dient die Aufklärung der Resistenzmechanismen jedoch nicht nur der 

Optimierung von Strategien zur Chemosensibilisierung, sondern ist auch relevant für die 

Entdeckung von prognostischen und prädiktiven Tumormarkern (Galluzzi et al., 2012). 

Daher wurden die gewonnen Erkenntnisse genutzt, um Nectin-4 auf klinischer Ebene als 

prädiktiven und prognostischen Tumormarker zu evaluieren.  

4.2 Die Validierung von Nectin-4 als potenziell prädiktiver und 

prognostischer Marker 

Die Diagnosestellung eines Ovarialkarzinoms bringt einige Schwierigkeiten mit sich, da keine 

spezifischen Symptome existieren, diese, wenn überhaupt, erst spät auftreten und es keine 

etablierten Screening-Methoden für die gesunde Bevölkerung gibt. Eine Detektion in den 

frühen FIGO-Stadien I/II würde die Heilungschancen und das Langzeitüberleben jedoch 

deutlich verbessern, sodass die Suche nach einem Screening-Marker derzeit Gegenstand 

intensiver Forschungsarbeiten ist. Der bisher wichtigste Tumormarker für das 

Ovarialkarzinom ist das Ca-125, welches vorwiegend zum Therapiemonitoring eingesetzt 

wird. Als Screening-Marker ist er allerdings nicht sensitiv genug und liegt in frühen FIGO-

Stadien nur in 50-60 % oberhalb des Cut-Offs von 35 U/µl (Milojkovic et al., 2004, 

Yurkovetsky et al., 2006). Des Weiteren ist das Ca-125 weder organ- oder tumorspezifisch, 

noch ausschließlich bei malignem Geschehen erhöht (Meden and Fattahi-Meibodi, 1998). Er 

kann aufgrund seiner polytopen Expression in anderen Tumoren wie dem Endometrium- 

oder Kolorektalen Karzinom, aber auch bei Entzündungen, benignen ovariellen Geschehen, 

Endometriose oder in der Schwangerschaft auffällig sein, worin hohe Falsch-Positiv-Raten 

begründet liegen (Quentmeier et al., 1987, Jacobs and Bast, 1989, Karst and Drapkin, 2010).  

Ein Tumormarker sollte im Idealfall ausschließlich für dessen Karzinomentität nachweisbar 

sein, in Korrelation zur Tumorgröße sowie -ausbreitung stehen, eine hohe Empfindlichkeit 

zur Detektion früher Stadien aufweisen und die Therapieeffektivität beurteilen können. Kein 

bisher etablierter Marker kann diese Ansprüche vollständig erfüllen. Zudem müssen 

Störgrößen wie Nieren- und Leberinsuffizienz berücksichtigt werden, welche die 

Konzentration im Blut beeinflussen können. Die allgemein hohen Anforderungen an einen 

Tumormarker werden im Falle des Ovarialkarzinoms zusätzlich dadurch erschwert, dass 

aufgrund der niedrigen Prävalenz eine Spezifität von 99,6 % erreicht werden müsste, um 

einen erforderlichen positiven prädiktiven Wert von 10 % zu erzielen (Kainz, 1996). Trotz 

alledem ist die Etablierung eines diagnostischen Frühmarkers, ebenso wie die eines 

prädiktiven Markers für das Therapieansprechen, im Hinblick auf die schlechte Prognose 

von äußerster Relevanz.  

Auf Grundlage der bislang bekannten Daten zu Nectin-4 erschien das Adhäsionsmolekül ein 

vielversprechender Ansatz für einen Tumormarker zu sein, wobei sich die Untersuchungen 

auf die Evaluation zum prognostischen und prädiktiven Marker konzentrierten. Während 

prognostische Marker mit dem krankheitsfreien Überleben oder dem Gesamtüberleben 
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korrelieren, unabhängig davon, ob eine Therapie erfolgte, geben prädiktive Marker einen 

Hinweis auf die Wirksamkeit einer bestimmten Therapie (Simon et al., 2009). Ein 

beeindruckendes Beispiel für einen prädiktiven Marker ist die Entdeckung des 

Fusionsproteins BCR-ABL1 (Breakpoint Cluster Region, BCR; Abelson Murine Leukemia Viral 

Oncogene Homolog 1, ABL1) bei der chronischen myeloischen Leukämie, welches mit einer 

erhöhten Tyrosinkinaseaktivität sowie vermehrten Proliferation von BCR-ABL1 tragenden 

Zellen einhergeht (Shtivelman et al., 1985, Ben-Neriah et al., 1986, Ren, 2005). Die daraufhin 

zielgerichtete Einführung des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib bewirkte eine wesentliche 

Verbesserung der Krankheitsprognose (Druker et al., 1996, Kantarjian et al., 2003). Dies ist 

nur eines der erfolgreichen Beispiele zur Identifizierung und Etablierung von Markern, die 

in Screening, Diagnostik, Prognose, Therapieansprechen oder Rezidivkontrolle 

außerordentliche Beiträge leisten konnten. Folglich galt es, die Einsetzbarkeit von Nectin-4 

bezüglich der genannten Bereiche näher zu validieren.  

Bereits in vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass Nectin-4 im ovariellen 

Tumorgewebe stärker exprimiert wird und die Nectin-4-Konzentrationen in den 

korrespondierenden Seren ebenfalls erhöht waren (Derycke et al., 2010). Um die 

diagnostische Qualität von Nectin-4 zur Detektion von Ovarialkarzinom-Patientinnen zu 

eruieren, wurden die Seren unserer Patientinnen-Kohorte zunächst denen der 

altersgematchten Kontrollgruppe gegenübergestellt, wobei sich signifikant höhere 

Konzentrationen in der Patienten-Kohorte zeigten. Bei einem berechneten Cut-Off von 

2,672 pg/ml konnte eine AUC von 72,8 % sowie eine Sensitivität von 83,6 % erreicht 

werden, jedoch waren die Spezifität und der positive prädiktive Wert zu gering, um Nectin-

4 als alleinigen Screening-Marker zu erwägen (Abschnitt 1.10). Eine Kombination von 

Markern könnte indes die Diskriminationsfähigkeit erhöhen, indem jeweilige Defizite der 

Marker ausgeglichen werden (Inaba et al., 1990, Urban et al., 2003, Wang et al., 2017). 

Insbesondere in Anbetracht der Heterogenität von Ovarialtumoren scheint die simultane 

Bestimmung mehrerer Tumormarker grundsätzlich plausibel (Köbel et al., 2008). Demnach 

wurden zuerst Korrelationsanalysen von Nectin-4 mit dem klinisch etablierten Ca-125 

durchgeführt, welche keinen signifikanten Zusammenhang aufzeigten und somit die 

Möglichkeit unterschiedlicher Diagnostikbereiche aufzeigen könnten. In der sich 

anschließenden Kombination beider Marker mittels ROC-Analyse wurde eine AUC von 

87,8 % und eine Steigerung der Sensitivität auf 88,4 % erreicht. Angesichts der kaum 

merklichen Steigerung zur AUC des Ca-125 (AUC = 87,4 %) und der Tatsache, dass die 

gleichzeitige Bestimmung keine Erhöhung der Spezifität erzielen konnte, scheint eine 

Kombination in diesem Fall allerdings keinen wesentlichen Vorteil zu bringen. Dennoch 

bleibt vor dem Hintergrund, dass das Ca-125 insbesondere in frühen FIGO-Stadien zu wenig 

sensitiv ist (Dochez et al., 2019), zu erwähnen, dass die erzielte Sensitivitätssteigerung durch 

die Kombination mit Nectin-4 prinzipiell das Potenzial besitzt, die diagnostische Lücke in 

den Frühstadien weiter zu schließen.  
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Um diese Hypothese näher zu untersuchen und Nectin-4 darüber hinaus als prognostischen 

Marker zu validieren, wurden frühe (FIGO I/II) und späte Tumorstadien (FIGO III/IV) 

miteinander verglichen. Die Feststellung, dass Nectin-4 in frühen Stadien signifikant höher 

(p = 0,0289) detektierbar war, verhält sich gegensätzlich zu dem ansonsten tendenziell in 

fortgeschrittenen Stadien erhöhten Ca-125 (Fures et al., 1999) und untermauert somit die 

mögliche Funktion von Nectin-4 als Frühmarker. Die geringe Spezifität limitiert allerdings 

eine alleinige Anwendung, sodass allenfalls von einem Untersuchungskriterium additiv zur 

klinischen Untersuchung gesprochen werden könnte.  

Einen Begründungsansatz für das gegensätzliche Verhalten der beiden Marker liefert das 

Wissen darüber, dass das Ca-125 wie viele bekannte Tumormarker tumormassenabhängig 

und somit bei zunehmender Tumorausbreitung in fortgeschrittenen FIGO-Stadien erhöht 

ist (Tholander et al., 1990). Nectin-4 scheint hingegen unabhängig von der Tumormasse, 

jedoch abhängig vom Stadium freigesetzt zu werden. Bestätigend dazu konnte die Tendenz, 

dass die Nectin-4-Level in niedrigen Stadien erhöht waren, auch für ADAM17 gezeigt 

werden (Rogmans, 2019). Interessanterweise deckte sich diese Beobachtung nur bedingt mit 

der Expression von Nectin-4 im Tumorgewebe, in dem für keinen histologischen Subtyp 

eine stadienabhängige Expression nachgewiesen werden konnte (Derycke et al., 2010). Eine 

mögliche Erklärung, weshalb Nectin-4 nicht tumormassenabhängig ist, könnte sein, dass die 

ADAM17-bedingte Inflammation und Reaktion auf das invasive Tumorwachstum, wie in 

Abschnitt 4.1 bereits beschrieben, nicht proportional zur Tumorgröße steht und Nectin-4 

somit auch einen Parameter der Immunantwort darstellen könnte.  

Anderen Literaturquellen zufolge korrelieren erhöhte Nectin-4-Level im Serum von 

Mamma- und Lungenkarzinom-Patienten mit erhöhter Metastasenlast (Fabre-Lafay et al., 

2007, Takano et al., 2009). Da das Auftreten von Metastasen vorrangig mit höheren FIGO-

Stadien assoziiert ist, scheint dieser Zusammenhang zunächst widersprüchlich zu den oben 

beschriebenen Ergebnissen, könnte auf den zweiten Blick aber auch aus einem starken 

Einfluss der Tumoraggressivität resultieren. Die Tatsache, dass das Grading stärker auf 

präoperative Konzentrationen einwirkt, ist nicht nur für das Ca-125 bekannt, sondern wurde 

auch für Nectin-4 sowie für andere Substrate von ADAM17 gezeigt und lässt vermuten, dass 

Nectin-4 die Aggressivität in frühen Tumorstadien anzeigen könnte (But and Gorisek, 1996, 

Derycke et al., 2010, Carbotti et al., 2013). Eine deutliche Unterscheidung zwischen high- und 

low-grade Tumoren ließ sich in unserer Kohorte nicht zeigen. Um jedoch eine differenzierte 

Aussage bezüglich frühen Aggressivitätspotenzials treffen zu können, müssten frühe und 

späte Stadien unter Berücksichtigung des Gradings und vorrangig seröser Karzinome 

miteinander verglichen werden, was durch unsere Kohorte aufgrund der geringen Größe 

statistisch nicht abgedeckt wurde.  

In prognostischer Hinsicht ist neben der Stadieneinteilung der postoperative Resektionsgrad 

ein relevanter Faktor des Outcomes. Bis zu einem makroskopischen Tumorrest von 2 cm 

nimmt das Gesamtüberleben sukzessive mit zunehmendem Resttumor ab (Hoskins et al., 

1994). Die statistischen Untersuchungen der präoperativ gemessenen Nectin-4-Level 
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zeigten, dass Patientinnen mit Tumorfreiheit im Gegensatz zu Patientinnen mit 

makroskopischem Tumorrest signifikant höhere Nectin-4-Konzentrationen aufwiesen. 

Spannenderweise lagen die Mittelwerte sowohl der R0-Gruppe als auch der Frühstadien 

zwei- bis dreimal höher als die Werte der Kontrollgruppe. Die Beobachtung, dass das 

Tumorstadium und der Resektionsgrad die gleiche Tendenz zeigten, erscheint plausibel 

angesichts der Tatsache, dass eine Komplettresektion in niedrigen FIGO-Stadien mit 

größerer Wahrscheinlichkeit möglich ist.  

Aufgrund des starken Bezuges der Nectin-4-Werte zu den Prognoseparametern stellte sich 

die Frage nach der Korrelation zu den Überlebenszeitdaten. Wenngleich kein 

Zusammenhang zwischen Nectin-4 und dem Gesamtüberleben bestand, zeigten 

Patientinnen mit hohen Nectin-4-Werten ein tendenziell längeres progressionsfreies 

Überleben, welches wiederum mit niedrigen FIGO-Stadien und R0-Resektion korreliert und 

wodurch der zuvor beobachtete Kontext untermauert wird. Die Daten sind dennoch mit 

Vorsicht zu sehen, da die Zusammenstellung der Population für eine ausreichende 

statistische Aussagekraft Patientinnen mit verschiedenen histologischen Subtypen, Graden 

und Stadien umfasste und nicht auf einzelne Parameter korrigiert wurde. Die Literatur zeigt, 

dass Überlebenszeitanalysen abhängig von diesen Parametern beeinflussbar sind. So konnten 

DeRycke et al. in Tumorgeweben einer Population mit allen histologischen Subgruppen und 

FIGO-Stadien keinen Einfluss differenzieller Nectin-4-Expressionen auf das Überleben 

feststellen, während Bekos et al. herausfanden, dass sich eine erhöhte Nectin-4-Expression 

im Gewebe negativ auf das Gesamtüberleben (OS) auswirkte, und das noch deutlicher nach 

Korrektur hinsichtlich Alter, FIGO, Grading und Tumorrest (Derycke et al., 2010, Bekos et 

al., 2019). Ebenso kontrovers wird diskutiert, inwieweit das präoperative Ca-125 einen 

Hinweis auf den postoperativen Resttumor geben kann oder mit dem Überleben 

zusammenhängt, wodurch die Schwierigkeit von Vorhersagen auf Grundlage kleiner und 

heterogener Populationen deutlich wird (Rossi et al., 2004, Muallem et al., 2017).  

Ein weiterer zu diskutierender Aspekt bezieht sich auf die Unterschiede zwischen den 

histologischen Subgruppen der epithelialen Ovarialkarzinome, welche in der gegenwärtigen 

Zeit personalisierter Medizin eine immer wichtigere Rolle spielen (McCluggage, 2008, 

Ramalingam, 2016). Die histologischen Subgruppen unterscheiden sich deutlich hinsichtlich 

Prognose, Vorläuferläsionen, klinischen Verlaufs, Metastasierung, molekularer Genetik, 

Ansprechen auf klassische Chemotherapie und differenzieller Ca-125-Messungen und 

implizieren diesbezüglich das zunehmende Verständnis als eigene Tumorentitäten (Mircea et 

al., 2009, McCluggage, 2011). Beispielsweise sind endometrioide und klarzellige Karzinome 

typischerweise in frühen Stadien repräsentiert und häufig resistent gegenüber klassischen 

Chemotherapeutika, während sich das seröse high-grade Karzinom molekulargenetisch 

deutlich von anderen epithelialen Karzinomen unterscheidet, prognostisch am ungünstigsten 

ist und häufiger sensibel auf Platin-Therapie anspricht (Silverberg, 2000, Boyd and 

McCluggage, 2012). Die bisherigen Erkenntnisse dazu sind allerdings nur 

hypotheseninduzierend, weshalb eine Abweichung vom Therapiestandard für einzelne 
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Subtypen in den Leitlinien nicht empfohlen werden kann. Eine Überprüfung hinsichtlich der 

Nectin-4-Korrelation zu den Subgruppen erschien vor diesem Hintergrund somit sinnvoll. 

Die Ergebnisse unserer Kohorte zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

serösen, endometrioiden, klarzelligen und muzinösen Karzinomen. Da seröse und 

endometrioide Karzinome die häufigsten Fälle darstellten, wurde ein direkter Vergleich der 

beiden Gruppen angeschlossen und zeigte für die prognostisch schlechtere und aggressivere 

Subgruppe der serösen Karzinome deutlich niedrigere Nectin-4-Konzentrationen als die 

endometrioide Subgruppe. Diese Beobachtung reiht sich in die bisherige Vermutung ein, 

dass Nectin-4 tendenziell bei prognostisch günstigen Fällen erhöht ist. Angesichts der 

Tatsache, dass niedrige FIGO-Stadien in der endometrioiden Gruppe überrepräsentiert 

waren, sollte jedoch ein mögliches Confounding bedacht werden. Des Weiteren war die 

Kohorte bezüglich der Fallzahl sehr heterogen und es müssten mehr Patientinnen in die 

Untersuchung eingeschlossen werden, um die Ergebnisse zu bestätigen. 

Um Nectin-4 als prädiktiven Marker für das Ansprechen der platinhaltigen Chemotherapie 

zu evaluieren, wurden präoperative Konzentrationen mit dem Resistenzstatus der 

Patientinnen verglichen. Bestätigend zu den Ergebnissen der Zellkultur, waren für resistente 

Patientinnen tendenziell höhere Nectin-4-Level zu beobachten als für sensible Patientinnen. 

Wenngleich keine statistische Signifikanz erreicht wurde, gingen erhöhte Konzentrationen 

offenbar nicht nur mit stärkerem Metastasierungspotenzial, sondern auch mit der größeren 

Wahrscheinlichkeit eines resistenten Verlaufs einher, was in Beobachtungen aus Studien zum 

Mammakarzinom bestätigt wurde (M et al., 2017, Rajc et al., 2017). Interessanterweise waren 

die mittleren Konzentrationen der Patientinnen ohne platinhaltige Therapie um mehr als das 

Doppelte erhöht, im Gegensatz zu chemotherapeutisch behandelten Patientinnen.  

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass hohe Nectin-4-Level eng mit prognostisch 

günstigen Parametern wie niedrigen FIGO-Stadien, postoperativ makroskopischer 

Tumorfreiheit und histologisch günstigen Subtypen korrelieren, worin das Potenzial eines 

Frühmarkers zur Detektion des Ovarialkarzinoms liegt. Wenngleich Sensitivität und 

Spezifität nicht ausreichend für den alleinigen oder kombinierten Einsatz mit dem Ca-125 

als prädiktiver Marker sind, sollten weiterführende Untersuchungen erfolgen. Nicht in dieser 

Arbeit beurteilt wurden darüber hinaus die benignen Erkrankungen der Ovarien, wie etwa 

Fibrome oder Zystadenome. Diesbezüglich gibt es Hinweise, dass Nectin-4-

Serumkonzentrationen wie auch bei gesunden Patientinnen zumeist unterhalb der 

Nachweisgrenze liegen, sodass hierin eine sinnvolle Ergänzung zu häufiger falsch positiven 

Ca-125-Werten liegt, welche zwischen benignem und malignem Geschehen zu 

diskriminieren helfen könnte (Derycke et al., 2010, Nabih et al., 2014).  

Die Beobachtung, dass resistente Fälle tendenziell mit höheren präoperativen Nectin-4-

Leveln einhergingen, führte den Gedanken weiter, einen prädiktiven Marker zur Detektion 

des Therapieansprechens zu evaluieren. Ähnlich zum Ca-125 könnten Nebenwirkungen 

ineffektiver Chemotherapien, die auf Resistenzen zurückzuführen sind, frühzeitig erkannt 

und vermieden werden. Die Grundlage der Analysen bildeten die Verlaufsseren, anhand 
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derer ansteigende und abfallende Nectin-4-Konzentrationen im Verlauf der Chemotherapie 

jeweils unmittelbar vor Gabe von Cisplatin gemessen und in Bezug zum Resistenzstatus der 

Patientinnen gesetzt wurden. Eine initiale Visualisierung einzelner Patientinnen-Verläufe 

zeigte zwar Anstiege und Abfälle in einem zusammenhängenden Kontext, jedoch war eine 

Zuordnung und Gruppierung anhand klinischer Parameter nicht möglich. Die geringe 

Anzahl der vollständigen Verläufe und die ausgesprochene Heterogenität der 

Ovarialkarzinome, welche unterschiedliches Therapieansprechen aufweisen, erschweren eine 

valide Aussage zusätzlich. Beispielsweise kann der VEGF-Inhibitor Bevacizumab additiv 

während oder nach abgeschlossener Platin-Therapie gegeben werden, um die 

Therapieeffektivität zu steigern. Studien zeigten, dass Angiogenese-Inhibitoren ihren größten 

Effekt in Kombination mit klassischen Zytostatika entfalten, jedoch sehr oft und mit 

raschem Auftreten von Resistenzen einhergehen, sodass der reine Cisplatin-Effekt in 

unseren Beobachtungen verzerrt sein könnte  (Jayson et al., 2012, Sennino and McDonald, 

2012, Klemm and Joyce, 2015). Zudem ist Bevacizumab ein Antikörper, der im ELISA mit 

den Assay-eigenen Antikörpern um Bindungsstellen konkurrieren und somit das Ergebnis 

beeinflussen könnte. Ferner ist zu überdenken, ob der Messzeitpunkt, welcher mit der 

Routineblutentnahme unmittelbar vor Gabe des Chemotherapeutikums und somit drei 

Wochen nach der letzten Gabe stattfindet, noch zu verbessern ist. Eine Messung der Nectin-

4-Konzentration 48 h nach erfolgter Platin-Gabe würde die Reaktion des Karzinomgewebes 

auf Platin womöglich genauer abbilden als drei Wochen später. Da Nectin-4 für mindestens 

72 h stabil im Serum vorhanden und nachweisbar ist, wäre eine Messung bis zum fünften 

Tag nach Gabe des Chemotherapeutikums aussichtsreich (Fabre-Lafay et al., 2005, 

Buchanan et al., 2017). Es bleibt festzuhalten, dass die praktische Umsetzbarkeit in der 

klinischen Routine herausfordernd ist und die geringe Inzidenz des Ovarialkarzinoms eine 

Rekrutierung ausreichend großer Kohorten erschwert. Überdies war eine 

Überrepräsentation der hohen FIGO-Stadien zu erkennen, welche auf den späten 

Diagnosezeitpunkt zurückzuführen sind.  
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5 Zusammenfassung 

Zusammengefasst geht das Ovarialkarzinom mit einer hohen Letalität sowie einer äußerst 

schlechten Prognose einher, welche durch späte und unspezifische Symptomatik, verzögerte 

Diagnosestellung und dem ausgeprägten Auftreten von Resistenzen gegenüber der 

Chemotherapie zu begründen sind. Um eine effektive Früherkennung möglich zu machen 

und ein adäquates Therapiemonitoring zu gewährleisten, ist es von entscheidender 

Bedeutung, die Zusammenhänge der Resistenzmechanismen zu verstehen, Möglichkeiten 

einer Sensibilisierung zu erforschen und zuverlässige Tumormarker zu evaluieren.  

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass Nectin-4 in vitro und in vivo bei 

resistenzfördernden Prozessen involviert ist und einen vielversprechenden Ansatz als 

prädiktiver und prognostischer Marker für das Ovarialkarzinom darstellen könnte.  

In Zellkulturversuchen zeigte sich, dass basale Nectin-4-Konzentrationen im Überstand von 

Cisplatin-resistenten Ovarialkarzinom-Zelllinien höher lagen als in Zellkulturüberständen 

sensitiver Zellen. Eine Behandlung der Ovarialkarzinom-Zellen mit Cisplatin bewirkte in den 

sensitiven Zelllinien eine konzentrationsabhängige Steigerung des Nectin-4-Sheddings, 

wohingegen eine solche Induktion in den resistenten Zelllinien nicht zu beobachten war. 

Demnach scheinen erhöhte Nectin-4-Konzentrationen mit der Entwicklung, 

beziehungsweise Aufrechterhaltung von Resistenzen gegenüber Cisplatin assoziiert zu sein. 

Bestätigend dazu führte eine Inhibition der Sheddasen ADAM10 und ADAM17 sowohl in 

sensitiven als auch resistenten Ovarialkarzinom-Zellen zu einer Erniedrigung der Nectin-4-

Konzentrationen und bewirkte darüber eine Steigerung der Apoptose. Somit ist 

anzunehmen, dass eine Sensibilisierung Cisplatin-resistenter Zellen mittels Inhibierung von 

ADAM10/17 und Nectin-4 gelingen könnte. Ähnliche therapeutische Ansätze existieren 

bereits für das Urothelkarzinom. Außerdem könnten sich verändernde Nectin-4-Spiegel als 

Tumor- oder Resistenzmarker eignen. 

Um die Hypothese auf translationaler Ebene zu überprüfen, wurde Nectin-4 zum einen in 

perioperativen und zum anderen in Verlaufsseren von Ovarialkarzinom-Patientinnen 

gemessen. Es zeigte sich, dass Nectin-4-Konzentrationen im Vergleich zu einer 

populationsrepräsentativen Kontroll-Kohorte erhöht waren. Höhere Nectin-4-

Konzentrationen korrelierten zudem mit frühen FIGO-Stadien I/II, postoperativ 

makroskopischer Tumorfreiheit R0 sowie histologisch günstigen Subtypen, worin das 

Potenzial eines Frühmarkers zur Detektion des Ovarialkarzinoms liegt. In den Verlaufsseren 

wurden spezifische Nectin-4-Muster detektiert, deren genauere Analyse anhand einer 

größeren Kohorte zu beurteilen bleibt. Weiterführende Untersuchungen zur funktionellen 

Auswirkung der Nectin-4-Expression im Ovarialkarzinom sollten zudem vervollständigt 

werden, um ein besseres Verständnis davon zu erlangen, inwieweit Nectin-4 die 

Tumorprogression fördert und ein therapeutisches Ziel zur Behandlung von 

Ovarialkarzinomen im Spätstadium sein könnte.  

Es bleibt festzuhalten, dass Nectin-4 in entscheidenden Prozessen der Cisplatin-Resistenz 

involviert ist und ein vielversprechender Marker zur Detektion des Ovarialkarzinoms zu sein 
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scheint. Es bedarf allerdings weiterer Untersuchungen und einer Validierung anhand einer 

größeren Kohorte. 
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