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Referat

Das Endometriumkarzinom (EC) ist die héufigste Krebserkrankung des weiblichen
Genitals der westlichen Welt. Klassischerweise unterscheidet man dabei 2 Subtypen:
Typ-I- und Typ-II-Karzinomen. Obwohl das Typ-I-EC im Gegensatz zum Typ-1I-
EC iiblicherweise mit einer sehr guten Prognose assoziiert ist, werden auch hier
immer wieder unerwartet schlechte Verldufe beobachtet. Aus diesem Grund widmet
man sich seit einigen Jahren der Identifizierung molekulargenetischer Charakteristi-
ka, die eine prazisere Vorhersage der individuellen Prognose ermoglichen. Mit dieser
Arbeit sollte ein weiterer Beitrag zur Aufklirung moglicher genetischer Priadiktoren
des EC geleistet werden. Dafiir wurde der Einfluss von vier, in Bezug auf Tumor-
genese bisher gut erforschten, Einzelnukleotidpolymorphismen des p53-MDM2/4-
Regelnetzwerkes (MDM2 SNP 309, MDM4 SNP 31826 und 34091, p53 Codon72
SNP) auf das Erkrankungsrisiko, Diagnosealter und das Uberleben von 170 EC-
Patientinnen untersucht. Die Genotypisierung der einzelnen Polymorphismen er-
folgte durch Sequenzierung, Realtime-PCR und HRM-Analyse. Diese Daten wurden
im Anschluss mit den klinisch-pathologischen Merkmalen des benannten Kollektivs
korreliert, welches bereits fiir eine frithere Arbeit von Annette Bangemann erstellt
wurde. Letztlich konnte ein signifikanter Einfluss der homozygoten Minor-Allele der
MDM4-Polymorphismen sowohl auf das Diagnosealter als auch auf das Uberleben
der Typ-I-EC-Patientinnen gezeigt werden. In beiden Fillen erkrankten die Frauen
mit dem entsprechenden Genotyp zwar zu einem spéteren Zeitpunkt, wiesen nach
der Diagnosestellung jedoch verkiirzte Uberlebenszeiten auf. Dieser Effekt verstérkte
sich fiir jene Patientinnen mit 6strogenrezeptornegativen Karzinomen. Das Ergeb-
nis ldsst darauf schlielen, dass die beiden MDM4 SNP 32826 und 34091 weniger
die Tumorentstehung als vielmehr deren Verlauf und moglicherweise das Therapie-
ansprechen beeinflussen. Des Weiteren konnte ein insignifikanter, lebensverlangern-
der Effekt der homozygoten Prolin-Variante des p53 Codon72 SNP gezeigt werden.
Waéhrend hierfiir keine Wirkung auf das Diagnosealter beobachtet werden konnte,
verstarben die entsprechenden Patientinnen im Beobachtungszeitraum nicht an den
Folgen der Erkrankung und hatten damit einen relevanten Uberlebensvorteil. Dieser
konnte auferdem unabhingig vom Allelstatus der MDM4-SNP gefunden werden.
Anhand dieses Kollektivs konnte kein Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das EC
festgestellt werden. Auflerdem lasst sich aufgrund geringer Fallzahlen keine Aussage
iiber die Wirkung der vier SNP auf das Typ-II-EC treffen.

Keller, Frederike: Bedeutung von ausgewéhlten Polymorphismen auf das Endome-
triumkarzinom, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2017
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1. Einleitung

1.1. Endometriumkarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Endometriumkarzinom (EC) ist mit 10930 Neuerkrankungen pro Jahr (Stand
2012; Prognose fiir 2016: 10800) das hdufigste Malignom des weiblichen Genitals
sowohl in Deutschland als auch der westlichen Welt. Es steht mit einem Anteil
von 4,8% aller bosartigen Neubildungen an der vierten Stelle aller Karzinome der
Frau (weltweit: fiinfte Stelle). In Deutschland erkrankt damit eine von 49 Frau-
en im Laufe ihres Lebens am EC, wohingegen nur eine von 200 daran verstirbt.
Waiéhrend die altersstandardisierte Inzidenz in den letzten Jahren einen riicklaufigen
Trend zeigte, blieb die Sterberate weitestgehend auf konstant niedrigem Niveau. So
verursachte das EC 2012 nur 2,5% aller krebsbedingten Todesfélle in Deutschland
(weltweit 2,1%) und steht damit an der elften Stelle der Krebstodesursachenstatitis-
tik. Weltweit lassen sich erhebliche Unterschiede beziiglich der regionalen Inzidenzen
feststellen, die stark mit dem Lebensstandard, vor allem der Privalenz des Meta-
bolischen Syndroms und der steigenden Lebenserwartung korrelieren. So werden in
westlichen Nationen, insbesondere in Nordamerika und im westlichen Europa, die
hochsten Neuerkrankungsraten registriert [1-3]. Das mittlere Erkrankungsalter des
EC liegt bei 69 Jahren. Es handelt sich dementsprechend um eine Erkrankung der
Postmenopause. In 20% der Félle manifestiert sie sich jedoch bereits pramenopausal
und in 5% vor dem 45. Lebensjahr [4]. Die Diagnose findet in der Regel (80%) in
frithen Tumorstadien (T1) statt und ist im Allgemeinen mit einer guten Prognose
(5-Jahres-Uberlebensrate iiber allen Stadien: 80%) assoziiert [2, 5].

1.1.2. Pathogenese und Risikofaktoren

85-90% der EC entstehen infolge dstrogener Uberstimulation mit fehlender Gesta-
genantagonisierung. Ostrogene wirken proliferativ auf das Endometrium, wohinge-
gen Progesteron die Ausdifferenzierung der Zellen initiiert. Bleibt diese Differen-
zierung aus, kommt es zur unkontrollierten Proliferation des Endometriums, woraus

eine Endometriumhyperplasie und in der Folge ein EC entstehen kann [6, 7]. Interner



als auch externer Ostrogenexzess zéhlen deshalb zu den wichtigsten Risikofaktoren
des EC. Zu endogener Ostrogenexposition fiithren beispielsweise Adipositas (Préiva-
lenz von 70-90% [8, 9]), Polyzystisches Ovarsyndrom, Leberzirrhose und 6strogen-
bildende Tumoren. Auch Frauen mit einer frithen Menarche und einer spaten Meno-
pause, sowie diejenigen, die spét oder keine Kinder geboren haben, zeigen aufgrund
langjéhriger kontinuierlicher Ostrogenstimulation ein erhéhtes Risiko fiir ein EC [10].
Die Zufuhr von synthetischen Ostrogenen bei Hormonersatztherapie sowie die Ein-
nahme von Antiéstrogenen, wie Tamoxifen, die iiber den korpereigenen Feedback-
mechanismus zur Mehrproduktion von Ostrogenen fiihren, gelten als weitere externe
Risikofaktoren [11, 12]. Die Rolle der Diabetes mellitus Typ II bedingten Hyperinsu-
lindmie als EC bezogener Risikofaktor wird kontrovers diskutiert. Zwar kennt man
die promitotische Wirkung des Insulins [13] und seine Schliisselstellung in der ovari-
ellen Androgen- und hepatogenen Synthese des Steroidhormonbindenden Globulins
(SHBG) [14], ein relevanter Einfluss auf das Erkrankungsrisiko konnte jedoch nur
in einer von vier Studien gezeigt werden [15]. Neben diesen speziellen gibt es natiir-
lich allgemeine Risikofaktoren wie zunehmendes Alter, Exposition zellschddigender
Agenzien wie Chemotherapeutika und Bestrahlung. Letztlich sind familidre Pradis-
positionen bekannt, wie das Hereditére-Nonpolypose-Kolonkarzinom-Syndrom [10,
16].

1.1.3. Klassifikation

Man differenziert klassischerweise zwischen 2 Typen des EC, die sich hinsichtlich
Atiologie, Krankheitsverlauf und Prognose voneinander unterscheiden: 85-90% der
EC entstehen 6strogenabhéngig auf dem Boden einer Endometriumhyperplasie und
werden als Typ-I-EC, oder entsprechend ihrer Histologie als endometroide EC be-
zeichnet. Sie treten frither auf, sind gut differenziert und haben eine gute Prognose.
Typ-1I-EC (10-15%) entwickeln sich hingegen 6strogenunabhéingig in atrophen En-
dometrium. Sie zeigen in der Regel eine niedriggradige histologische Differenzierung,
unterschiedlicher, teils gemischter Zelltypen und werden daher vereinfacht auch als
non-endometroide EC bezeichnet: 90% imponieren als serose-, 35% als klarzellige
Karzinome und 60-90% als Karzinosarkomome [17]. Typ-II-EC manifestieren sich
zudem eher im hoheren Alter und sind mit einer ungiinstigen Prognose assoziiert
[18]. Immer héufiger zeigen sich jedoch Abweichungen beziiglich der Prognose des
klinischen Verlaufes aufgrund dieser strikten Zweiteilung. So findet man beispiels-
weise auch bei 15-20% der endometroiden EC (Typ-I) sogenannte ,high-grade®-
Lasionen und eine Rezidivwahrscheinlichkeit von 20%, wahrend dies nur bei etwa
der Halfte aller Typ-I1I-EC der Fall ist [19]. Ein rein dualistisches Modell scheint
dem EC demzufolge nicht gerecht zu werden, weshalb sich die Forschung der letzten

Jahre auf die Identifizierung molekulargenetischer Merkmale konzentrierte. Dabei



fand man bei endometroiden EC gehauft Mutationen im PIK3CA-Signalweg (90%),
KRAS-Gen (20%) und FGFR2-Gen, wohingegen Typ-II-EC kein einheitliches Mu-
tationsprofil zeigten (sieche Abbildung A.1 im Anhang) [20-22]. Im Weiteren gelang
es, eine neue molekulargentische Subklassifizierung des EC zu etablieren. Diese un-
terscheidet, wie in Abbildung A.2 (im Anhang) dargestellt, 4 Subgruppen: ,POLE
ultramutated®, ,,Microsatellite instability hypermutated®, ,,Copy-number-low micro-
satellite stable“ und ,,copy-number-high serous-like“. Wahrend die Typ-II-EC auch
in dieser Einteilung einer Gruppe (,,copy-number-high serous-like“) zugeordnet wer-
den, ist auf diese Weise eine prézisere Subklassifizierung und Risikostratifizierung des
endometroiden EC moglich. In diesem Zusammenhang sind insbesondere die oben
benannten , high-grade“-Typ-I-EC von Interesse: Etwa ein Viertel von ihnen gehéren
zu den ,,copy-number-high serous-like“-Tumoren, die mit einer schlechten Progno-
se assoziiert sind. Fin weiteres Viertel lasst sich jedoch den prognostisch giinstigen
,POLE ultramutated“-Karzinomen zuordnen. Durch die Evaluierung des POLE-
Mutationsstatus und der Kopienzahlveranderungen im Rahmen der Diagnostik kon-
nen damit kiinftig aggressive Tumore friihzeitig identifiziert und gezielt behandelt

werden [17, 20].

1.1.4. Klinik und Diagnostik

Leitsymptom des EC ist die irregulére vaginale Blutung, die sich pramenopausal als
Meno- oder Metrorrhagie auflert oder als Postmenopausenblutung (PMB) auftritt.
90% aller EC werden initial durch eine solche Blutung diagnostiziert, weshalb sie
immer als suspekt zu werten ist [16, 23, 24]. Als Pradiktoren fiir das Vorliegen eines
EC, im Falle einer PMB, gelten: ein hohes Alter, das wiederholte Auftreten und die
Stérke der Blutung [24] Weitere Symptome konnen wehenartige Unterbauchschmer-

zen und dunkelbrauner, fotide riechender vaginaler Ausfluss sein [10, 16].

Jede postmenopausale Blutung sollte, unabhéngig von der sonografisch ermittelten
Schleimhautdicke und -struktur, histologisch abgeklart werden. Die hierfir nétige
Probenentnahme erfolgt invasiv im Rahmen einer Hysteroskopie durch fraktionierte
Abrasio [25] .

Ergibt sich daraus ein positiver Karzinombefund, schliefit sich das pratherapeutische
Staging zur Erfassung der Krankheitsausdehnung, im Sinne des FIGO- beziehungs-
weise TNM- Stadiums (siehe Tabelle A.1), und Planung des chirurgischen Regimes
an. Hierbei sind vor allem die Evaluation der Myometrium- und Zervixinvasionstiefe
sowie der Lymphknotenbefall von Bedeutung. Diagnostikum der Wahl stellt die Ma-
gnetresonanztomographie dar, obgleich sie eine operative Exploration bislang nicht
ersetzen kann. Obligatorisch sind des Weiteren die réontgenologische beziehungsweise

sonografische Beurteilung des Thorax und Abdomens [17, 25].



Tumormarker, wie CA-125, und andere pathobiochemische oder molekulargentische
Biomarker, die die Diagnose stiitzen und Progression oder Regression im Krankheits-
verlauf anzeigen, spielen derzeit eine untergeordnete Rolle im klinischen Alltag [10,
17]. Allerdings gibt es Bestrebungen diese weiter, insbesondere in die frithe Diagno-
stik, zu integrieren. HAVRILESKY et al. schlagen beispielsweise ein ,,5-Biomarker-
Panel“ aus Prolaktin, Wachstumshormon, Eotaxin, E-selectin und TSH vor [20].
Andere propagieren molekulargentische Priadiktoren, wie das Vorliegen von Muta-
tionen von Stathmin [27], L1ICAM [28] und POLE [20].

Ein generelles Screening bei asymptomatischen Frauen ohne Risikofaktoren wird
zurzeit noch nicht empfohlen, da die Messung der Endometriumdicke durch trans-
vaginale Ultrasonografie eine eingeschrinkte Aussagekraft besitzt und eine Endo-
metriumbiopsie zu aufwindig und invasiv ist. Ein potentieller Nutzen fiir Hochrisi-
kopatientinnen mit obengenannten Risikofaktoren oder hereditérer Belastung wird

aktuell diskutiert, konnte bisher aber noch nicht belegt werden [25].

1.1.5. Therapie

Die Basistherapie des EC ist in allen Stadien die operative, moglichst laparosko-
pische, Entfernung der Gebarmutter und beider Adnexe. Ab Stadium pT1lb (ver-
gleiche Tabelle A.1) sowie bei schlechter Zelldifferenzierung (G3) und Typ-II-EC
sollte zusatzlich die Lymphadenektomie aller pelviner und paraaortaler Lymphkno-
ten bis zum Nierenstiel durchgefiihrt werden. Bei fortgeschrittenen Typ-I-(T3a) und
Typ-1I-EC erfolgt auflerdem eine Omentektomie und die Entnahme mehrerer Pe-
ritonealbiopsien. Dieses Vorgehen verschafft einerseits, wie oben bereits erwéhnt,
einen Uberblick iiber die Krankheitsausdehnung und bildet so Grundlage weiterer
Therapieindikationen. Andererseits reduziert es die Tumormasse, beugt karzinom-
bedingten Blutungen vor und verbessert auf diese Weise auch die Prognose nicht

mehr kurabler Tumorstadien [10, 25].

Ein konservatives Vorgehen mit kontinuierlicher hochdosierter Gestagensubstituti-
on ist nur in frihen Stadien (Tla) eines gut differenzierten Typ-I-EC, bei nicht
abgeschlossener Familienplanung, unter engmaschiger Kontrolle zu erwégen. Nach
erfiilltem Kinderwunsch sollte aufgrund einer hohen Rezidivgefahr zeitnah die sta-

diengerechte chirurgische Therapie erfolgen [10, 25].

Erginzend zu dieser wird in Abhé&ngigkeit vom Tumorstadien eine adjuvante Radia-
tio empfohlen. Sie senkt nachweislich das lokoregionédre Rezidivrisiko. Der Einfluss
auf das Gesamtiiberleben ist jedoch umstritten und scheint zumindest in frithen Sta-
dien nicht gegeben zu sein. Je nach Tumorausbreitung und -differenzierung kommen

die vaginale Brachytherapie (frithe Stadien ab IA mit schlechter Differenzierung oder



IB mit guter Differenzierung) oder die Ganzabdomenbestrahlung mit pelvinen und
paraaortalem Boost zum Einsatz (Spate Stadien > IIT oder schlechter Differenzie-
rung). Die primére Strahlentherapie ist lediglich im Falle der Inoperabilitét indiziert

und dient dann der palliativen Symptomkontrolle [25].

Die systemische Therapie mit Chemotherapeutika (Kombination eines Platinprépa-
rates mit Paclitaxel) spielt bei der kurativen Behandlung des EC eine untergeordnete
Rolle und konnte nur in fortgeschrittenen Tumoren (FIGO III-IV) und schlecht diffe-
renzierten ,high-risk“-Karzinomen einen Vorteil gegeniiber der Radiatio zeigen. Sie
stellt eine Moglichkeit zur palliativen Symptomkontrolle dar, wobei in beiden Féllen
kein zusétzlicher Nutzen zur alleinigen symptomatischen Therapie eruiert werden
konnte [10, 25] .

1.1.6. Prognose

Das EC ist in der Regel, mit einer iiber allen Stadien ermittelten 5-Jahres-Uber-
lebensrate von 80%, mit einer guten Prognose assoziiert [5]. Wie bereits erwdhnt,
handelt es sich bei etwa 90% der Diagnosen um die weniger malignen, langsam wach-
senden Typ-I-EC, die zu knapp 80% im frithen T1-Stadium entdeckt werden und zu
diesem Zeitpunkt eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 80-90% haben. Nur etwa 15%
der Fille werden in fortgeschrittenen T3- oder T4- Stadien diagnostiziert, bedin-
gen jedoch 50% der Rezidive und tumorbedingten Todesfélle [16, 29]. Als progno-
stisch giinstig gelten: Progesteronrezeptor-Positivitiat, Typ-I-EC mit ,low-grade®-
Differenzierung, ein frithes Tumorstadium einhergehend mit geringer oder keiner
Myometriuminfiltration und fehlendem Lymphgefaeinbruch [16, 17]. Der BMI der
Patientinnen scheint ebenfalls einen Einfluss auf das tumorbedingte Uberleben zu
haben. Die hoéchsten Mortalitédtsraten wurden sowohl bei extrem unter- als auch
iibergewichtigen Frauen registriert. Untergewichtige Frauen entwickeln in der Regel
ein aggressives Typ-II-EC, welches per se mit einem schlechten Outcome verbun-
den ist. Ubergewichtige Frauen erkranken meist an prognostisch giinstigen Typ-I-
EC, weisen jedoch héufig zusédtzlich zahlreiche, limitierende Komorbiditéten, wie
Diabetes mellitus und Bluthochdruck, auf [8, 30, 31]. Trotz verbesserter Diagnose-
und Therapiemoglichkeiten konnte die altersstandardisierte Sterberate in den letz-
ten Jahren nicht weiter gesenkt werden und stagniert auf einem konstant niedrigen

Niveau. Derzeit verstirbt etwa eine von 200 am EC erkrankten Frauen [5].



1.2. Zellzykluskontrolle und Einfluss verschiedener

Polymorphismen

Grundlage fiir die Karzinogenese ist eine defizitire Zellzyklusregulation in prolife-
rierendem Gewebe. Unter physiologischen Bedingungen unterliegt jede Zelle einem
streng regulierten vierphasigen Proliferationszyklus, der eine fehlerfreie Weitergabe
des Genoms an die Tochterzellen garantiert, das heifit Schaden des Erbguts detektiert
und wenn moglich repariert oder Apoptose einleitet. Wird dieses komplexe Netz-
werk durch ein Ungleichgewicht von pro- und antimitotischen Signalen oder gain-
beziehungsweise loss-of-function-Mutationen von Onko-/Tumorsuppressorgenen ge-
stort, konnen sich betroffene Zellen im Weiteren ungehindert teilen. Ein Schliis-
selprotein des beschriebenen Netzwerkes ist pb3, auf welches im Folgenden néher

eingegangen werden soll.

1.2.1. p53

Der Transkriptionsfaktor p53 wurde 1979 entdeckt und ist seither als sogenannter
sWéchter des Genoms* bekannt [32, 33]. Er ist fiir die Veranlassung einer spezifi-
schen Stressantwort verantwortlich, welche die Integritdt des Genoms wahren und
Tumorentstehung verhindern soll. Wie wichtig die Erfiilllung dieser Aufgabe ist, wird
deutlich, wenn p53 mutationsbedingt ausfillt, wie es bei einer Vielzahl hereditar und
sporadisch auftretender Tumoren der Fall ist [34, 35]. Um diese Funktion zu erfil-
len, ist p53 in ein komplexes Netz aus Regulatoren und Koaktivatoren integriert.
Steht eine Zelle unter Stress, wie beispielsweise DNA-Schédigung, Telomerverkiir-
zung, Hypoxie, Onkogenaktivierung oder Nahrstoffmangel, wird je nach Ausmaf} des
Schadens entweder Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur oder Apoptose induziert.
Welcher dieser Wege eingeschlagen wird, entscheiden verschiedene Faktoren, wie das
Vorhandensein extrazellulirer Uberlebensfaktoren, die Prisens weiterer onkogener
Mutationen oder die Verfiigbarkeit von Transkriptions- und Koaktivatoren sowie die
Art und Intensitdat der zelluliren Noxe, die unterschiedlich hohe p53-Proteinlevel
bewirken [zusammengefasst in 36, 37]. p53 kann weiterhin die Expression einiger
proliferativer, proangiogentischer Gene, wie zum Beispiel VEGF-A, unterdriicken

und so der Tumorentstehung entgegenwirken [38, 39].

Die vielféltigen zentralen Funktionen von p53 erfordern eine strikte Regulation der
Stabilitdt und Aktivitdt des Transkriptionsfaktors, die iiber zahlreiche Regelkreise
auf nahezu allen Ebenen, das heif3t von der Transkription bis zur posttranslationalen
Modifikation, gewéhrleistet wird [zusammengefasst in 40]. Im Mittelpunkt steht die
Stabilisierung und die damit verbundene zelluldre Konzentration von p53. Unter phy-

siologischen Bedingungen werden die zytosolischen p53-Proteinlevel gering gehalten



und pb3, nach einer kurze Halbwertszeit, Ubiquitinligase-mediiert, der proteosoma-
len Degradation zugefiihrt. An diesem Prozess sind verschiedene E3-Ubiquitinligasen
beteiligt, wie E6-AP, Arf-Bindeprotein 1 [11], COP1 [412], Pirh2 [43], Synoviolin [44]
und MDM2 [45]. Das ,murine-double-minute 2“-Protein (MDM2), bestehend aus
3 Doménen mit insgesamt 491 Aminosduren, ist der wichtigste Negativregulator
des p53 und ist mit ihm eng iiber eine autoregulatorische Riickkopplungsschleife
verkniipft [zusammengefasst in 45, 46]. Das zugehorige Gen befindet sich auf dem
Chromosomenabschnitt 12q13-14 und wird iiber zwei Promotoren, P1 und P2, re-
guliert [47]. Vor dem zweiten Promotor P2 befindet sich ein p53-bindendes Element,
woriiber p53 die Expression von MDM2 stimuliert [48]. MDM2 wiederum destabili-
siert und inaktiviert p53 auf vielfidltige Weise, wobei die wesentlichen Mechanismen
die bereits erwahnte Ubiquitinylierung von p53, durch die C-terminale Ringdoma-
ne mit E3-Ubiquitinligase-Aktivitdt und die Maskierung der promotorspezifischen
Bindestellen durch Bindung der N-terminalen Transaktivierungsdoméne sind [45,
49]. Unter dem Einfluss von zelluldrem Stress wird p53 iiber zahlreiche Wege sta-
bilisiert und der beschriebene Regelkreis mit MDM2 durchbrochen. Eine Méglich-
keit besteht in der Phosphorylierung beider Proteine durch stressinduzierte Kinasen
(Casein-Kinasel/2, ATM, ATR, CHK1/2, JNK, DNA-PK [zusammengefasst in 50]),
wodurch ihre Interaktion gehemmt und die Stabilitdt des p53 erhoht wird [zusam-
mengefasst in 51]. Eine Andere wird beispielsweise durch die Hemmung von MDM2,
durch Inhibition seiner Transkription oder durch p14ARF-mediierte Blockierung sei-
ner Funktion realisiert [52]. pl4ARF induziert zudem, in Abhéngigkeit von Onko-
genaktivierung, die Expression von p53 [53]. Ein weiterer wichtiger Regulator ist das
490 Aminosiuren umfassende Protein MDM4, welches groBe strukturelle Ahnlich-
keiten zu MDM2 aufweist, jedoch, im Bezug auf p53, ambivalente Funktionen hat.
Es bindet einerseits, wie MDM2, die Transaktivierungsdoméne des p53 und bildet
iiber die C-terminale Ringdoméne Heterodimere mit MDM2, wodurch dieses stabi-
lisiert und die Aktivitdt des Tumorsuppressors infolge dessen reduziert wird [416, 54,
55]. Andererseits schiitzt MDM4 p53 vor der MDM2-mediierten Degradation [56].

Ebenso vielfiltig wie die Regulation der Stabilitdt, ist die Regulation der Aktivitét
von pb3. Durch posttranslationale Modifizierungen, wie (De-)Phosphorylierungen
[57], Acetylierungen [58], Glykosylierungen [59], Ribosylierungen [60] oder Sumoyla-
tion [61], konnen die C-terminalen sequenzspezifischen DNA-Bindestellen und so die
Transkriptionsaktivitdt des p53 sowie sein Oligomerisierungszustand und Promo-
torspezifitit variiert werden. Diese werden durch Transkriptionskoaktivatoren, wie
zum Beispiel p300, CBP oder PCAF, mediiert oder sind durch DNA-Schidigungen

induzierbar [62].



1.2.2. Einfluss von Einzelnukleotidpolymorphismen auf die
Regelkreislaufe des p53

Einzelnukleotidpolymorphismen (englisch: single nucleotide polymorphisms, SNP)
sind die haufigsten genetischen Variationen, die im Gegensatz zu Mutationen mit
einer hoheren Allelfrequenz von iiber 1% in der Population auftreten [63]. Sie kon-
nen sowohl in kodierenden als auch nicht-kodierenden Bereichen der DNA lokali-
siert sein. Die Stérke ihrer Auswirkungen auf den Organismus, wie zum Beispiel
die Anfilligkeit fur Krankheiten oder das Ansprechen auf Therapiestrategien, kann
dementsprechend erheblich variieren. Bisher wurden, entsprechend der Datenbank
des ,National Center for Biotechnology Information“ (ncbi, Stand 04/2016), 154
Millionen SNP im humanen Genom identifiziert, 1335 davon in 82 Genen des p53-
Regelkreislaufes [64].

p53 Codon72-Polymorphismus (rs1042522)

Ein gut untersuchter Polymorphismus im TP53-Gen befindet sich im Codon 72, wel-
ches in der prolinreichen Sequenz zwischen der N-terminalen Transaktivierungs- und
der zentralen DNA-Bindungsdoméne im vierten Exon gelegen ist. Es kodiert in der
Wildtypsequenz, Cytosin-Guanin-Cytosin, fiir die Aminosédure Arginin (Arg). Beim
beschriebenen Polymorphismus kommt es zu einem Basenaustausch des Guanins zu
einem Cytosin (G > C), was die Translation der Aminosaure Prolin (Pro) nach sich
zieht [65]. Aufgrund der Lage in der Polyprolinsequenz, die fiir die Apoptoseindukti-
on von Bedeutung ist, ergibt sich je nach Aminosédure eine unterschiedliche Funkti-
onsfahigkeit des p53 [66]. Die Allele unterscheiden sich weiterhin in ihrer Kapazitét,
die Transkription ihrer Zielgene zu initiieren und mit anderen Tumorsuppressoren
wie p73 zu interagieren sowie ihrer Anfélligkeit gegeniiber der MDM2-mediierten
Degradation. Demnach ist die Arginin-Form des p53 hdufiger an Mitochondrien lo-
kalisiert und interagiert daher besser mit proapoptotischen Proteinen. Folglich weist
sie eine groflere Kapazitiat zur Apoptoseinduktion auf und ist effektiver in der Unter-
driickung der Transformation als die Prolin-Variante. Fiir den Organismus bedeutet
das zunéchst einen gewissen Schutz vor der Entstehung von Tumoren, bei Manifesta-
tion eines Malignoms jedoch eine verkiirzte Uberlebenszeit [67-69]. Diese proapopto-
tische Wirkung konnte auch unter Chemotherapie beobachtet werden und korrelier-
te mit einem besseren Therapieansprechen im Vergleich zur Prolin-Form [70]. Fiir
Letztere konnte jedoch gezeigt werden, dass sie mehr G1-Zellzyklusarrest und p53-
abhéngige DNA-Reparatur initiiert. Dementsprechend konnte man dieses Allel mit
einer hoheren Tumorinzidenz auf der einen Seite und einem verlidngerten Uberleben
auf der anderen Seite assoziieren [63, 71]. Die klinische Relevanz dieser Daten wur-
de vielfach untersucht, was zum Teil kontrire Aussagen hervorbrachte. Man schloss

daraus, dass der Allelstatus des p53-Codon72-SNP immer im Kontext mit anderen



Faktoren, wie Mutationen und populations- oder geschlechtsspezifischen Merkmalen
untersucht werden sollte. DAHABREH et al. fasste die vorhandenen Daten tiber den
Einfluss dieses SNP auf die vier hdufigsten Tumoren in einer Metaanalyse wie folgt
zusammen: Fiir Mamma-, Kolon- und Endometriumkarzinome besteht wahrschein-
lich keine Assoziation, wohingegen eine schwache Korrelation der Prolin-Form mit

dem Auftreten von Lungenkarzinomen verzeichnet werden konnte [72].
MDM2 SNP 309 (rs2279744)

Dieser Polymorphismus umfasst einen Basenaustausch von Thymin zu Guanin (T
> G) an der 309. Position des ersten Introns des MDM2-Gens [73]. In dieser Regi-
on befindet sich ebenfalls der zweite, p53-abhéngige Promotor, der unter zelluldrem
Stress die Expression von MDM2 initiiert [74]. Der Basenaustausch hat eine Ver-
langerung der Bindungsstelle des Kotranskriptionsaktivator SP1 zur Folge, was mit
einer vierfach hoheren Affinitdt desselben einhergeht. Das Guanin-Allel verursacht
aus diesem Grund erhéhte MDM2-Level sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebe-
ne. Daraus resultieren erniedrigte p53-Konzentrationen, verbunden mit reduzierter
Funktionsfahigkeit, insbesondere in Bezug auf die Initiation von DNA-Reparatur
und Apoptose. Fiir den Organismus hat dies eine beschleunigte Akkumulation von
Mutationen und daher eine erhohte Anfélligkeit fir die Entstehung von Tumoren
zur Folge [73]. Einige Studien konnten diesen Zusammenhang nur bei Frauen fest-
stellen, was einen Zusammenhang mit dem Ostrogenstoffwechsel nahelegte und den
Fokus der Forschung auf hormonsensitive Tumoren riickte [75, 76]. Eine Studie an
Mammakarzinompatientinnen, eruierte ein 7 Jahre fritheres Auftreten von 6strogen-
rezeptorpositiven Tumoren bei Vorliegen des G-Allels [75]. Ein Zusammenhang mit
Ovarialkarzinomen konnte allerdings nur in Verbindung mit p53-Mutationen und
der Expression von BRCA1 und 2 beobachtet werden [77, 78]. 2007 untersuchten
WALSH et al. erstmals den Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Auftreten von EC
und ermittelten ein 2,76 fach erhohtes Risiko fiir den G/G-Genotypen. Dieses Risiko
bestand insbesondere fiir das 6strogenabhingige Typ-I-EC der postmenopausalen
Frau. Eine Assoziation zum Diagnosealter oder Tumorstadium konnte nicht gezeigt
werden [79-81]. Eine Metaanalayse von WO et al. fasst die vorliegenden Daten wie
folgt zusammen: Ein signifikant erhdhtes Risiko besteht bei homozygoter Auspré-
gung des G-Allels fiir das Bronchial-, Kolorektal-, Hepatozelluldre-, Magen- und
Endometriumkarzinom sowie fiir die Akute Myeloische Leukédmie. Ein erniedrigtes
Risiko ldsst sich hingegen fiir das Prostatakarzinom verzeichnen [82]. Die Auswir-
kungen des MDM2 SNP 309 werden offensichtlich von weiteren Faktoren beeinflusst,
wie zum Beispiel dem Hormonrezeptorstatus. Bereits 1993 konnte gezeigt werden,
dass Zellen mit Ostrogenrezeptorbesatz 30 mal mehr MDM2 exprimieren als dstro-
genrezeptornegative [33]. Vermittelt wird dieser Effekt iiber den Ostrogenrezeptor a

(ER «), welcher im Komplex mit Ostrogen als Transkriptionsfaktor in der Region



des P2-Promotors bindet und die Expression von MDM2 in Kooperation mit SP1
aktiviert. Da die Bindungsaffinitdt von SP1 durch das G-Allel des MDM2 SNP 309
verstarkt wird, steigt die ostrogenabhéngige MDM2-Expression [34-86]. Vor dem
Hintergrund, dass die Tumorgenese nicht auf singuléren genetischen Verdnderun-
gen beruht, untersuchten einige Studien, neben dem Einzeleffekt des MDM2 SNP
309, zusédtzlich die Auswirkung dieses SNP in Kombination mit anderen, zum Bei-
spiel dem p53 Codon72 SNP. Dabei konnten sie fir die Kombination G/G (MDM2
SNP 309) + Arg/Arg (p35 Codon72) ein erhohtes Erkrankungsrisiko und eine As-
soziation zur schlechteren Differenzierung der Tumoren feststellen. Sie folgerten aus
diesen Beobachtungen, einen gréfleren Effekt der kombinierten Genotypen, auf die

sich kiinftige Studien fokussieren sollten [87-90].
MDM4 SNP 31826 (rs1563828)

MDM4 spielt, wie sein Strukturhomologon MDM2, eine wesentliche Rolle im Regel-
kreis des Tumorsuppressors p53. Fiir genetische Alterationen und Polymorphismen
im entsprechenden Gen wird deshalb ein Einfluss auf die Karzinogenese vermutet
und aktiv untersucht. ATWAL et al. publizierten 2009 erstmals den Zusammenhang
verschiedener Polymorphismen im MDM4-Gen mit dem Auftreten von Ovarialkar-
zinomen und ermittelte fiir den MDM4 SNP 31826 eine Korrelation mit dem Dia-
gnosealter der Patientinnen. Dieser befindet sich im zehnten Intron des MDM4-Gens
und umfasst einen Einzelbasenaustausch von einem Cytosin zu einem Thymin (C
> T) [91, 92]. Mit welchen zelluldren Verdnderungen dieser Basenaustausch einher-
geht, ist bisher allerdings noch nicht eindeutig geklart. Man geht davon aus, dass
das T-Allel einen direkten oder indirekten Einfluss auf alternative Spleifivorgén-
ge der MDM4-mRNA nimmt und die Expression von kiirzeren MDM4-Isoformen,
MDM4-S oder MDM4-211, zur Folge hat. MDM4-S bindet p53 und hemmt sei-
ne Funktion als Transkriptionsfaktor besser als die langen MDM4-Isoformen [93].
MDM4-211 wiederum stabilisiert MDM2, woraus eine gesteigerte Degradation des
p53 resultiert [94]. Kurze MDM4-Isoformen haben auflerdem eine geringere Affinitét
zu 14-3-3, welches nach stressinduzierter Phosphorylation des MDM4 dessen Kern-
import mediiert, wo die MDM2-abhéngige Degradation stattfindet [95]. Beide Iso-
formen tragen dementsprechend zu einer Stabilisierung des MDM4, verbunden mit
einer verstiarkten p53-Inaktivierung, bei, woraus eine beschleunigte Kanzerogene-
se resultiert. Eine bevorzugte Expression kurzer MDM4-mRNA-Isoformen bedeutet
auflerdem ein reduziertes Level an gewOhnlicher, der . full-length“ -, MDM4-mRNA
(MDM4-FL), sodass sich das zelluldre Verhédltnis MDM4-S / MDM4-FL zugunsten
der kurzen Spleifivariante verschiebt. Verschiedene Studien an Weichteil- [96] und
Osteosarkomen [97], Glioblastomen [98] und papillaren Schilddriisenkarzinomen [99]
konnten dieses Ungleichgewicht beobachten und mit fortgeschrittenen Tumorstadi-

en, einem hoheren Metastasierungsrisiko und schlechteren Uberleben assoziieren. Ob
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die Ausprigung des Thymin-Allels des MDM4 SNP 31826 der Grund fiir die Uber-
expression kurzer MDM4 Isoformen ist, wurde in diesen Studien allerdings nicht
untersucht. Vor diesem Hintergrund wiirde man demnach ein erhéhtes Tumorrisko
und/oder eine Prognoseverschlechterung bei Vorliegen des T/T-Genotypen erwar-
ten. Die Ergebnisse aus verschiedenen Studien an Ovarial-, ER-negativen Mamma-
und Nasopharyngealkarzinompatienten konnten diese Zusammenhénge jedoch nur
bedingt bestatigen. So konnte fiir das homozygote Minor-Allel (T/T) auf der einen
Seite eine frithere Tumormanifestation beobachtet werden, was fiir eine akkzelerierte
Tumorgenese spricht. Auf der anderen Seite zeigten diese Patienten im Vergleich zu
den anderen Genotypen lingere Uberlebenszeiten [91, 92, 100]. Der Einfluss auf die
Entstehung des EC ist bisher noch unklar.

MDM4 SNP 34091 (rs4245739)

2010 wurde ein weiterer Polymorphismus im MDM4-Gen entdeckt. Dieser befindet
sich in der 3’-Untranslatierten Region (3"UTR) an der Position 34091 des Gens
und bildet durch einen Einzelbasenaustausch von einem Adenin zu einem Cyto-
sin (A > C) eine neue Bindungsstelle fiir mikro-RNA (hsa-miR-191 und miR-887)
[101, 102]. Mikro-RNA sind ca. 22 Nukleotide umfassende, einzelstrangige, nicht-
kodierende RNA-Molekiile, die der posttranskriptionalen Genregulation dienen. Sie
binden, entsprechend der komplementédren Basenpaarung, mRNA kodierender Ge-
ne und spalten diese [103] oder unterdriicken ihre Translation [104], woraus eine
Destabilisierung und Reduktion der mRNA-Konzentration und damit eine Herun-
terregulierung bestimmter Gene resultiert[105]. Dies gilt auch fiir MDM4-mRNA mit
Auspriagung des C-Allels am genannten Polymorphismus. Daraus resultiert eine sin-
kende MDM4-Konzentration und so eine Stabilisierung des p53. Entsprechend dieser
Erkenntnisse erwartet man fiir das Wildtyp-Allel (T), welches nicht von hsa-miRNA-
191 gebunden wird, erhohte MDM4-Level, einhergehend mit einer abgeschwich-
ten phH3-Stressantwort und erhéhtem Tumorrisiko. Dieser Effekt wurde seither viel-
fach untersucht und konnte fiir Non-Hodgkin-Lymphome [106], Prostata- [102, 107]
und Osophaguskarzinome [108] bestétigt werden. Untersuchungen an Ovarial- und
Mammakarzinomen erbrachten heterogene Ergebnisse und konnten sowohl risikore-
duzierende [101, 109, 110] als auch risikoerhthende Effekte [111-114] zeigen. Fir
das EC lie sich bisher keine Assoziation feststellen [114]. Als mogliche Erklarung
fiir diese kontraren Ergebnisse wurden zum Einen populationsspezifische Unterschie-
de der Allelverteilung angegeben und zum Anderen divergierende Mutationsprofile
der einzelnen Karzinome in Betracht gezogen [114]. Es gibt weiterhin Anhaltspunk-
te fiir die Interaktion dieses SNP mit anderen. So zeigte bereits ATWAL et al.
ein Kopplungsgleichgewicht (,linkage disequilibrium®, LD) zwischen den beiden be-
schriebenen MDM4-Polymorphismen 31826 und 34091. Das bedeutet, dass sich ihr
Allelstatus gleichsinnig verdndert und sich die Effekte beider SNP méoglicherweise
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erganzen [91]. Eine andere Studie postuliert des Weiteren einen Zusammenhang mit
dem p53 Codon72 SNP an Brustkrebspatientinnen: Frauen mit Arg/Arg-Genotypen
und mindestens einem C-Allel wiesen hierbei ein 0,16 faches Erkrankungsrisiko im

Vergleich zu denen mit homozygoten Pro-Genotyp und T-Allel auf [109].

1.2.3. Einfluss von Ostrogen auf die Tumorgenese und Regelkreislaufe
des p53

Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Entstehung von hormonsensitiven Tumoren ist
der Ostrogenstoffwechsel. Wie bereits erwihnt, beeinflussen Ostrogene unter an-
derem die pb3-Regelkreisldufe und wirken proliferativ. Sie koénnen weiterhin die
Sekretion von Wachstumsfaktoren, wie Interleukin 8 und VEGF, stimulieren und
auf diesem Weg proangiogenetisch wirken [zusammengefasst in 115] Des Weiteren
wurden genotoxische Effekte des Ostrogens und einiger seiner Derivate selbst sowie
Defekte in deren Metabolismus, welche fehlerhafte Apoptose und DNA-Reparatur
verursachen, nachgewiesen [37, 116]. Genetische Alterationen in entsprechenden Ge-
nen kénnen aufgrund dessen die Tumorentstehung beeinflussen. Der Ostrogeneffekt
wird {iber zwei Rezeptoren vermittelt, Ostrogenrezeptor (ER) a und f3, die grofie
strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen [117], deren Gene, ESR1 und ESR2, jedoch
auf unterschiedlichen Chromosomen (6p25-27 [118] beziehungsweise 14q22-24 [119])
lokalisiert sind [reviewed in 120]. Beide unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Funk-
tionen: Wahrend ER « Differenzierung und Proliferation vermittelt, wirkt ER
eher modulierend und antiproliferativ, sodass die tatsichliche Ostrogenwirkung von
dem Expressionsverhéltnis beider Rezeptoren abhéngig ist [zusammengefasst in 120,
121]. Der ER « greift auf unterschiedliche Weise in den MDM2-p53-Regelkreis ein:
Zum Einen stimuliert er, wie bereits erwdhnt, als Transkriptionsfaktor die Expres-
sion von MDM2 und hemmt auf diesem Weg die Funktion des p53. Zum Anderen
schiitzt er im Komplex mit Ostrogen p53 vor der MDM2-mediierten Degradation
[122]. Akkumuliertes p53 hemmt wiederum die ER oa-initiierte Transkription der
Schliisselgene, welche Zellproliferation und-progression beeinflussen [123-125]. Bei-
de werden MDM2-abhéngig abgebaut und unter zelluldrem Stress stabilisiert [120].
Neuere Studien weisen aulerdem auf Interaktionen des ER o mit MDM4 sowohl auf
Expressions- als auch auf Proteinebene hin, was den komplexen Regelkreis um einen
zusétzlichen Akteur erweitert. Laut SWETZIG et al. stimuliert der ER « auch die
Expression von MDM4, p53-unabhéngig, wihrend MDM4 die ER «a-FExpression im
Sinne einer negativen Riickkopplungsschleife hemmt. Des Weiteren gibt es Hinwei-
se fiir eine direkte oder indirekte Protein-Protein-Interaktion zwischen ER « und
MDM4 [127].
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2. Zielstellung

Den Ausfiihrungen der Einleitung folgend, stellt das EC eine relevante Erkrankung
der Frau dar. Es ist zwar in der Regel mit einer guten Prognose assoziiert, jedoch gibt
es nach wie vor, vor allem unter den Typ-I-EC, unvorhergesehene schlechte Verlaufe.
Durch die Identifizierung diverser genetischer Alterationen wie Mutationen, Kopien-
zahlveranderungen und Einzelnukleotidpolymorphismen, gelang es bereits, eine neue
Subklassifizierung, basierend auf molekulargenetischen Merkmalen, zu etablieren. Sie
stellt einen wesentlichen Beitrag fiir die Entwicklung einer préziseren Risikostratifi-
zierung und individuelleren Therapie dar. Inwieweit bekannte Polymorphismen, wie
der p53 Codon72 SNP, MDM2 SNP 309 und die MDM4 SNP 31826/34091, das EC
beeinflussen und gegebenenfalls als weitere molekulargenetische Biomarker fungie-
ren konnen, wurde bisher nicht endgiiltig geklart. Insbesondere ihr Einfluss auf das
Manifestationsalter und das Uberleben wurde bislang unzureichend untersucht. Die
Klérung dieser Fragen war daher das Ziel dieser Arbeit. Hierfiir wurde die asser-
vierte DNA eines bereits bestehenden Kollektives aus 170 EC-Patientinnen und 198
gesunden Kontrollen beziiglich ihrer Allelfrequenzen der vier SNP untersucht und

mit klinischen Daten korreliert.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Studienpopulation

Grundlage der sich anschliefenden Untersuchungen zum Einfluss der ausgewéhl-
ten SNP auf die Entstehung des EC bildet ein Studienkollektiv aus 170 Frauen
im Alter zwischen 39,8 und 86,9 Jahren, bei denen die Diagnose im Zeitraum von
1998 bis 2002 gestellt wurde. Sie wurden, entsprechend der geltenden Leitlinien,
stadiengerecht zu etwa gleichen Teilen in den 3 groflen gynikologischen Kliniken
des Raumes Halle (Universitdtsklinikum Halle, Krankenhaus St. Elisabeth & St.
Barbara Halle, Carl-von-Basedow-Klinikum Merseburg) operativ therapiert und bis
2005 nachbeobachtet. Die Zusammenstellung dieses Kollektivs und die Asservati-
on der Tumor-DNA erfolgten bereits fiir eine frithere Arbeit ,,Prognosefaktoren in
Endometriumkarzinomen“ von Annette Bangemann. Hier wurden zudem verschie-
dene klinische Merkmale, unter anderem zu Diagnosealter, Uberlebensdauer, Histo-
logie, Ostrogenrezeptorexpression, Erkrankungsstadium und veranlasster Therapie,
erfasst. In diesem Rahmen wurde auflerdem das Einverstidndnis der Patientinnen
zur Auswertung ihrer Daten in wissenschaftlichen Studien eingeholt. In Tabelle 3.1
wurden die wichtigen Charakteristika nochmals kurz zusammengefasst. Unter den
170 beobachteten Patientinnen erkrankten 92,4% an einem Typ-I-und 7,6% an ei-
nem Typ-II-EC, was in etwa der in der Literatur geldufigen Verteilung entspricht.
Abbildung 3.1 zeigt die Verteilung der Diagnosealter. Im Mittel waren die Frauen
zum Diagnosezeitpunkt 67,3 Jahre alt, wobei diejenigen mit einem Typ-I-EC et-
wa 4,3 Jahre (67,0 Jahre) frither erkrankten als diejenigen mit einem Typ-II-EC
(71,3 Jahre). Uber 90% der Fille wurden in einem frithen FIGO I oder II-Stadium
entdeckt. Die nachweisbare ER-Expression unterschied sich, entsprechend der Atio-
logie, zwischen den Karzinomtypen: Wahrend Typ-I-EC zu etwa gleichen Teilen als
»~ER-positiv¢ beziehungsweise als ,,ER-negativ® identifiziert werden konnten, lieflen
sich die Rezeptoren bei der Mehrzahl der Typ-II-EC (84,6%) nicht nachweisen. Ein
weiterer deutlicher Unterschied konnte beziiglich der Uberlebenszeiten festgestellt
werden (siehe Abbildung 3.2): Am Ende des Beobachtungszeitraumes (2005) lebten
84,7% der am Typ-I-und nur 38,5% der am Typ-II-EC erkrankten Patientinnen.
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Unter den Frauen, die am endometroiden EC verstarben, betrug die mittlere Uber-
lebenszeit 82,1 Monate (95%-KI = 77,8-86,3). Typ-II-EC-Patientinnen verstarben
hingegen bereits im Mittel nach 43,6 Monaten (95%-KI = 25,2-62,0), 50% von ihnen

schon 29,8 Monate nach der Diagnosestellung. Dieser Unterschied war unabhéngig

von der ER-Expression.

Tabelle 3.1.: Klinisch-pathologische Daten der Studienpopulation

Charakteristika Typ-I-EC Typ-1I-EC
Fallzahlen 157 13
Mittelwert 67,0 71,3
Median 68,8 71,4

106 endometroid-klassisch
31 endometroid-squamos

15 endometroid-sekretorisch
5 endometroid-villoglandulér

4 seros
3 klarzellig
6 gemischtzellig

positiv 83 2

negativ 74 11
Tumorstadium nach FIGO

I 117 8

IT 30 1

I11 10 4
Therapie

Hysterektomie 3 0

+ Adnektomie 103 7

+ Lymphadenektomie 29 5

+ Kolektomie/Exenteration | 3 0

Palliatives Debulking 1 0

Fehlende Daten 18 1

Am Tumor verstorbenen | 24 8
Falle
Mittleres Uberleben in Mo- | 82,1 43,6

naten

Als Vergleich dienten die Daten von insgesamt 182 gesunden Blutspenderinnen im
Alter zwischen 19 und 85 Jahren, von denen jedoch nicht jeder Polymorphismus
analysiert wurde, weshalb sich im Folgenden die Anzahl der Kontrollpersonen un-
terscheidet.
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3.1.2. Primer

Tabelle 3.2.: Verwendete Primer

SNP Primer Sequenz 5’-3’

MDM2 SNP | SNP309fw 5-CGGGAGTTCAGGGTAAAGGT-3’

309 SNP309c-bw 5-AAAGCTGAGTCAACCTGC-3’
SNP309b-bw 5-TGAGTCAACCTGCCCACTG-3

MDM4 SNP | MDMX31684fw | 5'-GCTTAATTTCCACACAGATTAG-3’

31826 MDMX32015rev | 5-TTGGCAATGAACTACCATAATG-3’
MDMX31778fw | 5-TGACAACTCAAGTCTAGACCCAAA-3
MDMX31865rev | 5-TGTGTTACCTGTGGCAAGACTAA-3

MDM4 SNP | MDMX34091fw | 5’-AGCATAATGGTAGTACGAACATA-3’

34091 XEx-2rev 5-ACAGTCATGAGACAGCTAAACT-3

p53 Codon72 | p53Ex4199 5-ATCTACAGTCCCCCTTGCCG-3’

SNP p53Ex4200 5-GCAACTGACCGTGCAAGTCA-3
pH3Ex4fw 5-CGTTCTGGTAAGGACAAGGGT-3’
pH3Exdrev 5-AAGAAATGCAGGGGGATACGG-3’

3.1.3. TagMan SNP Genotyping-Assays

p53 Codon72 SNP (rs1042522)
MDM4 SNP 31826

3.1.4. Enzyme

GoTaq Green Master Mix

Hot Star Taq

HRM-Master Mix

3.1.5. Kits

BigDye Terminator Sequencing Kit

v1.1/v3.1

PCR-Kombi-Kit
Type-it HRM PCR Kit

Applied Biosystem, USA
Applied Biosystem, USA

Promega, Heidelberg
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Applied Biosystem, USA

Seqlab, Gottingen
Qiagen, Hilden
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Agarose

Bidest. Aqua

Bromphenolblau

DNA Standard (100 bp Leiter)
dANTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP)

EDTA

Ethanol (96%)

Ethanol (70%)
Ethidiumbromid
Natriumacetat

Q-Solution

3.1.6. Chemikalien
3.1.7. Puffer und Losungen

10x Puffer

5x TBE Puffer:

54g Tris-HCl

27,5g Borsaure

20 ml EDTA (0,5 M, pH 8)
Aqua bidest. auf 11 auffiillen

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

3.1.8. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Bioplex
Cubis (Analysewaage)
Consort E321

Fusion Fx7

Mettler AM 100 (Analysewaage)
Mikropipetten

Peltier Thermal Cycler Tetrad 2
Pipetten

Reaktionsgefifie

Rotor Gene RG 3000

Rotor Gene RG 6000
Thermomixer compact
Vortex-Genie2

Zentrifuge 5804 R

Strehlau & Kruse GmbH, Freiburg
Sartorius AG, Gottingen
Angewandte  Gentechnologie
GmbH, Heidelberg

Vilber Lourmat, Frankreich
Mettler, Giessen

Eppendorf, Hamburg

Bio Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Eppendorf, Hamburg
Scientific Industries, USA
Eppendorf, Hamburg

18

Systeme



3.2. Methoden

Fir die vorliegende Arbeit stand die bereits isolierte und aufgereinigte DNA aus
den Tumorproben des oben beschriebenen Studienkollektivs beziehungsweise aus den
Blutproben der Kontrollpersonen zur Verfiigung. Der Schritt der DNA-Extraktion
entfiel somit, und die praktische Arbeit konzentrierte sich auf die Genotypisierung
der einzelnen Polymorphismen. Diese erfolgte mithilfe unterschiedlicher Methoden,
denen allen das Prinzip der Polymerasekettenreaktion (englisch: polymerase chain
reaction, PCR) zugrunde lag. Die Auswahl des geeigneten Verfahrens ergab sich
im experimentellen Verlauf in Abhéngigkeit von Ressourcenverfiigbarkeit und Pro-
benqualitit, sodass nicht jede Methode fiir jeden der vier SNP verwendet werden

konnte.

3.2.1. Sequenzierung der Genorte nach Sanger

Eine fiir alle Polymorphismen anwendbare, aber aufwiandige Mdoglichkeit zur Ana-
lyse eines Polymorphismus ist die Sequenzierung des ihn beinhaltenden Genorts.
Dieser sollte nicht langer als wenige 100 Basenpaare sein und musste daher im ers-
ten Schritt mittels PCR und spezifischer Primer aus der Tumor-DNA isoliert und

amplifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde auf folgendes Reaktionsprofil

zuriickgegriffen:
Pipettieransatz 25ul Reaktionsprofil
12,5ul GoTaq Green Master Mix 1. Initiale Aktivierung 95°C 15 min
8,0ul bidest. Aqua 2. 40 Zyklen
1,0pul des jeweiligen fw/rev-Primers (20uM) 2.1 Denaturierung 95°C 15 sec
2,5ul DNA 2.2 Annealing 58°C 20 sec

2.3 Elongation 72°C 30 sec
3. Finale Elongation 72°C 10 min

Tabelle 3.3.: Annealingtemperatur
MDM?2 SNP 309 | MDM4 SNP 31826 | MDM4 SNP 34091 | p53 Codon72 SNP

58°C | 56°C | 55°C | 58°C

Um den Erfolg der abgelaufenen Reaktion zu iiberpriifen, wurden dann jeweils 5, 0ul
der entstandenen Produkte auf ein 1% Agarosegel (0,3g Agarose und 30ml 0,5x TBE-
Puffer versetzt mit 2, 5ul Ethidiumbromid) aufgetragen und im elektrischen Feld bei
80V aufgetrennt. Nach 20min wurde das Ergebnis unter UV-Licht betrachtet und
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ausgewertet. Die verbliebenen 20ul PCR-Produkte wurden nach erfolgreicher PCR
mithilfe des PCR-Kombi-Kit der Firma Seqlab nach Angaben des Herstellers auf-
gereinigt. So konnten sie bei -80°C dauerhaft gelagert oder der Sequenzierreaktion
zugefithrt werden. Diese erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruchsynthese nach
SANGER, basierend auf den Grundlagen der PCR, nach folgendem Reaktionspro-
fil:

Pipettieransatz 20l Reaktionsprofil

12,0ul 5x Puffer 1. Initiale Aktivierung 96°C 1 min

4,0ul des jeweiligen Primers (0,8pM) 2. 26 Zyklen

2,0ul Terminator Mix 2.1 Denaturierung 96°C 10 sec

2,0ul aufgereinigtes PCR-Produkt 2.2 Annealing 50°C 5 sec
2.3 Elongation 60°C 4 min

Nach abgelaufener Sequenzierreaktion erfolgte die Féllung der erhaltenen Sequenz-
produkte. Hierzu wurden die Produkte mit 2ul 125 mM EDTA, 24l 3 M Natriumace-
tat und 50l 96% igem Ethanol fir 15min dunkel bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend fiir 20min bei 4°C und 6000U /min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
danach vorsichtig abpipettiert, das verbleibende Pellet mit 70% igem Ethanol ge-
waschen und fiir weitere 10min bei 4°C und 6000U/min zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die Fliissigkeit wieder vorsichtig abpipettiert und das Pellet fiir 10min bei
80°C im Thermozykler getrocknet. Wahrend aller Schritte sollten die Sequenzpro-
dukte aufgrund der Fluoreszenzmarkierung vor direktem Lichteinfall geschiitzt wer-
den. Die Auftrennung der Produkte erfolgte im ,,Zentrum fiir medizinische Grund-

lagenforschung® des Universitédtsklinikums Halle.

3.2.2. Realtime-PCR

Ein weiteres Verfahren, welches der Genotypisierung der Polymorphismen p53 Co-
don 72 SNP und MDM4 SNP 31826 diente, ist die ,,Realtime-PCR*. Hierbei wer-
den fluoreszenzmarkierte, sequenzspezifische Sonden verwendet, von denen eine das
Major-Allel und die andere das Minor-Allel des SNP bindet. Entsprechend der Anla-
gerung der Sonden an die zwei unterschiedlichen Allele des Polymorphismus kénnen
vom Rotorgene 3000 noch wahrend der ablaufenden PCR zwei Signale registriert
werden. Anhand deren Verldufe kann der Allelstatus mehrerer Proben in Echtzeit
beurteilt werden. Voraussetzung fiir die Durchfiihrbarkeit dieser Methode ist jedoch
zum Einen die Verfiigbarkeit einer entsprechenden Sonde und zum Anderen eine
gute Qualitdat der DNA-Proben. Die Reaktionsansitze wurden wie folgt erstellt und

amplifiziert:
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Pipettieransatz 20l Reaktionsprofil

10, 5l bidest.Aqua 1. Initiale Aktivierung 95°C 15 min
4,0ul Q-Solution 2. 40 Zyklen

2,0ul 10x Puffer 2.1 Denaturierung 95°C 15 sec
0,5ul TagMan Genotyping-Assay 2.2 Annealing 60°C 20 sec
0,4ul ANTP s 2.3 Elongation 72°C 20 sec
0, 1ul Hot Star Taq 3. Finale Elongation 72°C 10min
2,5ul DNA

In jedem Lauf wurden drei zuvor sequenzierte Kontrollproben mit bekannten Ge-
notypen sowie eine Negativkontrolle mitgefithrt. Die Auswertung erfolgte mit der

Funktion ,,Allelic discrimination“ der Rotorgene 3000 Software.

3.2.3. ,High Resolution Melting“-Analyse (HRMA)

Eine dritte Moglichkeit zur Genotypisierung der DNA-Proben, die fiir den MDM4
SNP 31826 angewendet wurde, ist das Verfahren der ,High Resolution Melting*-
Analyse. Grundlage stellen die unterschiedlichen Schmelztemperaturen der Nukleo-
basenbindungen dar. So sind Adenin und Thymin durch zwei, Guanin und Cyto-
sin hingegen durch drei Wasserstoffbriicken kovalent gebunden. Geht man im Falle
der SNP-Analyse davon aus, dass sich bestimmte DNA-Sequenzen nur in einem
Basenpaar unterscheiden, erwartet man einen geringen Unterschied hinsichtlich der
zum Aufschmelzen benétigten Temperatur. Dieser ist bei einem Austausch von Ade-
nin/Thymin gegen Guanin/Cytosin grofier und sicherer zu detektieren. Des Weiteren
sollte das Amplifikat eine Grofie von 100 Basenpaaren nicht tibersteigen, da sich der
beschriebene, geringe Effekt in Anbetracht der héheren Schmelztemperatur langer
Produkte relativieren wiirde. Bei dieser Methode erfolgt zunédchst die Amplifikation
des gewiinschten Produktes mittels PCR unter Zusatz eines doppelstrangbindenden
Fluoreszenzfarbstoffes (,,EvaGreen*). Im néchsten Schritt werden die entstandenen
Produkte erst aufgeschmolzen, um sich im Anschluss wieder in korrekter Weise an-
einanderzulagern. Dies ermoglicht eine gleichméfige Verteilung des Farbstoffes. Erst
der letzte Schritt beinhaltet das ,,High Resolution Melting“. Dabei wird die Tempe-
ratur in 2sec dauernden 1°C-Schritten von 65-95°C erhoht, und die Schmelzkurve

iiber die freiwerdende Fluoreszenz vom Rotorgene 6000 registriert.
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Pipettieransatz 15ul Reaktionsprofil

7,5ul HRM Master Mix 1. Initiale Aktivierung 95°C 5 min
3,3ul bidest. Aqua 2. 45 Zyklen
3,0ul DNA 2.1 Denaturierung 95°C 10 sec
0, 6ul des jeweiligen 2.2 Annealing 60°C 15 sec
fw/rev-Primers

3. Aufschmelzen 95°C 5 min

4. Zusammenlagern 55°C 2 min

5. HRM 65-95°C 1°C / 2 sec

In jedem Lauf wurden drei zuvor sequenzierte Kontrollproben sowie eine Negativkon-
trolle mitgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mithilfe der Funktion ,HRM-Analysis“
der Rotorgene 6000 Software.

3.2.4. Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mithilfe der Software SPSS
20.0 (SPSS Inc., Chicago,IL, USA) unter Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit
p von < 5%. Zur besseren Einordnung der Relevanz der Ergebnisse wurde zusétzlich
stets das 95%-Konfidenzintervall angegeben. Fiir die Berechnung der unterschiedli-
chen Effekte wurden diverse statistische Tests durchgefiihrt: Fiir den Vergleich der
Allelfrequenzen wurde der Xz—Test verwendet und im Fall der Ungleichverteilung der
Allele das ,,0dds Ratio* berechnet. Die Diagnosealter wurden mithilfe der einfakto-
riellen ANOVA-Analyse (Fisher-Test) gemittelt und in Post Hoc-Tests (Tukey-HSD
bei Varianzgleichheit und Tamhane bei Varianzungleichheit) miteinander verglichen.
Der Vergleich zweier Gruppen erfolgte durch den t-Test. Fiir die Untersuchungen
zum Uberleben der Patientinnen wurden Kaplan-Meier-Analysen (log-rank-Test)

durchgefithrt und die Risiken mittels Cox-Regression berechnet.
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4. Ergebnisse

Der in Kapitel 1.2.2 erlauterte Einfluss der genannten SNP auf Karzinomentstehung
und deren Prognose wurde in der vorliegenden Arbeit fir das EC {iberpriift. Grund-
lage dieser Betrachtungen bildete das in 3.1.1 charakterisierte Studienkollektiv aus
170 EC-Patientinnen. Da man, wie in 1.1.2 beschrieben, bei diesem Karzinom zwei
Tumorentitdten unterscheidet, die sich klinisch-pathologisch verschieden verhalten,
und sich die epidemiologische Ungleichverteilung zudem auch im Studienkollektiv
widerspiegelte (157 Typ-I-und 13 Typ-II-Karzinome), wurde der Schwerpunkt der
Auswertung auf das Typ-I-EC gelegt. Alle folgenden Ausfiihrungen und Berech-
nungen beziehen sich dementsprechend auf diese Gruppe aus 157 Patientinnen. Die
Daten der Typ-II-EC-Patientinnen wurden mit berechnet, lielen aber aufgrund der
geringen Fallzahlen keine statistisch valide Aussage zu. Sie wurden daher am Ende
dieses Kapitels (4.7) zusammengefasst. Zur Aufklarung moglicher Zusammenhénge
wurde jeder der vier SNP zunéchst separat beziiglich Allelverteilung, Diagnosealter
und Uberlebenszeiten analysiert. Im zweiten Schritt wurden diese Daten in Abhén-
gigkeit von der Ostrogenrezeptorexpression betrachtet und schlieflich der Einfluss

von moglichen Kombinationen verschiedener SNP untersucht.

4.1. Einfluss des p53 Codon72 SNP auf das Typ-I-EC

4.1.1. Allelverteilung des p53 Codon72 SNP

Beim Vergleich der Allelverteilung des p53 Codon72 SNP der 157 Patientinnen mit
derjenigen von 77 Kontrollen ergab sich kein relevanter Unterschied (siche Tabelle
1.1; p=0,567): In beiden Fillen trat der homozygote Wildtyp (Arg/Arg) am hiu-
figsten auf (59,2% und 61,0%), gefolgt vom heterozygoten Typ (Arg/Pro: 35,0%
und 36,4%). Am seltensten konnte die homozygote Prolin-Variante (5,7% und 2,6%)

nachgewiesen werden.

Tabelle 4.1.: Allelverteilung des p53 Codon72 SNP in der Studienpopulation
‘ Gesamt ‘ Arg/Arg ‘ Arg/Pro ‘ Pro/Pro ‘ Signifikanz

Kontrollen 77 47 28 2 0,567
Patientinnen 157 93 55 9
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4.1.2. Einfluss des p53 Codon72 SNP auf das Diagnosealter

Die Analyse der allespezifischen Diagnosealter konnte ebenfalls keinen Einfluss des
Allelstatus des p53 Codon72 SNP auf selbiges zeigen (siehe Tabelle 4.2 und 4.3;
p=0,560). Ein Trend lief sich im néchsten Schritt bei der Analyse des Diagnose-
alters in Abhéngigkeit vom ER-Status erkennen, erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz: Wahrend der homozygote Pro-Typ bei ER-positiven Tumoren mit ei-
nem fritheren Diagnosezeitpunkt (63,2 Jahre) einherging, fithrte er bei ER-negativen
Tumoren zu einem spéteren Diagnosealter (70,3 Jahre). Im direkten Vergleich be-
deutete dies fiir Tragerinnen der Pro-Variante einen Unterschied von 7,1 Jahren
(95%-KI= -9,3-23,6; p=0,341).

Tabelle 4.2.: Diagnosealter im Vergleich zum Durchschnittserkrankungsalter

Diagnosealter ‘ Falle ‘ Arg/Arg ‘ Arg/Pro ‘ Pro/Pro ‘ Signifikanz
< 67 Jahre 71 47 20 4 0,246
> 67 Jahre 86 46 35 5

Tabelle 4.3.: Einfluss des p53 Codon72 SNP auf das Diagnosealter

‘ Félle Mittleres Diagnosealter in Jahren ‘ 95%-KI ‘ Signifikanz
Alle Patientinnen
Arg/Arg | 93 66,4 64,4-68.4 0,560
Arg/Pro 55 68,2 65,4-70,9
Pro/Pro 9 66,3 58,3-74,3
Gesamt 157 67,0 65,5-68,6
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
Arg/Arg | 54 66,5 63,9-69,1 0,157
Arg/Pro 24 70,6 66,1-75,0
Pro/Pro 5 63,2 48 8-77,5
Gesamt 83 67,5 65,3-69,7
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
Arg/Arg | 39 66,3 63,0-69,6 0,731
Arg/Pro | 31 66,3 62,9-69,8
Pro/Pro 4 70,3 56,7-83,8
Gesamt 74 66,5 64,3-68,8

4.1.3. Einfluss des p53 Codon72 SNP auf das Uberleben

Die Untersuchungen zum Einfluss des p53 Codon72 SNP auf das Uberleben der Pati-
entinnen erbrachte folgende Erkenntnisse (vergleiche Tabelle 4.4): Unter den 24, am
Tumor verstorbenen, Frauen konnte bei 15 der homozygote Wildtyp (Arg/Arg), bei
9 der heterozygote (Arg/Pro), jedoch in keinem Fall der Pro/Pro-Typ nachgewiesen
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werden. Beide erstgenannten Gruppen zeigten zudem keine relevanten Unterschie-
de hinsichtlich der mittleren Uberlebenszeiten (Arg/Arg 79,7 Monate; Arg/Pro 81,8
Monate; p=0,972). Daraus lief sich ein Uberlebensvorteil des homozygoten Cytosin-
Allels (Pro/Pro-Typ) beziiglich des p53 Codon72 SNP folgern, obgleich aufgrund der

geringen Fallzahlen keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte. Dieser Ef-

fekt konnte unabhéngig vom ER-Status beobachtet werden.

Tabelle 4.4.: Einfluss des p53 Codon72 SNP auf das Uberleben

Falle Verstorbene | Mittleres Uberle- | 95%-KI Signifikanz
Félle ben in Monaten
Alle Patientinnen
Arg/Arg | 93 15 79,7 74,2-85,3 0,441
Arg/Pro 55 9 81,8 74,7-88,9
Pro/Pro | 9 0 - -
Gesamt 157 24 82,1 77,8-86,3
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
Arg/Arg | 54 9 79,8 72,7-87,0 0,585
Arg/Pro 24 3 82,7 71,7-93,7
Pro/Pro 5 0 - -
Gesamt 83 12 82,2 76,6-87,9
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
Arg/Arg | 39 6 78,9 70,1-87,7 0,663
Arg/Pro 31 6 80,8 71,5-90,1
Pro/Pro | 4 0 - -
Gesamt 74 12 81,5 75,2-87,7
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Abbildung 4.1.: Uberleben in Abhingigkeit vom p53 Codon72 SNP
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4.1.4. Einfluss des p53 Codon72 SNP auf klinisch-pathologische
Parameter

Es stellte sich schlielich die Frage, inwieweit sich die Tumoren der verschiedenen
Genotypen in Bezug auf Histologie, Differenzierung und Tumorstadium zum Dia-
gnosezeitpunkt unterschieden. Wie in Tabelle 4.5 ersichtlich, gab es keine relevanten
Unterschiede in Hinblick auf die Histologie. Betrachtete man hingegen den Diffe-
renzierungsgrad der Tumorzellen, zeigte sich, dass Tumoren mit C/C-Genotypen
(entspricht Pro/Pro) ausschliefilich hochdifferenziert waren (G1), wohingegen etwa
ein Viertel der Tumore mit Arg/Arg- oder Arg/Pro-Status eine schlechtere Differen-
zierung aufwiesen (G2 oder G3). Gleiches konnte fir das Tumorstadium festgestellt
werden. Diese Effekte erreichten zwar keine statistische Signifikanz, unterstreichen

jedoch den prognoseverbessernden Einfluss der Prolin-Variante.

Tabelle 4.5.: Einfluss des p53 Codon72 SNP auf klinisch-pathologische Parameter
Klinisch-pathologische Parameter ‘ Féille‘ Arg/Arg‘ Arg/Pro‘ Pro/Pro‘ Signifikanz

Histologie

Endometroid-klassisch 106 63 36 7 0,548
Endometroid-squamos 31 18 13 0
Endometroid-sekretorisch 15 10 4 1
Endometroid-villoglandulér 5 2 2 1
Zelldifferenzierung

gut (G1) 121 71 41 9 0,352
mafig (G2) 27 15 12 0

schlecht (G3) 9 7 2 0
FIGO-Stadium

1 117 | 70 38 9 0,297
I 30 16 14 0

111 10 7 3 0

Gesamt 157 | 93 55 9

Zusammenfassend lief3 sich ein positiver Effekt der Prolin-Variante des p53 Codon72
SNP auf den Verlauf des Typ-I-EC feststellen.

4.2. Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Typ-I-EC

4.2.1. Allelverteilung des MDM2 SNP 309

Beim Vergleich der Allelverteilung innerhalb der Studien- mit derjenigen in der Kon-
trollpopulation aus 98 gesunden Frauen fielen folgende, insignifikante Unterschiede

auf (siehe Tabelle 4.6): Wihrend die Patientinnen mehrheitlich den heterozygoten
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Genotypen (T/G: 51,0%) aufwiesen, iiberwog in der Kontrollpopulation der homo-
zygote Wildtyp (T/T: 49,0%). In beiden Féllen kam der homozygote G/G-Genotyp
am seltensten vor (p=0,109). Demnach hatten Trégerinnen des T /T-Genotypen, im
Vergleich zu jenen mit homo-oder heterozyotem G-Allel, ein deutlich reduziertes
Risiko, am Typ-I-EC zu erkranken (OR=0,58; 95%-KI= 0,35-0,97).

Tabelle 4.6.: Allelverteilung des MDM?2 SNP 309 in der Studienpopulation

‘ Gesamt ‘ T/T ‘ T/G ‘ G/G ‘ Signifikanz
Kontrollen 98 48 40 10 0,109
Patientinnen 157 56 80 21
60.00%
50.,00%
40.00% -
) mT/'T
30.00% - . TG
20.00% | i
10.00% -
0.00% -

Kontrollen Patientinnen

Abbildung 4.2.: Allelverteilung des MDM2 SNP 309 in der Studienpopulation

4.2.2. Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Diagnosealter

Die Analyse der MDM2 SNP 309-abhéngigen Diagnosealter erbrachte keine relevan-
ten Unterschiede (siehe Tabellen 4.7 und 4.8). Tendenziell wurde der Tumor mit
zunehmender Auspridgung des Guanin-Allels spéter diagnostiziert. So erkrankten
Frauen mit T/T-Genotyp im Mittel 0,7 Jahre (95%-KI= -4,8-3,3) frither (66,4 Jah-
re) als jene mit T/G- (67,1 Jahre) und etwa 2,3 Jahre (95% -KI= -8,2-3,7) cher
als diejenigen mit G/G-Genotyp (68,6 Jahre). Diese Differenzen waren jedoch sehr
gering und erreichten keine statistische Signifikanz (p=0,661). Betrachtete man die
Daten in Abhéngigkeit vom ER-Status, verstirkte sich dieser Trend fiir jene Fille
mit ER-negativen Tumoren (p=0,258). T /T-Triagerinnen dieser Gruppe erkrankten
sogar 5,8 Jahre (95%-KI= -14,1-2,6) frither (65,0 Jahre) als jene mit G/G-Genotyp
(70,8 Jahre; p=0,131). Bei Patientinnen mit ER-positiven Tumoren sank hingegen
das Diagnosealter mit zunehmender Auspridgung des Guanin-Allels. Diese Unter-

schiede waren allerdings ohne statistische Signifikanz (p=0,942).
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Tabelle 4.7.: Diagnosealter im Vergleich zum Durchschnittserkrankungsalter

Diagnosealter ‘ Falle ‘ T/T ‘ T/G ‘ G/G ‘ Signifikanz
< 67 Jahre 71 27 34 10 0,783
> 67 Jahre 86 29 46 11

Tabelle 4.8.: Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Diagnosealter

‘ Falle Mittleres Diagnosealter in Jahren ‘ 95%-KI ‘ Signifikanz
Alle Patientinnen
T/T 56 66,4 64,0-68,7 0,661
T/G 80 67,1 64,8-69,4
G/G 21 68,6 63,9-73,4
Gesamt 157 67,0 65,5-68,6
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
T/T 26 67,9 64,4-71,5 0,942
T/G 46 67,4 64,1-70,7
G/G 11 66,7 61,2-72,3
Gesamt 83 67,5 65,3-69,7
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
T/T 30 65,0 61,7-68,3 0,258
T/G 34 66,6 63,4-69,9
G/G 10 70,8 61,9-79,7
Gesamt 74 66,5 64,3-68,8

4.2.3. Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Uberleben

Die Untersuchungen zum Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Uberleben der Pa-
tientinnen zeigten einen risikoreduzierenden Effekt des T/G-Genotypen (RR= 0,36;
95%-KI= 0,14-0,90; p=0,029). Nur 8,8% dieser Frauen verstarben am Tumor und
wiesen zudem lingere Uberlebenszeiten (durchschnittlich 86,6 Monaten) auf. Im
Vergleich zum mittleren Uberleben aller Patientinnen (82,1 Monate), bedeutete dies
einen Uberlebensvorteil von etwa 4 Monaten. Im Gegensatz dazu verstarben Trige-
rinnen des T/T-beziehungsweise G/G-Genotypen etwa doppelt so hiufig am Karzi-
nom und hatten aulerdem kiirzere Uberlebenszeiten (T/T: 76,5 Monaten; G/G: 77,1
Monaten; p=0,071). Dieser Trend war unabhéngig vom ER-Status zu beobachten
(vergleiche Tabelle 4.9).
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Tabelle 4.9.: Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Uberleben

Falle Verstorbene | Mittleres  Uberle- | 95%-KI Signifikanz
Fille ben in Monaten

Alle Patientinnen
T/T 56 13 76,5 68,4-84,7 0,071
T/G 80 7 86,6 82,1-91,2
G/G 21 4 77,2 64,4-90,0
Gesamt 157 24 82,1 77,8-86,3
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
T/T 26 7 72,5 60,7-84,8 0,064
T/G 46 3 87,8 82,1-93,5
G/G 11 2 77,9 60,6-95,2
Gesamt 83 12 82,2 76,6-87,9
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
T/T 30 6 78,5 67,7-89,4 0,652
T/G 34 4 83,1 76,0-90,2
G/G 10 2 69,4 52,6-86,2
Gesamt 74 12 81,5 75,2-87,7
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Abbildung 4.3.: Uberleben in Abhiingigkeit vom MDM?2 SNP 309

4.2.4. Einfluss des MDM2 SNP 309 auf klinisch-pathologische
Parameter

Geméf der vorliegenden Daten lief} sich kein Einfluss des MDM2 SNP 309 auf die
Histologie der Tumoren nachweisen. Bezogen auf die Differenzierung und das Erkran-
kungsstadium zum Diagnosezeitpunkt, konnte tendenziell eine Verschlechterung des
Gradings und eine Zunahme des FIGO-Stadiums mit Ausprigung des Guanin-Allels
beobachtet werden (siehe Tabelle 4.10).
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Tabelle 4.10.: Einfluss des MDM2 SNP 309 auf klinisch-pathologische Parameter

Klinisch-pathologische Parameter ‘ Féille‘ T/T ‘ T/G ‘ G/G ‘ Signifikanz
Histologie

Endometroid-klassisch 106 44 50 12 0,319
Endometroid-squamds 31 8 17 6
Endometroid-sekretorisch 15 3 9 3
Endometroid-villoglandulér 5 1 4 0
Zelldifferenzierung

gut (G1) 121 | 48 62 11 0,013
mafig (G2) 27 5 13 9

schlecht (G3) 9 3 5 1
FIGO-Stadium

I 117 | 47 58 12 0,167
I 30 6 17 7

111 10 3 5 2

Gesamt 157 | 56 80 21

Zusammenfassend lief} sich kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Auspré-
gung des MDM2 SNP 309 und dem Verlauf von Typ-I-EC feststellen.

4.3. Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Typ-I-EC

4.3.1. Allelverteilung des MDM4 SNP 31826

Der Vergleich der Allelverteilung zeigte keine Unterschiede zwischen der untersuch-
ten Studienpopulation und der Kontrollgruppe aus 84 gesunden Frauen. In beiden
Féllen konnte mehrheitlich der homozygote Wildtyp (C/C) und mit absteigender
Haufigkeit der C/T- beziehungsweise T /T-Genotyp nachgewiesen werden (siehe Ta-
belle 4.11; p=0,816).

Tabelle 4.11.: Allelverteilung des MDM4 SNP 31826 in der Studienpopulation

‘ Gesamt ‘ c/C ‘ Cc/T ‘ T/T ‘ Signifikanz
Kontrollen 84 40 35 9 0,816
Patientinnen 157 79 59 19

4.3.2. Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Diagnosealter

Untersuchungen zum Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Diagnosealter der
Patientinnen zeigten eine signifikante Zunahme desselbigen bei Vorliegen des ho-
mozygoten Minor-Allels (T/T, vergleiche Tabelle 4.12 und 4.13). 79% dieser Fille

erkrankten nach dem 67. Lebensjahr mit etwa 71,6 Jahren und damit etwa 4,6 Jahre
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(95%-KI= 0,8-8,4; p=0,020) spéter als der Durchschnitt aller Frauen des Kollekti-
ves. Tragerinnen des C/C- oder C/T-Genotypes erhielten ihre Diagnose im Vergleich
durchschnittlich 5,2 Jahre (95%-KI= -9,9 - -0,6; p=0,028) frither (C/C: 66,9 Jahre;
C/T: 65,7 Jahre). Dieser Effekt konnte unabhéngig von der ER-Expression beob-

achtet werden.

Tabelle 4.12.: Diagnosealter im Vergleich zum Durchschnittserkrankungsalter

Diagnosealter ‘ Fille ‘ c/C ‘ c/T ‘ T/T ‘ Signifikanz
< 67 Jahre 71 34 33 4 0,025
> 67 Jahre 86 45 26 15

Tabelle 4.13.: Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Diagnosealter

‘ Fille Mittleres Diagnosealter in Jahren ‘ 95%-KI ‘ Signifikanz
Alle Patientinnen
c/C 79 66,9 64,7-69,1 0,070
C/T 59 65,7 63,1-68,3
T/T 19 71,6 67,9-75,4
Gesamt 157 67,0 65,5-68,6
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
c/C 38 67,1 64,0-70,2 0,133
C/T 32 65,9 62,0-69,8
T/T 13 72,4 67,4-77,4
Gesamt 83 67,5 65,3-69,7
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
Cc/C 41 66,7 63,5-69,9 0,585
C/T 27 65,5 61,8-69,2
T/T 6 69,9 62,4-77,5
Gesamt 74 66,5 64,3-68,8

4.3.3. Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Uberleben

Bei der Betrachtung der Uberlebensdaten in Abhingigkeit vom MDM4 SNP 31826
ergaben sich ebenfalls allelspezifische Unterschiede (siehe Tabelle 4.14; p < 0,000).
Im Gegensatz zum Diagnosealter zeigte das homozygote T /T-Allel nachteilige Effek-
te auf das Uberleben. 47,4% der Frauen mit T /T-Genotyp verstarben im Beobach-
tungszeitraum an den Folgen der Erkrankung. Sie iiberlebten im Mittel 59,0 Monate,
was im Vergleich zum Kollektivdurchschnitt eine verkiirzte Uberlebenszeit von etwa
2 Jahren bedeutete. Im Vergleich zu Patientinnen mit C/C- oder C/T-Genotypen
bedeutete dies ein 5,0 fach erhohtes Risiko, am Tumor zu versterben (95%-KI = 2,2-
11,4; p<0,000). Das beste Uberleben hatten Frauen mit heterozygotem Genotyp.
Von ihnen verstarben 3,4%, die mit 90,5 Monaten deutlich lingere Uberlebenszeiten
aufwiesen (RR= 0,2; 95%-KI= 0,0-0,8; p=0,026). Diese Effekte verstérkten sich bei
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Patientinnen mit ER-negativen Tumoren. 83,3% der T /T-Tragerinnen dieser Grup-

pe verstarben im Beobachtungszeitraum. Ihre mittlere Uberlebenszeit war zudem
deutlich verkiirzt (29,7 Monate; p<0,000). Dies entsprach, im Vergleich zum Ge-

samtkollektiv, einem Uberlebensnachteil von etwa 4,4 Jahren und bezogen auf die
anderen Genotypen ein 11,2 fach erhohtes Risiko (95%-KI= 3,5-35,8; p<0,000) am

Tumor zu versterben.

Tabelle 4.14.: Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Uberleben

Falle Verstorbene | Mittleres  Uberle- | 95%-KI Signifikanz
Félle ben in Monaten

Alle Patientinnen
Cc/C 79 13 80,4 73,8-86,9 <0,000
C/T 59 2 90,5 87,2-93,8
T/T 19 9 59,0 43,9-74,1
Gesamt 157 24 82,1 77,8-86,3
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
c/C 38 7 77,3 67,3-87,2 0,042
C/T 32 1 90,8 86,7-94,9
T/T 13 4 70,4 53,9-87,0
Gesamt 83 12 82,2 76,6-87,9
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
c/C 41 6 82,3 73,9-90,6 <0,000
C/T 27 1 89,8 84,4-95,2
T/T 6 5 29,7 18,1-41,3
Gesamt 74 12 81,5 75,2-87,7
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Abbildung 4.4.: Uberleben in Abhiingigkeit vom MDM4 SNP 31826

32



1,0 +l - (5:(6:

0,6—

0,4+

Kumulatives Uberleben

0,2

T T T T T T
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Uberlebenszeit in Monaten

Abbildung 4.5.: Uberleben in Abhingigkeit vom MDM4 SNP 31826 bei ER~ Tumoren

4.3.4. Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf klinisch-pathologische
Parameter

Anhand der vorliegenden Daten konnte kein Zusammenhang zwischen dem Allel-
status des MDM4 SNP 31826 und der Histologie der Typ-I-EC festgestellt werden
(p=0,976). Auffillig war hingegen, dass die Tumore der Patientinnen mit hetero-
zygotem Genotyp ausschlieflich in frithen FIGO-Stadien (I und II) diagnostiziert
wurden und gut differenziert waren (G1 und G2), was sich mit dem oben beschrie-
benen Uberlebensvorteil dieses Genotypes vereinbaren lie. Der Verdacht, der T/T-
Genotyp kénnte mit fortgeschrittenen Erkrankungsstadien oder schlechter Differen-
zierung der Karzinome assoziiert sein, bestétigte sich allerdings nicht. Uber 70%
dieser Tumore wurden im FIGO-Stadium I mit einer sehr guten Differenzierung
(G1) diagnostiziert.
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Tabelle 4.15.: Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf klinisch-pathologische Parameter

Klinisch-pathologische Parameter ‘ Féille‘ c/C ‘ c/T ‘ T/T ‘ Signifikanz
Histologie

Endometroid-klassisch 106 55 39 12 0,976
Endometroid-squamds 31 16 11
Endometroid-sekretorisch 15 6 7
Endometroid-villoglandular 5 2 2 1
Zelldifferenzierung

gut (G1) 121 | 58 48 15 0,054
mafig (G2) 27 15 11 1

schlecht (G3) 9 6 0

FIGO-Stadium

I 117 | 56 47 14 0,079
I 30 16 12 2

111 10 7 0 3

Gesamt 157 79 59 19

Alles in allem konnten die Daten einen deutlichen Einfluss des T-Allels des MDM4
SNP 31826 auf das Typ-I-EC zeigen. Sie deuten daraufhin, dass die Auspriagung des
homozygoten Minor-Allels (T/T) zwar zu einem spéteren Erkrankungsalter fiihrt,
bei Eintritt der Krankheit jedoch mit einem aggressiveren Verlauf, verbunden mit

einer schlechteren Prognose, zu rechnen ist.

4.4. Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf das Typ-I-EC

4.4.1. Allelverteilung des MDM4 SNP 34091

Der Vergleich der Allelverteilung der Studienpopulation mit 182 gesunden Frauen,
die als Kontrollen dienten, zeigte keine wesentlichen Unterschiede (vergleiche Tabelle
4.16; p=0,712). Sowohl bei den Patientinnen als auch bei den Kontrollen konnte in
iiber der Hélfte der Félle der homozygote Wildtyp (A/A), bei etwa einem Drittel
der A/C-und bei weniger als 10% der C/C-Genotyp nachgewiesen werden.

Tabelle 4.16.: Allelverteilung des MDM4 SNP 34091 in der Studienpopulation

| Gesamt | A/A | A/C | ¢/C | Signifikanz
Kontrollen 182 105 66 11 0,712
Patientinnen 157 90 54 13
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4.4.2. Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf das Diagnosealter

Analysen zum Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf das Diagnosealter der Patien-
tinnen zeigten keinen signifikanten Zusammenhang (siehe Tabellen 4.17 und 4.18;
p=0,290). Tendenziell wurden die Karzinome bei Frauen mit homozygoten Minor-
Allel (C/C: 70,2 Jahre) 3,4 Jahre (95% -KI= -9,0-2,2; p=0,23) spéter diagnostiziert
als bei Tragerinnen der A/A-und A/C-Genotypen (A/A: 67,4 Jahre; A/C: 65,7 Jah-

ren). Dieser Trend konnte unabhéngig vom ER-Status beobachtet werden.

Tabelle 4.17.: Diagnosealter im Vergleich zum Durchschnittserkrankungsalter

Diagnosealter ‘ Félle ‘ A/A ‘ A/C ‘ c/C ‘ Signifikanz
< 67 Jahre 71 36 30 5 0,169
> 67 Jahre 86 54 24 8

Tabelle 4.18.: Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf das Diagnosealter

‘ Falle Mittleres Diagnosealter in Jahren ‘ 95%-KI ‘ Signifikanz
Alle Patientinnen
A/A 90 67,4 65,4-69,4 0,290
A/C 54 65,7 62,9-68,4
c/C 13 70,2 64,5-75,9
Gesamt 157 67,0 65,5-68,6
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
A/A 43 67,8 65,0-70,7 0,449
A/C 30 66,0 61,8-70,1
c/C 10 70,5 63,6-77,3
Gesamt 83 67,5 65,3-69,7
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
A/A 47 67,0 64,1-69,9 0,701
A/C 24 65,3 61,5-69,1
c/C 3 69,1 41,6-96,6
Gesamt 74 66,5 64,3-68,8

4.4.3. Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf das Uberleben

Die Betrachtungen der Uberlebenszeiten in Abhiingigkeit vom Allelstatus des MDM4
SNP 34091 zeigte, im Gegensatz zum Diagnosealter, einen deutlichen, negativen
Effekt des homozygoten Minor-Allels (C/C; siehe Tabelle 4.19; p=0,002). C/C-
Tragerinnen erkrankten zwar zu einem tendenziell spéiteren Zeitpunkt, wiesen je-
doch bei Eintritt der Erkrankung ein 4,3 fach (95%-KI= 1,7-10,8; p=0,002) erho6h-
tes Risiko fiir einen tumorbedingten Tod auf im Vergleich zu Frauen mit A/A-oder
A /C-Genotypen. Demnach verstarben 46,2% dieser Patientinnen im Beobachtungs-

zeitraum. Thre mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung betrug 59,1 Monate,
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was eine reduzierte Lebenserwartung von etwa 2,1 Jahren im Vergleich zu den an-
deren Genotypen bedeutete (84,0 Monate; 95%-KI= 79,9-88,1; p=0,001). Das Uber-
leben der Frauen mit A/A-und A/C-Genotypen unterschied sich nicht signifikant.
Wie beim MDM4 SNP 31826 verstérkte sich der Effekt des C-Allels bei Patientin-

nen mit ER-negativen Karzinomen. Das Relative Risiko, am Tumor zu versterben,

verdoppelte sich in dieser Gruppe fiir Tragerinnen des C/C-Genotypen (RR=7,6;
95%-KI= 1,6-35,0; p=0,010). 66,7% von ihnen verstarben. Sie {iberlebten nach Dia-

gnosestellung durchschnittlich 25,5 Monate. Thre Lebenserwartung war damit etwa

4,8 Jahre geringer als bei Patientinnen mit A/A-oder A/C-Genotyp, deren mittlere
Uberlebenszeit 83,3 Monate betrug (95%-KI= 77,3-89,8; p=0,002).

Tabelle 4.19.: Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf das Uberleben

Fille Verstorbene | Mittleres  Uberle- | 95%-KI Signifikanz
Fille ben in Monaten

Alle Patientinnen
A/A 90 13 81,9 76,0-87,7 0,002
A/C 54 5 86,9 81,9-92,0
c/C 13 6 59,1 40,3-78,0
Gesamt 157 24 82,1 77,8-86,3
Patientinnen mit ER-positiven Tumoren
A/A 43 7 79,0 70,1-87,9 0,019
A/C 30 1 90,7 86,3-95,0
Cc/C 10 4 65,5 46,1-84,8
Gesamt 83 12 82,2 76,6-87,9
Patientinnen mit ER-negativen Tumoren
A/A 47 6 83,5 75,9-91,0 0,009
A/C 24 4 82,2 72,8-91,6
c/C 3 2 25,5 4,7-46,2
Gesamt 74 12 81,5 75,2-87,7
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Abbildung 4.6.: Uberleben in Abhéngigkeit vom MDM4 SNP 34091
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Abbildung 4.7.: Uberleben in Abhéngigkeit vom MDM4 SNP 34091 bei ER - Tumoren
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4.4.4. Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf klinisch-pathologische
Parameter

Geméf der vorliegenden Daten konnte kein Zusammenhang zwischen der Auspré-

gung des MDM4 SNP 34091 und der Histologie, der Zelldifferenzierung sowie dem Er-

krankungsstadium zum Diagnosezeitpunkt festgestellt werden (siehe Tabelle 4.20).

Tabelle 4.20.: Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf klinisch-pathologische Parameter

Klinisch-pathologische Parameter ‘ Féille‘ A/A ‘ A/C ‘ c/C ‘ Signifikanz
Histologie

Endometroid-klassisch 106 60 38 8 0,916
Endometroid-squamés 31 19 10 2
Endometroid-sekretorisch 15 8 2
Endometroid-villoglandulér 5 3 1 1
Zelldifferenzierung

gut (G1) 121 | 66 44 11 0,493
méBig (G2) 27 17

schlecht (G3) 9 7 1

FIGO-Stadium

1 117 | 64 42 11 0,402
I 30 18 11

111 10 8 1

Gesamt 157 | 90 54 13

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass beide MDM4 Polymorphismen (SNP
34091 und 31826) einen dhnlichen Einfluss auf das Typ-I-EC haben. Auch hier konn-
te gezeigt werden, dass das homozygote Minor-Allel (C/C) zum Einen mit einem
spateren Diagnosealter und zum Anderen mit einer deutlich schlechteren Prognose,

vor allem bei ER-negativen Karzinomen, assoziiert war.

4.5. Einfluss beider MDM4 SNP 31826 und 34091 auf das
Typ-I-EC

Bei den Analysen der beiden Polymorphismen des MDM4-Proteins (SNP 31826 und
34091) in den Kapiteln 4.3 und 4.4 fiel auf, dass in beiden Gruppen das homozygo-
te Minor-Allel (T/T beziehungsweise C/C) mit einem spéteren Diagnosealter und
signifikant schlechterem Uberleben assoziiert war. Auch aus der Literatur (siehe Ka-
pitel 1.2.2) ist bekannt, dass diese beiden Polymorphismen héufig in Kombination
auftreten und gleichsinnige Effekte haben. Aus diesen Griinden wurde im Folgenden
zum Einen untersucht, ob das von ATWAL et al. postulierte Kopplungsgleichge-

wicht auch in der Studienpopulation nachvollziehbar ist und zum Anderen, ob sich

38



die Effekte auf das Diagnosealter und die Uberlebenszeit bei Kombination der beiden
SNP verstéarken. Hierzu wurden aus den jeweiligen Genotypkombinationsmoglichkei-

ten neun Gruppen gebildet und miteinander verglichen.

4.5.1. Uberpriifung des Kopplungsgleichgewichts

Sowohl in der vorliegenden Kontroll- als auch Studienpopulation konnte das be-
schriebene Kopplungsgleichgewicht zwischen dem MDM4 SNP 31826 und 34091
nachgewiesen werden. In circa 90% der Félle (74 von 84 Kontrollen beziehungsweise
137 von 157 Patientinnen) konnte an beiden Genorten entweder das homozygote
Major-beziehungsweise Minor-Allel oder ein heterozygoter Genotyp gefunden wer-
den (vergleiche Tabelle 4.21).

Tabelle 4.21.: Genotypenkombinationen der MDM4 SNP 31826 und 34091

MDM4 MDM4 Kontrollen | Fille | Falle mit ER- | Fille mit ER-
SNP31826 | SNP34091 positiven Tumoren | negativen Tumoren
Patientinnen mit Kopplungsgleichgewicht

c/C A/A 40 7 37 40

C/T A/C 30 48 28 20

T/T c/C 4 12 9 3

Patientinnen ohne Kopplungsgleichgewicht

c/C A/C 0 1 0 1

c/C c/C 0 1 1 0

C/T A/A 4 11 4 7

C/T c/C 1 0 0 0

T/T A/A 0 2 2 0

T/T A/C 5 5 2 3

4.5.2. Einfluss der MDM4 SNP 31826 und 34091 auf das Diagnosealter

Der Vergleich der Diagnosealter ergab weder in der Gesamtanalyse (p=0,335) noch
in den separaten Berechnungen fiir Patientinnen mit (p=0,156) beziehungsweise oh-
ne (p=0,404) Kopplungsgleichgewicht ein signifikantes Ergebnis (vergleiche Tabelle
1.22). Fiir die Erstgenannten war ein dhnlicher Trend, wie in den Einzelbetrachtun-
gen der Polymorphismen (vergleiche Kapitel 41.3.2 und 4.4.2) sichtbar: Patientinnen
mit den homozygoten Minor-Allelen erkrankten tendenziell spéter als jene mit homo-
oder heterozygoten Major-Allelen. Auch unter Beriicksichtigung des ER-Status ver-
starkte sich dieser Effekt nicht (p[ER-positive]= 0,253; p[ER-negative|= 0,643). Fur
Patientinnen ohne Kopplungsgleichgewicht deuteten die Daten darauthin, dass die
Wirkung des MDM4 SNP 31826 in Bezug auf das Manifestationsalter iiberwog: Tré-
gerinnen des T /T-Genotypen (SNP 31826) erhielten die Diagnose, unabhéngig vom
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Allelstatus des MDM4 SNP 34091, zu einem spéteren Zeitpunkt. Auch in dieser
Gruppe ergaben sich unter Beriicksichtigung der ER-Expression keine Unterschiede
(p[ER-positive]= 0,290; p[ER-negative|= 0,613).

Tabelle 4.22.: Einfluss der MDM4 SNP 31826 + 34091 auf das Diagnosealter

MDM4 MDM4 Félle | Mittleres Diagnose- | 95%-KI Signifikanz
SNP31826 SNP34091 alter in Jahren

Patientinnen mit Kopplungsgleichgewicht

c/C A/A 7 67,0 41,1-85,8 | 0,156
C/T A/C 48 64,9 39,8-86,0

T/T c/C 12 70,9 56,4-83,2
Patientinnen ohne Kopplungsgleichgewicht

c/C A/C 1 61,7 - 0,404
c/C c/C 1 61,1 -

c/T A/A 11 69,2 56,3-82,1

T/T A/A 2 70,5 68,8-72,2

T/T A/C 5 73,8 68,9-80,7

4.5.3. Einfluss der MDM4 SNP 31826 und 34091 auf das Uberleben

Die Uberlebensanalysen in Abhéingigkeit vom kombinierten Auftreten des MDM4
SNP 31826 und 34091 ergaben fiir diejenigen Patientinnen, bei denen das Kopp-
lungsgleichgewicht vorlag, den Einzelberechnungen (vergleiche Kapitel 4.3.3 und
1.4.3) entsprechende Ergebnisse (siehe Tabelle 4.23). Trigerinnen der homozygo-
ten Minor-Allele wiesen auch in diesem Vergleich ein erhohtes Risiko (RR= 3,4;
95%-KI= 1,3-9,0; p=0,013) fiir einen tumorbedingten Tod und verkiirzte Uberle-
benszeiten (55,9 Monate) im Vergleich zu den Frauen mit homo-oder heterozygoten
Major-Allelen auf. Dieser Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz
(p= 0,339). Unter Beriicksichtigung der ER-Expression verstirkte sich die beschrie-
bene Wirkung der homozygoten Minor-Allele, wie in der Einzelanalyse, insbesondere
fiir Patientinnen mit ER-negativen Karzinomen (p=0,005). Fiir diese Félle stieg das
Relative Risiko, am Tumor zu versterben (RR= 6,2; 95%-KI= 1,2-30,8; p=0,027),
und die mittlere Uberlebenszeit sank auf 25,5 Monate. Die Daten der Patientinnen
ohne Kopplungsgleichgewicht wiesen daraufhin, dass sich die Wirkungen der , gu-
ten“ Major-und ,schlechten“ Minor-Allele ausgleichen. So gab es keine tumorbeding-
ten Todesfélle unter jenen Patientinnen, bei denen fiir einen SNP das homozygoten
Major-und fiir den Anderen das homozygote Minor-Allel ermittelt wurde. Insgesamt
verstarben in dieser Gruppe nur drei von 20 Frauen an den Folgen der Erkrankung
(p=0,021). Bei all diesen konnte der gleiche Genotyp, bezogen auf die beiden SNP
(T/T-A/C), und ER-negative Karzinome gefunden werden.
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Tabelle 4.23.: Einfluss der MDM4 SNP 31826 + 34091 auf das Uberleben

MDM4 MDM4 Félle | Verstorbene | Mittleres 95%-KI Signifikanz
SNP SNP Fille Uberleben in

31826 34091 Monaten

c/C A/A 7 13 80,0 73,3-86,7 | 0,339
C/T A/C 48 2 90,0 86,0-94,0

T/T c/c 12 6 55,9 36,2-75,6

c/C A/A 40 6 76,9 66,6-87,1 | 0,016
C/T A/C 20 1 90,5 85,8-95,2

T/T c/C 3 2 62,0 41,2-82.8

c/C A/A 37 7 82,0 73,4-90,5 | 0,005
C/T A/C 28 1 88,9 81,9-95,9

T/T c/C 9 4 25,5 4,7-46,2

c/C A/C 0 - - 0,021
c/C c/C 0 - -

C/T A/A 11 0 - -

T/T A/A 2 0 - -

T/T A/C 5 3 41,9 30,8-53,0

C/IC+A/A
C/T+A/C
r T/T+C/C
C/IC+A/IC
C/C+CIC
C/T+A/A
TT+ A/A
T/T+A/C
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Abbildung 4.8.: Uberleben in Abhiingigkeit vom MDM4 SNP 31826 und 34091

In der Zusammenschau dieser Ergebnisse liefl sich feststellen, dass die MDM4 Po-

lymorphismen 31826 und 34091 im Kopplungsgleichgewicht vorliegen. Die Daten



deuteten daraufhin, dass sich ihre Wirkungen auf das Typ-I-EC erginzen jedoch

nicht verstarken.

4.6. Einfluss der MDM4 SNP 31826 und 34091 in
Kombination mit dem p53 Codon 72 SNP auf das
Uberleben der Typ-I-EC

In den separaten Analysen konnte ein, wie in den Kapiteln 4.1, 4.3 und 4.4 beschrie-
ben, prognoseverschlechternder Effekt des homozygoten Minor-Allels der MDM4
SNP 31826 (T/T) beziehungsweise 34091 (C/C) und ein prognoseverbessernder Ef-
fekt der homozygoten Prolin-Variante des p53 Codon 72 SNP beobachtet werden.
Es stellte sich nun die Frage, inwieweit sich diese beiden Wirkungen beim kombi-
nierten Auftreten der Polymorphismen beeinflussen. Fiir diese Betrachtung wurden
zunachst neun Gruppen durch Kombination der verschiedenen Genotypen gebildet.
Diese wurden im zweiten Schritt in Abhéngigkeit vom Verlauf ihrer Uberlebenskurve

in drei Gruppen zusammengefasst.

4.6.1. Einfluss des MDM4 SNP 31826 in Kombination mit dem p53
Codon 72 SNP

Fiir die Kombination des MDM4 SNP 31826 mit dem p53 Codon 72 SNP fiel bei
der oben genannten Unterteilung auf, dass es keine Félle gab, bei denen beide Poly-
morphismen im homozygoten Minor-Allel vorlagen. Eine Aussage dariiber, welcher
Polymorphismus in seiner Wirkung iiberwiegt, lief§ sich aus diesen Daten dement-
sprechend nicht treffen. Die in Tabelle 4.24 dargestellten Daten zeigten jedoch, dass
Patientinnen, die beziiglich des p53 Codon 72 SNP das homozygote Minor-Allel
(C/C entspricht Pro/Pro) trugen oder in beiden SNP den heterozygoten Genotypen
aufwiesen (Gruppe 1), innerhalb des Beobachtungszeitaumes nicht verstarben und
demnach das beste Uberleben hatten. Im Gegensatz dazu hatten Frauen mit T/T-
Genotypen, bezogen auf den MDM4 SNP 31826, weiterhin das schlechteste Uberle-
ben. Thr Relatives Risiko fiir einen tumorbedingten Tod betrug das 5 fache (95%-KI=
2,2-11,4; p<0,000) im Vergleich zu den Frauen mit anderen Genotypen. Etwa die
Halfte dieser Patientinnen (47,4%) verstarb im Beobachtungszeitraum (Gruppe 1:
0,0%; Gruppe 2: 13,6%) und wies zudem mit durchschnittlich 59,0 Monaten wesent-
lich kiirzere Uberlebenszeiten auf (Gruppe 1 + 2: 84,9 Monate; 95%-KI= 80,9-89,0;
p<0,000). Auch in dieser kombinierten Analyse erhohte sich das Risiko fiir Pati-
entinnen mit ER-negativen Karzinomen auf das 11,2 fache (95% -KI= 3,5-35.8;
p<0,000).

42



Tabelle 4.24.: Einfluss des MDM4 SNP 31826 + p53 Codon72 auf das Uberleben

MDM4 | p53 Co- | Félle | Verstor- | Mittleres 95%-KI | Signifikanz
SNP donT72 bene Uberleben in
31826 SNP Félle Monaten
1| c¢C/C Pro/Pro | 6 0 - - <0,000
c/T Pro/Pro | 3
c/T Arg/Pro | 19
2 | ¢/C Arg/Arg | 41 | 15 82,7 77,6-87,3
c/C Arg/Pro | 32
C/T Arg/Arg | 37
3| T/T Arg/Arg | 15 9 59,0 43,9-74,1
T/T Arg/Pro | 4
C/C+Profy
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Abbildung 4.9.: Uberleben in Abhiingigkeit vom MDM4 SNP 31826 und p53 Cd72 SNP

4.6.2. Einfluss des MDM4 SNP 34091 in Kombination mit dem p53
Codon 72 SNP

Die Kombination der Polymorphismen MDM4 SNP 34091 und p53 Codon 72 er-
brachte folgende Ergebnisse: Zum Einen gab es auch hier keine Félle, bei denen
bei beiden SNP das homozygote Minor-Allel nachgewiesen werden konnte. Zum
Anderen konnte wiederum der prognoseverbessernde Effekt des Pro/Pro-Genotypes
beobachtet werden. Allerdings zeigte sich die prognoseverschlechternde Wirkung des
homozygoten Minor-Allels des MDM4 SNP 34091 (C/C) weniger deutlich: In Ab-
héngigkeit von dem Allelstatus des p53 Codon 72 SNP hatten Frauen mit C/C-
Genotyp ein sehr gutes (C/C + Arg/Pro) oder ein sehr schlechtes Uberleben (C/C
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+ Arg/Arg). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Effekte des p53 Codon
72 SNP die des MDM4 SNP 34091 {iberwogen.

Tabelle 4.25.: Einfluss des MDM4 SNP 34091 + p53 Codon72 auf das Uberleben

MDM4 | p53 Co- | Félle | Verstor- | Mittleres 95%-KI Signifikanz
SNP don72 bene Uberleben in
34091 SNP Fille Monaten

1] A/A Pro/Pro | 6

A/C Pro/Pro | 3
c/C Arg/Pro | 2
2 | A/A Arg/Arg | 51 | 11 84.9 80,4-89.4
A/C Arg/Arg | 31
A/C Arg/Pro | 20
3| A/A Arg/Pro | 33 7 77,2 66,3-88,1
4| C/C Arg/Arg | 11 6 53,3 32,9-73,7

0 - - <0,000
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Abbildung 4.10.: Uberleben in Abhingigkeit vom MDM4 SNP 34091 und p53 Cd72 SNP

Zusammenfassend lief} sich ein prognostisch giinstiger Effekt des homozygoten Minor-
Allels des p53 Codon 72 SNP (Pro/Pro) auf das Typ-I-EC feststellen, der unabhén-
gig von anderen Polymorphismen und dem ER-Status auftrat. Wéahrend sich das
Diagnosealter dieser Patientinnen nicht vom Gesamtkollektiv unterschied, hatten
sie ein wesentlich besseres Uberleben in dem MaBe, dass keine von ihnen im Be-
obachtungszeitraum an den Folgen der Erkrankung verstarb. Im Gegensatz dazu
konnte fiir die homozygoten Minor-Allele der MDM4-Polymorphismen 31826 (T/T)
und 34091 (C/C) ein prognoseverschlechternder Effekt festgestellt werden, welcher
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sich bei ER-negativen Typ-I-EC verstiarkte. Tumore mit diesen Genotypen traten
zwar signifikant spéter in Erscheinung, hatten dann aber einen aggressiveren Ver-
lauf, verbunden mit einem verkiirzten Uberleben, obwohl sie zum Diagnosezeitpunkt
weder spétere Krankheitsstadien noch schlechtere Differenzierungen aufwiesen. Bei
kombiniertem Vorliegen der MDM4 SNP ergénzten sich diese Effekte. Ob sich diese
positiven und negativen Effekte dieser 3 SNP gegenseitig aufheben, konnte anhand
der vorliegenden Daten nicht eindeutig gezeigt werden. Die Ergebnisse deuteten dar-
auf hin, dass die Wirkungen der Polymorphismen MDM4 SNP 31826 und p53 Codon
72 etwa gleichwertig waren, wohingegen der Effekt des MDM4 SNP 34091 dem des
p53 Codon 72 unterlag.

4.7. Einfluss der Polymorphismen auf das Typ-II-EC

Wie bereits eingangs erldutert, beinhaltete das betrachtete Studienkollektiv eine sehr
begrenzte Anzahl an Typ-II-EC-Patientinnen (13). Aussagen iiber etwaige Zusam-
menhénge konnten aus diesen Daten dementsprechend nicht gezogen werden. Im
Folgenden werden die erhaltenen Ergebnisse aus Griinden der Vollstdndigkeit kurz

tabellarisch zusammengefasst.

Tabelle 4.26.: Einfluss des p53 Codon 72 SNP auf das Typ-II-EC

‘ Gesamt ‘ Arg/Arg ‘ Arg/Pro ‘ Pro/Pro ‘ Signifikanz
Allelverteilung
Kontrollen 77 47 28 2 0,013
Patientinnen 13 3 8 2
Diagnosealter
Mittleres Diagnose- 71,3 71,2 71,3 71,8 0,969
alter in Jahren (69,9-72,8) | (64,4-78,1) | (68,9-73,6) | (67,4-76,1)
Uberleben
Verstorbene Fille 8 2 6 0 0,664
Mittleres Uberleben in | 43,6 40,0 32,6 -
Monaten (95%-KI) (25,2-62,0) | (12,6-40,9) | (11,2-54,0)
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Tabelle 4.27.: Einfluss des MDM2 SNP 309 auf das Typ-1I-EC

Kontrollen
Patientinnen

G/G

10
1

Signifikanz

0,383

Mittleres Diagnose-
alter in Jahren

70,5

0,908

Verstorbene Félle
Mittleres Uberleben in
Monaten (95%-KI)

Gesamt T/T T/G

98 48 40

13 9 3

71,3 71,5 71,0
(69,9-72,8) | (69,4-73,7) | (66,6-75,4)
8 6 1

43,6 34,1 61,1
(25,2-62,0) | (18,6-49,7)

15,0

Tabelle 4.28.: Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Typ-1I-EC

Kontrollen
Patientinnen

0,565

Signifikanz

0,027

Mittleres Diagnose-
alter in Jahren

0,652

Verstorbene Fille
Mittleres Uberleben in
Monaten (95%-KI)

Gesamt c/C C/T T/T

84 40 35 9

13 5 3 5

71,3 70,8 72,5 71,2
(69,9-72,8) | (66,2-75,3) | (69,0-76,0) | (69,5-72,9)
8 4 2 2

43,6 27,5 30,7 56,6
(25,2-62,0) | (13,8-41,1) | (0,0-61,4) | (26,1-87,1)

Tabelle 4.29.: Einfluss des MDM4 SNP 34091 auf das Typ-1I-EC

Kontrollen
Patientinnen

0,464

Signifikanz

0,259

Mittleres Diagnose-
alter in Jahren

0,752

Verstorbene Fille
Mittleres Uberleben in
Monaten (95%-KI)

Gesamt A/A A/C c/C

182 105 66 11

13 5 6 2

71,3 70,8 71,9 70,9
(69,9-72,8) | (66,2-75,3) | (70,6-73,2) | (48,6-93,2)
8 4 3 1

43,6 27,5 40,9 491
(25,2-62,0) | (13,8-41,1) | (18,2-63,5)
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5. Diskussion

5.1. Einfluss der Polymorphismen auf das Typ-I-EC

5.1.1. MDM4 SNP 31826

In der vorliegenden Arbeit konnte ein relevanter Einfluss des Minor-Allels (T) des
MDM4 SNP 31826 bei homozygoter Auspriagung auf das endometroide EC gezeigt
werden. Frauen, bei denen der T/T-Genotyp nachgewiesen werden konnte, erkrank-
ten zwar 5,2 Jahre spéiter als jene mit homozygotem C/C-und heterozygotem Geno-
typ, hatten im Vergleich zu ihnen dann aber ein wesentlich schlechteres Uberleben.
Dieses duflerte sich in einem fiinffach erhéhten Relativen Risiko fiir einen tumorbe-
dingten Tod und in einer um durchschnittlich 2 Jahre verkiirzten Uberlebenszeit.
Besonders deutlich konnte dieser prognoseverschlechternde Effekt bei Betroffenen
mit ER-negativen Karzinomen beobachtet werden. Das Relative Risiko verdoppel-
te sich fiir diese Gruppe und 83,3% dieser Patientinnen verstarben an den Folgen
der Erkrankung. Sie iiberlebten im Mittel 29,7 Monate und damit circa 4,4 Jahre
weniger als das Gesamtkollektiv. Entgegen der Erwartungen wurden die Karzinome
dieser Frauen iiberwiegend in frithen Tumorstadien (FIGO I) diagnostiziert, wiesen
eine sehr gute histologische Differenzierung (G1) auf und unterschieden sich damit
nicht von den Tumoren anderer Genotypen. Diese Daten deuten daraufhin, dass die
Auspriagung des MDM4 SNP 31826 weniger die Entstehung als vielmehr den Verlauf
und/oder das Therapieansprechen des endometroiden EC beeinflusst. Auf welchen
zellbiologischen Mechanismen dieser Effekt beruht, konnte bislang noch nicht ab-
schlieBend geklart werden und ist Teil aktueller und kiinftiger Studien. Auch die
Ergebnisse dieser Arbeit beschrdnken sich auf rein deskriptive Aussagen und las-
sen keine Riickschliisse auf mogliche Pathomechanismen zu. Ein Effekt des MDM4
SNP 31826 auf die Tumorgenese wurde bisher erst in zwei Publikationen an Ovarial-
und Mamma-, nicht jedoch an Endometriumkarzinomen untersucht. Da man gene-
tische Alterationen, insbesondere wenn sie sich auf einen Einzelbasenaustausch be-
schranken, immer im gewebsspezifischen und tumorbiologischen Kontext betrachten
muss, ist die Vergleichbarkeit dieser Ergebnisse mit den hier beschriebenen begrenzt.
Diesbeziigliche Unterschiede kénnten eine Ursache dafiir sein, dass die bereits publi-
zierten Daten von den Arbeitsgruppen um ATWAL und KULKARNI von den hier
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vorliegenden abweichen. ATWAL et al. untersuchten unter anderem den MDM4
SNP 31826 an 110 sporadischen und 95 familiiren Ovarialkarzinomen und beob-
achteten fiir Patientinnen mit dem T/T-Genotyp, im Vergleich zu denjenigen mit
C/C-und C/T-Genotyp, ein signifikant fritheres Diagnosealter und lingeres Uberle-
ben [91]. Zu einem #hnlichen Ergebnis kamen KULKARNI et al. fir ER-negative
Mammakarzinome in ihrer Untersuchung an insgesamt 823 Brustkrebspatientinnen
[92]. Diese Ergebnisse wiirden also eher auf einen prognoseverbessernden Effekt des
homozygoten Minor-Allels (T/T) schlieBen lassen und stiinden damit im Gegensatz
zu den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit. Als mogliche Einflussgrofien auf den
Effekt des Allelstatus des SNP 31826 auf die Tumorgenese wurden in diesen Un-
tersuchungen populationsspezifische Eigenschaften und der Ostrogenrezeptorstatus
angegeben. Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in den beiden genannten, ent-
stammt die Mehrheit der untersuchten Falle der kaukasischen Bevolkerung. Zudem
entsprechen die Allelfrequenzen des hier betrachteten Studienkollektivs denjenigen,
die in Gendatenbanken veroffentlicht wurden (siehe Tabelle A.2 im Anhang), so-
dass diese Storgrofie die Ergebnisse nicht beeinflussen sollte. Eine Abhéngigkeit des
Effektes vom Ostrogenrezeptorstatus konnte auch in der vorliegenden Arbeit beob-
achtet werden: Wie oben beschrieben, verdoppelte sich das Relative Risiko fiir einen
tumorbedingten Tod fiir Patientinnen mit T /T-Genotyp und ER-negativen Tumo-
ren. KULKARNTI et al. fithrte dieses Phénomen auf den héheren Grad genomischer
Instabilitat zuriick, der fiir diese Subgruppe charakteristisch ist [128]. Auch beim
EC konnte dies ein Grund fiir den verstiarkten Effekt des T/T-Genotypen auf das
Uberleben der Patientinnen sein, da verschiedene Studien den Verlust des Ostrogen-
rezeptors mit dem Auftreten von , high-grade“-EC, einem htheren Metastasierungs-
und Rezidivrisiko sowie einer damit einhergehenden schlechteren Prognose assozi-
ieren konnten [129-131]. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Zusammenhang
jedoch nicht gezeigt werden: Frauen mit ER-negativen Tumoren und T /T-Genotyp
wurden, entgegen der Erwartungen, nicht héufiger in fortgeschrittenen Tumorsta-
dien diagnostiziert und ihre Karzinome wiesen auch keine schlechte Differenzierung
auf. Allerdings umfasste diese Subgruppe zum Einen lediglich sechs Patienten und
zum Anderen wiesen nur neun Patientinnen eine schlechte Tumordifferenzierung
(G3) auf. Die Wertigkeit dieser Aussage ist damit sehr begrenzt. Des Weiteren ver-
muteten KULKARNTI et al. eine direkte oder indirekte Interaktion zwischen dem
Ostrogenrezeptor o (ER «) und MDM4, wie sie beim Strukturhomologon MDM?2
bekannt ist [75, 132]. Inzwischen gelang es, eine derartige Interaktion, im Sinne
einer negativen Riickkopplungsschleife, auf Expressions-und Proteinebene nachzu-
weisen [127]. Inwieweit dieses Zusammenspiel die Tumorgenese oder die Wirkung
des MDM4 SNP 31826 tatséchlich beeinflusst, ist zum aktuellen Zeitpunkt noch
unklar und koénnte Gegenstand kiinftiger Studien sein. Als wesentliche Unterschie-

de dieser und der publizierten Arbeiten, lassen sich letztlich die Kollektivgrofie und
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die untersuchte Tumorentitét benennen. Sowohl diese als auch ATWALs Studie be-
fasste sich mit einer relativ geringen Fallzahl (157 versus 205 Fille). Von den 157
untersuchten Patientinnen wiesen nur 19 den T/T-Genotyp auf, was die Aussage-
kraft der Ergebnisse deutlich einschréankt. Ovarial- und Mammakarzinome unter-
scheiden sich beziiglich ihrer Tumorbiologie und Mutationsprofile erheblich von den
Endometriumkarzinomen [133]. Dies beeinflusst die Vergleichbarkeit der Auswirkung
eines Einzelbasenaustausches, wie beim MDM4 SNP 31826, vermutlich am stérks-
ten. Eine aktuelle Studie von GANSMO et al. konnte zum Beispiel zeigen, dass
die MDM4-Expression in Endometriumkarzinomzellen wesentlich starker ist als in
Ovarialkarzinomzellen [114]. Fiir eine solche Uberexpression konnte in einer anderen
Arbeit die Blockade der Zellseneszenz und eine damit einhergehende begiinstigte Tu-
morformation gezeigt werden [134]. Zudem bestétigten Untersuchungen an diversen
Tumorzellen, darunter Mamma-, Bronchial- und Kolonkarzinome, Melanome [135],
Glioblastome [136] und Weichteilsarkome [96], den Zusammenhang zwischen einer
hohen MDM4-Expression und der Tumorgenese. Geméf3 der aktuellen Datenlage,
die von einem Einfluss des MDM4 SNP 31826 auf das Expressionsprofil des MDM4
ausgeht, sind variable Effekte desselbigen, insbesondere in Geweben deren MDM4-
Konzentrationen sich unterscheiden, zu erwarten und eine Verstarkung des Effektes
in Tumoren mit MDM4-Uberexpression, wie dem EC, vorstellbar. Man geht derzeit
davon aus, dass der Einzelbasenaustausch (Cytosin > Thymin) einen direkten oder
indirekten Einfluss auf alternative Spleilvorginge der MDM4-mRNA hat. Dabei soll
die Thymin-Auspragung zur Expression kiirzerer MDM4-Isoformen (MDM4-S und
MDM4-211) fiithren, fiir die eine Stabilisierung von MDM2 und MDM4 und infolge-
dessen eine effektivere Hemmung des Tumorsuppressors p53 gezeigt werden konnte
[93-95]. Daraus resultieren eine hohere Mutationsrate, die verminderte Fahigkeit zur
DNA-Reparatur, reduzierter Zellzyklusarrest, Seneszenz und Apoptose sowie letzt-
lich eine beschleunigte Kanzerogenese und Tumorprogression [91]. Eine bevorzug-
te Expression kurzer MDM4-mRNA-Isoformen bedeutet auflerdem eine reduzierte
Konzentration gewohnlicher, der ,full-length® - MDM4-mRNA (MDM4-FL), sodass
sich das zelluldre Verhaltnis MDM4-S / MDM4-FL zugunsten der kurzen Spleifiva-
riante verschiebt. Verschiedene Studien an Weichteil- [96] und Osteosarkomen [97],
Glioblastomen [98] und papillaren Schilddriisenkarzinomen [99] konnten dieses Un-
gleichgewicht beobachten und mit fortgeschrittenen Tumorstadien, einem héheren
Metastasierungsrisiko und schlechteren Uberleben assoziieren. Ob die Ausprigung
des Thymin-Allels des MDM4 SNP 31826 der Grund fiir die Uberexpression kurzen
MDM4-Isoformen ist, wurde in diesen Studien allerdings nicht untersucht. Gleich-
falls wurden die MDM4-Konzentrationen im vorliegenden Kollektiv nicht gemessen,
sodass eine eindeutige Kausalitdt zum jetzigen Zeitpunkt nicht angegeben werden

kann. Diese Zusammenhénge konnten den negativen Einfluss des T /T-Genotyp auf
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den Verlauf des Typ-I-EC jedoch plausibel erkldren und sollten in groferen Studien

weiter untersucht werden.

5.1.2. MDM4 SNP 34091

Als weiterer Negativpradiktor konnte in dieser Arbeit die Auspragung des homozy-
goten Minor-Allels (C/C) des MDM4 SNP 34091 identifiziert werden. Der Einfluss
dieses SNP auf das Verhalten des EC entsprach dabei demjenigen des oben beschrie-
benen MDM4 SNP 31826. Auch hier korrelierte der C/C-Genotyp, im Vergleich zu
den anderen Genotypen, mit einem tendenziell spiteren Erkrankungsalter und ei-
nem schlechteren Uberleben, ohne mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium oder
einer schlechteren Differenzierung assoziiert zu sein. So konnte bei Tragerinnen des
homozygoten Minor-Allels ein 4,3 fach erhohtes Risiko festgestellt werden, am Tu-
mor zu versterben. Etwa die Hélfte von ihnen erlag den Folgen der Erkrankung
und wies zusitzlich eine deutlich verkiirzte Uberlebenszeit von 59,1 Monaten auf.
Im Vergleich zu Patientinnen mit anderen Genotypen bedeutete dies eine reduzierte
Lebenserwartung von 2,1 Jahren. Wie beim MDM4 SNP 31826 verdoppelte sich das
Relative Risiko fiir einen tumorbedingten Tod bei jenen Frauen mit ER-negativen
Karzinomen. Zwei Drittel von ihnen verstarben im Beobachtungszeitraum durch-
schnittlich nach 25,5 Monaten. Im Gegensatz zum oben beschriebenen MDM4 SNP
31826 sind die zellbiologischen Verdnderungen, zu denen der Einzelbasenaustausch
(Adenin > Cytosin) des MDM4 SNP 34091 fiihrt, bekannt. Die Ausprigung des Cy-
tosins an dieser Stelle schafft eine neue Bindungsstelle fir mikro-RNA (hsa-miR-191
und miR-887) [101, 102]. Die Bindung dieser mikro-RNA hat die Destabilisierung
und Reduktion der Konzentration der MDM4-mRNA zur Folge. Die daraus resultie-
renden dezimierten MDM4-Proteinlevel fithren zu einer Stabilisierung des Tumor-
suppressors p53, einhergehend mit einer effektiveren zelluldren Stressantwort und
retardierten Tumorgenese [105]. Dementsprechend wiirde man fiir das Minor-Allel
(Cytosin), im Gegensatz zu den hier gezeigten negativen Auswirkungen, eher re-
duzierte Erkrankungsrisiken und einen prognoseverbessernden Effekt erwarten. Seit
der Erstbeschreibung dieses SNP im Jahr 2010 durch WYNENDAELE et al. be-
fasste sich eine Vielzahl von Studien mit dem Einfluss des SNP auf das Risiko an
verschiedenen Tumorentitaten zu erkranken und kam zu heterogenen Ergebnissen.
Fiir Non-Hodgkin-Lymphome [106], Prostata- [102, 107] und Osophaguskarzinome
[108] lieB sich der postulierte, prognoseverbessernde Effekt des C-Allels bestétigen.
An Ovarial- und Mammakarzinomen konnten in verschiedenen Untersuchungen so-
wohl risikoreduzierende [101, 109, 110] als auch risikoerhéhende [111-114] Effekte
beobachtet werden. Eine aktuelle Studie von GANSMO et al. an 1404 norwegischen
EC-Patientinnen konnte schliefflich, wie die vorliegenden Arbeit, keinen Zusammen-
hang zwischen dem Allelstatus des MDM4 SNP 34091 und dem Risiko fiir das Auf-
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treten des EC feststellen. Eine Wirkung auf das Diagnosealter oder das Uberleben
wurde bislang noch nicht untersucht. Als mogliche Erklarung fiir diese kontriren
Ergebnisse wurden, wie bereits fiir den MDM4 SNP 31826 beschrieben, zum Einen
populationsspezifische Unterschiede der Allelverteilung angegeben und zum Anderen
divergierende Mutationsprofile der einzelnen Karzinome in Betracht gezogen [114].
Vor diesem Hintergrund lassen sich die Ergebnisse dieser Arbeit am ehesten mit de-
nen der Arbeitsgruppe um GANSMO vergleichen, obgleich sich deren Aussagen auf
das Erkrankungsrisiko beschrinken. Beide Untersuchungen stimmen in populations-
und tumorspezifischen Merkmalen weitestgehend tiberein, unterscheiden sich aber
erheblich in der Kollektivgroe (170 versus 1404; darunter C/C-Genotypen: 15 ver-
sus 106). Die Aussagekraft der hier beschriebenen Effekte ist damit deutlich geringer
als in der norwegischen Studie und sollte an groBeren Kollektiven iiberpriift werden.
Des Weiteren bezogen GANSMO et al. ihre Analysen auf alle EC und lieflen da-
bei Subklassifizierungen, insbesondere die Trennung zwischen Typ-I-und Typ-I1I-EC,
und den Ostrogenrezeptorstatus auBer Acht. Dies konnte zur Maskierung moglicher
Effekte fithren, da auch das EC aus zelluldrer Sicht keine homogene Tumorentitéit
darstellt und gravierende Unterschiede beziiglich Differenzierungsgrad und haufigen
Mutationen nachgewiesen werden konnten. Diese Arbeit konzentrierte sich aufgrund
mangelnder Fallzahlen auf das endometroide EC und konnte beispielsweise eine ver-
stirkte Wirkung des MDM4 SNP 34091 bei fehlendem Ostrogenrezeptorbesatz zei-
gen. Wie bereits beschrieben, deutet dieser bei gynédkologischen Tumoren auf eine
schlechtere Differenzierung und hohere genomische Instabilitédt des Gewebes hin, was
eine Verstarkung der beobachteten Wirkung bei ER-negativen Karzinomen erklaren
konnte [129-131]. Letztlich sprechen die Daten dafiir, dass der MDM4 SNP 34091
zwar keinen relevanten Effekt auf die Entstehung des endometroiden EC hat, da
weder das Tumorrisiko noch das Diagnosealter signifikante Unterschiede aufweisen,
jedoch der Verlauf und/oder das Therapieansprechen von dem Allelstatus des SNP

beeinflusst werden konnen.

5.1.3. Kombination von MDM4 SNP 31826 und 34091

Der Einfluss des C-Allels des MDM4 SNP 34091 auf das Erkrankungsalter und die
Uberlebenszeit zeigte sich weniger deutlich als beim MDM4 SNP 31826. Fiir die
Kombination beider SNPs konnten einander ergénzende Effekte beobachtet werden.
Es besteht demnach die Moglichkeit, dass die zelluldren Mechanismen, auf denen die
Wirkungen der SNP basieren, miteinander interagieren und sich iiberlagern kénnen.
ATWAL et al. postulierten, dass zwischen beiden Polymorphismen ein Kopplungs-
gleichgewicht (,,linkage disequilibrium*®) bestehe, sich ihr Allelstatus also gleichsin-

nig verdndere [91]. Dieses konnte auch in der hier untersuchten Studienpopulation
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beobachtet werden: Bei etwa 90% der Frauen lag an beiden Stellen entweder das ho-
mozygote Major- /Minor-Allel oder Heterozygotie vor. Da man fiir den MDM4 SNP
31826 bisher keinen definitiven Pathomechanismus identifizieren konnte, schrieb man
dem SNP 34091 den vorrangigen Effekt zu [114]. Ein eindeutiger Beweis steht al-
lerdings bislang aus. Die Daten dieser Arbeit lassen eher auf eine entgegengesetzte
Hierarchie schlieen und zeigen die Wichtigkeit der Integration einzelner genetischer
Alterationen und/oder Variationen in das komplexe Zellgefiige. Die Klarung definiti-
ver Zusammenhénge der Interaktion der beiden SNP untereinander und mit anderen
Proteine im EC ist bis auf Weiteres ausstehend und sollte Gegenstand kiinftiger Stu-

dien sein.

5.1.4. p53 Codon 72 Polymorphismus

Neben den Minor-Allelen der beiden MDM4-Polymorphismen, die mit einem ne-
gativen Einfluss auf den Verlauf des Typ-I-EC assoziiert waren, konnte in dieser
Arbeit auflferdem ein mutmaflicher Positivpradiktor identifiziert werden. Die Daten
lieBen darauf schlieflen, dass sich die Prognose der Pro/Pro-Triagerinnen beziiglich
des p53 Codon72 SNP verbesserte. Diese Ergebnisse erreichten zwar keine statisti-
sche Signifikanz, waren aber als deutlicher Trend sichtbar und sollten in gréfleren
Studien verifiziert werden. Wahrend kein relevanter Einfluss dieses SNP auf das Er-
krankungsrisiko oder -alter festgestellt werden konnte, fiel bei der Uberlebensanalyse
auf, dass keine der Pro/Pro - Patientinnen im Beobachtungszeitraum an den Folgen
des Tumors verstarb. Zudem wurden ihre Karzinome alle im frithen Tumorstadium
(FIGO I) diagnostiziert und wiesen einen hohen Differenzierungsgrad (G1) auf. Diese
kleine Gruppe von neun Frauen hatte demnach einen deutlichen Uberlebensvorteil,
im Vergleich zu jenen Patientinnen mit homo-oder heterozygotem Arg-Status. Wo-
bei fiir die beiden letztgenannten Gruppen kein tatsichlicher Uberlebensnachteil in
Bezug auf das Gesamtkollektiv gefunden werden konnte. Die Wahrscheinlichkeit, am
Tumor zu versterben und ihre Uberlebenszeiten entsprachen den Durchschnittswer-
ten aller Typ-I-EC-Patientinnen. Dieser Effekt ldsst sich durch die zellbiologischen
Veranderungen, die fiir den SNP beschrieben wurden, erklidren: Man geht davon
aus, dass die beiden Allele des SNP die Funktionsweise von p53 modulieren. Fiir die
Arginin-(Wildtyp)-Form beobachtete man eine verstarkte Apoptoseinduktion, was
den Organismus zundchst vor der Entstehung von Tumoren schiitzt, im Gegenzug
jedoch, bei Manifestation tumordser Erkrankungen, eine verkiirzte Uberlebenszeit
zur Folge hat [69]. Die Prolin-Form leitet hingegen haufiger den G1-Zellzyklusarrest
ein, woraus eine hohere Kapazitdt zur DNA-Reparatur resultiert. Dementsprechend
konnte man dieses Allel mit einer héheren Tumorinzidenz auf der einen Seite und
einem verlingerten Uberleben auf der anderen Seite korrelieren [63, 71]. Dieser Uber-

lebensvorteil der Pro/Pro- Tragerinnen zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit,
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obgleich weder eine Assoziation zu Tumorinzidenz oder Diagnosezeitpunkt gefun-
den wurde noch ein Effekt der Arginin-Form auftrat. Bisher befasste sich bereits
eine Vielzahl kleiner Studien an unterschiedlichen Populationen mit dem Einfluss
des pb53 Codon72 SNP auf das EC. TANG et al. fassten 2012 die Daten aus neun
bis dato veroffentlichten Fall-Kontroll-Studien [87, 88, 137—143], die insgesamt 829
EC-Patientinnen inkludierten, in einer groflen Metaanalyse zusammen. Diese konn-
te, weder fiir die kaukasische noch fiir die asiatische Population, eine signifikante
Assoziation zwischen dem Allelstatus des p53 Codon72 SNP und dem Risiko fiir
das EC zeigen [144], was dem Ergebnis der hier vorliegenden Arbeit entspricht.
2014 verdffentlichten ZAJAC et al. eine weitere diesbeziigliche Studie an 152 pol-
nischen EC-Patientinnen und beobachtete eine Senkung des Erkrankungsrisikos fiir
Pro-Tréagerinnen [90]. Auch diese Untersuchung beschrankt sich allerdings auf eine
relativ geringe Fallzahl und unterliegt in ihre Aussagekraft damit der groffen Meta-
analyse. Keine der bisher publizierten Studien betrachtete zudem den Einfluss auf
das Diagnosealter oder die Uberlebenszeiten, sodass etwaige Zusammenhingen mog-
licherweise unentdeckt blieben. Des Weiteren unterschieden sie nicht zwischen den
verschiedenen Tumorentitdten, was, wie bereits erldutert, bestehende Effekte ver-
schleiern kénnte. Vor dem Hintergrund, dass die Tumorgenese nicht auf singuldren
genetischen Verdnderungen beruht, untersuchten einige dieser und anderer Studi-
en, neben dem KEinzeleffekt des pb3 Codon72 SNP, zusétzlich die Auswirkung dieses
SNP in Kombination mit dem MDM2 SNP 309 auf das EC [87-90]. Dabei konnten
sie fiir die Kombination MDM2 SNP 309 G/G-p53 Codon72 Arg/Arg ein erhéhtes
Erkrankungsrisiko und eine Assoziation zur schlechteren Differenzierung der Tumo-
ren feststellen. Sie folgerten aus diesen Beobachtungen einen grofieren Effekt der
kombinierten Genotypen, auf die sich kiinftige Studien fokussieren sollten. Auch in
dieser Arbeit wurde dieser Zusammenhang untersucht, erbrachte allerdings keine

relevanten Ergebnisse. Ein Grund dafiir kénnten die geringen Fallzahlen sein.

5.1.5. Kombination der MDM4-und des p53 Codon72 Polymorphismus

Es stellte sich schlielich die Frage, inwieweit sich der negative Einfluss der homo-
zygoten Minor-Allele der beiden MDM4 SNP und der lebensverldngernde Effekt der
homozygoten Pro-Variante des p53 Codon72 SNP ergénzen. Bei dieser kombinierten
Analyse fiel zunéchst auf, dass es keine Félle gab, bei denen an beiden SNP das ho-
mozygote Minor-Allel nachgewiesen werden konnte. Dies ist vermutlich der Tatsache
geschuldet, dass diese Genotypen, fiir sich betrachtet, nur bei etwa 10% der europai-
schen Population vorhanden sind und deren Kombination in einem Studienkollektiv
aus 157 Patientinnen unwahrscheinlich ist. Aus diesem Grund lésst sich anhand der

hier vorliegenden Daten keine definitive Aussage dariiber treffen, welcher Effekt bei
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gleichzeitigem Auftreten des , guten“ (Pro/Pro) und ,schlechten“ (T /T beziehungs-
weise C/C) Allels tiberwiegt. Im Fall des MDM4 SNP 31826 entsprachen die Er-
gebnisse der verbleibenden Genotyp-Kombinationen denen der Einzelanalysen. Das
bedeutet Patientinnen mit dem T/T-Genotyp zeigten weiterhin, unabhéngig vom
Allelstatus des p53 Codon72 SNP, das kiirzeste Uberleben (59,0 versus 84,9 Mona-
te) und ein fiunffach erhéhtes Risiko fiir einen tumorbedingten Tod im Vergleich zu
jenen Frauen mit C/C-oder C/T-Genotypen. Pro/Pro-Trigerinnen verstarben hin-
gegen nicht und hatten damit einen Uberlebensvorteil. In Anbetracht der Tatsache,
dass relevante Uberlebensunterschiede nur fiir die homozygoten Minor-Allele gefun-
den wurden, entsprachen diese Ergebnisse den Erwartungen. Fiir die Kombination
p53 Codon72 SNP und MDM4 SNP 34091 ergab sich Ahnliches: Der prognose-
verbessernde Effekt des Pro/Pro-Status setzte sich auch hier durch, wiahrend der
negative Einfluss des homozygoten C-Allels nicht dominierte. In Abhé&ngigkeit von
dem Allelstatus des p53 Codon72 SNP zeigten C/C-Tragerinnen ein besseres (C/C
+ Arg/Pro) oder schlechteres (C/C + Arg/Arg) Uberleben, im Vergleich zum Ge-
samtkollektiv. Daraus lasst sich schlieflen, dass die Wirkungen des p53 Codon72 SNP
diejenigen des MDM4 SNP 34091 iiberwiegen. Dies unterstreicht den Verdacht, dass
der Effekt dieses Polymorphismus auf das EC weniger relevant ist. Mogliche Zusam-
menhénge und/oder Interaktionen zwischen diesen drei Polymorphismen wurden
bisher noch nicht beschrieben, was Anlass fiir weitere Studien an gréfleren Kollekti-

ven sein sollte.

5.1.6. MDM2 SNP 309

In der vorliegenden Studie konnte kein relevanter Einfluss des MDM2 SNP 309 auf
das EC gezeigt werden. Zwar lief§ sich ein tendenziell erniedrigtes Erkrankungsrisi-
ko fir Patientinnen mit T /T-Genotypen beobachten (OR= 0,58; 95%-KI = 0,35-
0,97), welches jedoch, in Anbetracht des grolen Konfidenzintervalls, keine statisti-
sche Signifikanz erreichte. Auch in Bezug auf das Diagnosealter und das Uberleben
der Patientinnen war kein statistisch signifikanter Effekt feststellbar. Wie in Ka-
pitel 1.2.2 beschrieben, handelt es sich beim MDM2 SNP 309 um einen vielfach
untersuchten Polymorphismus, fiir dessen Minor-Allel (G) erhohte zelluldre MDM2-
Konzentrationen verbunden mit einer abgeschwichten p53-Aktivitat gezeigt wer-
den konnten. Daraus resultierend beobachtete man bei Patienten, die das G-Allel
trugen, eine beschleunigte Kanzerogenese, einhergehend mit frither Tumormanifes-
tation und haufigerem Auftreten von Zweittumoren [73]. Fiir diese Effekte konn-
ten im Folgenden Ostrogenabhéngige Unterschiede gezeigt werden, was den Fokus
der Forschung auf hormonrezeptorpositive Karzinome, wie das EC, lenkte [75, 76].
Man fand heraus, dass das Guanin-Allel die Bindungsaffinitdt des Transkriptions-

faktors SP1 verstirkt und dieser, insbesondere in Kooperation mit dem Ostrogen-
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ERa-Komplex, die MDM2-Expression aktiviert [84-86]. Infolgedessen steigen die
MDM2-Konzentrationen in ER-positiven Zellen bis auf das 30 fache, im Vergleich
zu ER-negativen, an [83]. WANG et al. fassten 2014 die Daten aus sieben, bis dahin
veroffentlichten, Fall-Kontroll-Studien mit insgesamt 1967 EC-Féllen [79, 80, 87, 89,
90, 145] in einer grofilen Metaanalyse zusammen. Die Autoren folgerten aus diesen
Daten ein signifikant reduziertes Erkrankungsrisiko fiir das T-Allel im Vergleich zum
G-Allel (OR= 0.76; 95%-KI= 0.64-0.90, p=0.002). Sie konstatierten daraus einen re-
levanten Einfluss des MDM2 SNP 309 auf die Karzinogenese des EC, insbesondere
fir das 6strogenabhéngige endometroide EC der postmenopausalen Frau [146]. Die
hier gezeigten Daten bestétigen dieses Ergebnis, obgleich keine statistische Signi-
fikanz gezeigt werden konnte. Dies ldsst sich vermutlich mit der verh&ltnisméfig
kleinen Kollektivgrofle begriinden. Einige dieser Studien untersuchten weiterhin den
Einfluss des SNP auf das Diagnosealter und Tumorstadien des EC [79, 80, 141, 145].
Nur einer dieser vier Studien gelang es dabei, eine insignifikante Assoziation des G-
Allels zu einem fritheren Diagnosealter zu beobachten (KNAPPSKOG et al.: T/T
66,5 Jahre; T/G 66,0 Jahre; G/G 64,9 Jahre [145]). Auch in den vorliegenden Daten
konnte diesbeziiglich kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Jedoch
zeigte sich in der ER-abhéngigen Analyse der von KNAPPSKOG et al. postulierte
Effekt des G-Allels, fir die ER-positiven Félle (T/T 67,9 Jahre; T/G 67,4 Jahre;
G/G 66,7 Jahre; p=0,942). Fiir ER-negative Karzinome konnte zudem ein reziproker
ebenfalls nicht statistisch signifikanter Trend des G-Allels gezeigt werden (T /T 65,0
Jahre; T/G 66,6 Jahre; G/G 70,8 Jahre; p=0,258). Obwohl diese Beobachtungen
keine allgemeingiiltige Aussage zulassen, unterstreichen sie die beschriebenen 6stro-
genabhéngigen Effekte des MDM2 SNP 309 und geben Anlass fiir weitere Studien

an groferen Kollektiven.

5.2. Limitationen der Studie

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden anhand der Daten von 170 EC-
Patientinnen durchgefiihrt, die im Zeitraum zwischen 1998 und 2002 in Halle und
Merseburg behandelt wurden. Als Kontrollen dienten insgesamt 182 gesunde Blut-
spenderinnen aus derselben Region und Altersgruppe. Relevante alters-, geschlechts-
und populationsspezifische Unterschiede konnten damit weitestgehend ausgeschlos-
sen werden. Zudem entsprachen die nachgewiesenen Allelfrequenzen der Kontrollen,
den in SNP-Datenbanken publizierten, sodass man diesbeziiglich von der Représen-
tativitdt dieses Kollektivs ausgehen kann (siehe Tabelle A.2 im Anhang). Allerdings
wurden nicht alle Kontrollen fiir alle untersuchten Polymorphismen genotypisiert,
weshalb ihre Gruppengrofle relativ klein war und fiir die einzelnen SNP variierte.

Es konnte sich daher nicht immer auf dieselben Vergleichspersonen bezogen wer-
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den, worin eine Fehlerquelle liegen konnte. Der grofite Kritikpunkt dieser Arbeit
ist jedoch, wie auch schon mehrfach erwéahnt, in der relativ geringen Kollektivgrofie
zu suchen. So lassen sich anhand der Daten von 170 Féllen nur schwerlich allge-
meingiiltige, definitive Aussagen iiber beobachtete Effekte treffen. Zumal sich die
Fallzahl durch die Separierung der beiden Tumorentitdten und diverse Gruppen-
einteilungen, die im Verlauf der Auswertung nétig wurden, zusdtzlich minimierte.
Entsprechend der populationsspezifischen Allelfrequenzen resultierten daraus, fiir die
seltenen Minor-Allele, von denen man die grofiten Effekte erwartete, Gruppengro-
Ben von neun bis 21 Féllen, was bei Weitem nicht als représentativ zu bewerten ist.
Allerdings sollten sich relevante Effekte, sofern sie vorhanden sind, auch in kleinen
Kollektiven, zumindest als Trend zeigen. Als eben solche sind die hier beschriebenen
Ergebnisse zu werten. Sie sollten in jedem Fall an gréfleren Kollektiven tiberpriift
werden. Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass genetische Alterationen, wie
SNP, insbesondere bei Typ-II-EC und ,high-grade“ Typ-I-EC von Bedeutung sind.
Diese sind in der vorliegenden Studie deutlich unterreprésentiert. Neben den 13
Typ-II-EC-Patientinnen, die aufgrund der geringen Fallzahlen von vornherein aus-
geschlossen wurden, zeigten nur neun von 157 endometroiden EC einen schlechten
Differenzierungsgrad (G3). 94% der untersuchten Tumore wiesen damit eine sehr
gute oder méfige Differenzierung (G1 oder G2) auf und gehorten damit nicht zu der
beschriebenen Risikogruppe. Fiir diese Patientinnen, mit sogenannten ,low-grade®
EC, spielen, wie in Kapitel 1.1.2 erliutert, andere Risikofaktoren, wie Ostrogenex-
position und Ubergewicht, eine vordergriindige Rolle. Dies schliet zwar zusétzliche,
moglicherweise additive, Einfliisse durch genetische Alterationen nicht aus, konnte
sie jedoch aufgrund der grofleren Effektstérke maskieren. Daten zu diesen patien-
tenbezogenen Merkmalen wurden fiir das vorliegende Kollektiv nicht erhoben und
konnten daher nicht mit den Polymorphismen korreliert oder in die statistischen
Berechnungen als mogliche Confounder einbezogen werden. Des Weiteren sind diese
,Jow-grade“-Tumore mit einer sehr guten Prognose assoziiert, welche auch in die-
ser Arbeit bestétigt werden konnte. Nur 24 der 157 Patientinnen (14,1%) verstarben
innerhalb des Beobachtungszeitraumes an den Folgen des EC. Die Analyse zum Ein-
fluss der SNP auf das Uberleben beschrinkte sich infolgedessen auf die Daten dieser
24 Fille, womit sich der Kreis zur begrenzten Aussagekraft der geringen Kollektiv-

grofle schliefit.

5.3. Ausblick und klinische Relevanz

Insgesamt gelang es dieser Arbeit einige Effekte verschiedener Polymorphismen auf
das Typ-I-EC zu zeigen. Insbesondere die Aussagen tiber die Beeinflussung des Dia-

gnosealters und das Uberleben der Patientinnen erginzen die aktuelle Datenlage,
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obgleich sie natiirlich an grofleren Kollektiven verifiziert werden sollten. Kiinftige
Studien sollten auflerdem die hier unterreprasentierten Gruppen der Typ-II-und
yhigh-grade“ Typ-I-EC fokussieren, da fiir diese bisher zum FEinen keine préven-
tiv beeinflussbaren Risikofaktoren bekannt sind und es zum Anderen bisher nicht
gelang, ihre schlechte Prognose therapeutisch zu verbessern. Die Identifizierung gene-
tischer Verédnderungen und Zellinteraktionen sollte daher weiter im Mittelpunkt der
Forschung stehen, um Biomarker zu finden, die eine frithe Diagnose und Risikostrati-

fizierung ermoglichen und um zielgerichtete Therapiemoglichkeiten zu entwickeln.
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6. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit konnte ein weiterer Beitrag zur Aufklarung der Wirkung verschie-
dener Einzelnukleotidpolymorphismen auf das Typ-I-EC geleistet werden. Insbeson-
dere die Aussagen iiber die Beeinflussung des Diagnosealters und das Uberleben der
Patientinnen ergénzen dabei die aktuelle Datenlage. Die Ergebnisse des vorliegen-
den Studienkollektivs deuten auf einen prognoseverschlechternden Effekt der Minor-
Allele der beiden MDM4 Polymorphismen 31826 und 34091 hin. Tumore mit diesen
Genotypen traten zwar signifikant spéter in Erscheinung, hatten dann aber einen
aggressiveren Verlauf, verbunden mit einem verkiirzten Uberleben, obwohl sie zum
Diagnosezeitpunkt weder spétere Krankheitsstadien noch schlechtere Differenzierun-
gen aufwiesen. So wurden die Diagnosen bei Frauen mit T /T-Genotyp, beztiglich des
SNP 31826, im Mittel mit 71,6 Jahren (95%-KI= 67,9-75,4, p=0,070) gestellt und
damit 5,2 Jahre (95%-KI= 0,6-9,9 ; p=0,028) spéter als bei Patientinnen mit an-
deren Genotypen. Auf der anderen Seite zeigten sie von diesem Zeitpunkt an, ein
deutlich erhohtes Relatives Risiko fiir einen tumorbedingten Tod (RR= 5,0; 95%-KI
= 2,2-11,4; p<0,000) und ein verkiirztes Uberleben von durchschnittlich 59,0 Mo-
naten (95%-KI= 43,9-74,1, p<0,000), was im Vergleich zum Kollektivdurchschnitt
eine reduzierte Uberlebenszeit von etwa 2 Jahren bedeutete. Dieser Effekt verstérkte
sich bei Patientinnen mit ER-negativen Tumoren. Sie hatten ein 11,2 fach erhéhtes
Relatives Risiko (95%-KI= 3,5-35,8; p<0,000), am Tumor zu versterben und iiber-
lebten im Durchschnitt nur 29,7 Monate (95%-KI= 18,1-41,3; p<0,000). Ahnliche
Ergebnisse ergaben sich fiir den SNP 34091. Auch hier zeigte sich, bei Tragerin-
nen des homozygoten Minor-Allels, ein tendenziell spateres Erkrankungsalter (C/C:
70,3 Jahre; 95%-KI= 64,5-75,9; p=0,290), ein erhohtes Relatives Risiko fiir einen
tumorbedingten Tod (RR= 4,3; 95%-KI= 1,7-10,8; p=0,002) sowie ein verkiirztes
Uberleben von durchschnittlich 59,1 Monaten (95%-KI= 40,3-78,0, p=0,002). Im
Vergleich zu jenen Féllen mit anderen Genotypen bedeutete dies eine Verschlechte-
rung der Prognose von etwa 2,1 Jahren (A/A und A/C= 84,0 Monate; 95%-KI=
79,9-88,1; p=0,001). Wie beim SNP 31826 verstirkte sich der Effekt des C-Allels
bei Patientinnen mit ER-negativen Karzinomen. Das Relative Risiko, am Tumor zu
versterben, verdoppelte sich (RR=7,6; 95%-KI= 1,6-35,0; p=0,010) und die Uberle-
benszeit sank auf durchschnittlich 25,5 Monate (95%-KI= 4,7-46,2, p= 0,009). Bei
kombiniertem Vorliegen der MDM4 SNP ergénzten sich diese Effekte. Die Ergebnis-
se deuten darauf hin, dass die MDM4 Polymorphismen 31826 und 34091 zum Einen
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im Kopplungsgleichgewicht vorliegen und miteinander interagieren. Zum Anderen
geben sie Anhalt dafiir, dass sie weniger die Tumorentstehung als viel mehr den -
progress beziehungsweise das Therapieansprechen beeinflussen und ihre Wirkung in
Abhingigkeit vom Ostrogenrezeptorstatus betrachtet werden muss. Im Gegensatz
dazu, konnte auflerdem ein prognostisch giinstiger Effekt des homozygoten Minor-
Allels des p53 Codon 72 SNP auf das Typ-I-EC beobachtet werden. Dieser trat
unabhéingig von anderen Polymorphismen und dem ER-Status auf. Wéahrend sich
das Diagnosealter dieser Patientinnen nicht vom Gesamtkollektiv unterschied, hat-
ten sie ein wesentlich besseres Uberleben in dem Mafle, dass keine von ihnen im
Beobachtungszeitraum an den Folgen der Erkrankung verstarb. Ob sich die positi-
ven und negativen Effekte dieser drei SNP gegenseitig aufheben, konnte anhand der
vorliegenden Daten nicht eindeutig gezeigt werden. Des Weiteren gelang es in dieser
Arbeit nicht, einen relevanten Einfluss des Polymorphismus MDM2 SNP 309 auf
das Typ-I-EC nachzuweisen sowie eine Aussage iiber die Wirkung aller vier SNP auf
yhigh-grade“-Typ-I-EC und Typ-II-EC zu treffen. Hierfiir und zur Bestédtigung der
beschriebenen Ergebnisse sollten kiinftig weitere Studien an grofieren Kollektiven

angestrebt werden.
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7. Thesen

1. Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einfluss der Einzelnukleotidpolymor-
phismen p53 Codon 72 SNP, MDM2 SNP 309, MDM4 SNP 31826 und 34091
auf das Erkrankungsrisiko, -alter und Uberleben von 170 Endometriumkarzi-

nompatientinnen (157 Typ-I, 13 Typ-II).

2. Die MDM4-Polymorphismen 31826 und 34091 lagen in einem Kopplungsgleich-

gewicht vor und ihre Effekte erginzten sich.

3. Das Vorliegen der homozygoten Minor-Allele der beiden MDM4-Polymorphis-
men 31826 (T/T) und 34091 (C/C) konnte mit einem spéteren Diagnosealter
und einer verkiirzten Uberlebenszeit, insbesondere éstrogenrezeptornegativen

Karzinomen, korreliert werden.

4. Die homozygote Prolin-Variante des p53 Codon 72 Polymorphismus zeigte
einen tendenziell lebensverldangernden Effekt auf die Studienpopulation, unab-

héngig vom Allelstatus der beiden MDM4-Polymorphismen.

5. Das Erkrankungsalter und Uberleben des Studienkollektivs war unabhingig
vom Allelstatus des MDM2 SNP 309.

6. Alle 4 untersuchten Polymorphismen hatten keinen relevanten Einfluss auf das

Erkrankungsrisiko der untersuchten Population.

7. Eine Aussage tiber die Effekte der vier Polymorphismen auf das Typ-II-Endo-
metriumkarzinom konnte aufgrund der geringen Fallzahl nicht getroffen wer-

den.
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A. Anhang

Endometrioid Serous Carcinosarcoma Clearcell
Bokhman subtype | II I II
TP53 mutation Rare >90% 60-90% 35%
PI3K alterations PTEN mutation (75-85%) PTEN mutation (11%) PTEN mutation (19%) PTEN loss (80%)
PIK3CA mutation (50-60%)  PIK3CA amplification (45%) PIK3CA mutation (35%) PIK3CA mutation (18%)
PIK3R1 mutation (40-50%)  PIK3CA mutation (35%) PIK3CA amplification (14%)
PIK3R1 mutation (12%)
KRAS mutation 20-30% 3% 17% 0%
ERBBalterations ~ None ERBB2 amplification (25-30%)  ERBB2 amplification (13-20%) ERBB2 mutation (12%)
ERBB3 amplification or mutation (13%) ERBB2 amplification (16%)
FGFRamplification  FGFR2 mutation (12%) FGFR2 mutation (5%) FGFR3 amplification (20%)
or mutation Frequent FGFR1 and FGFR3
amplification
Wnt/p-catenin CTNNB1 mutation (25%) CTNNB1 mutation (3%)
Other ARIDIA mutation (35-40%)  PPP2RIA mutation (20%) PPPIRIA mutation (28%) ARID1A (25%)
FBXW7 mutation (20% of FBXW7 mutation (35-40%) TERT promoter mutations
undifferentiated endometrial ARIDIA mutation (25%)
carcinoma) CCNE1 amplification (42%)
LRPB1 deletion S0X17 amplification (25%)
Frequent amplifications in MYC,
CCNE1, and SOX17
Abbildung A.1l.: Mutationsprofile des EC [entnommen aus 17]
POLE MSI Copy-number Copy-number
ultramutated hypermutated low, MSS high, serous-like
Mutation load

Somatic copy number
alterations load

Histology Endometrioid Endometrioid Endometrioid Serous and
endometrioid
Grade OOm OOm OO O

PI3K alterations

KRAS mutation
TP53 mutation 35% 5% 1% =00%
Prognosis Excellent Intermediate Intermediate Poor

Abbildung A.2.: Molekulargenetische Klassifikation des EC [entnommen aus 17]



Tabelle A.1.: Stadieneinteilung des EC nach TNM und FIGO [entnommen aus 25]

TNM- FIGO- Definitionen
Kategorien| Stadien
X - Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO - Kein Anhalt fiir Primértumor
T1 I Tumor begrenzt auf Corpus uteri
Tla IA Tumor begrenzt auf Endometrium
T1b 1B Tumor begrenzt auf Endometrium oder infiltriert < 50%
des Myometriums
Tlc 1C Tumor infiltriert > 50% des Myometriums
T2 11 Tumor infiltriert Zervix, breitet sich jedoch nicht jenseits
des Uterus aus
T3 111 Tumor breitet sich lokal oder regional aus
T3a ITIA Tumor befillt Serosa und/oder Adnexe
T3b I11B Tumor beféllt Vagina oder Parametrien
N1 IIIC Metastasen in Becken- und/oder paraaortalen Lymph-
knoten
III1C1 Metastasen in Beckenlymphknoten
IIIC2 Metastasen in paraaortalen Lymphknoten
v Tumor infiltriert Harnblase und/oder Darmschleimhaut
oder Fernmetastasierung
T4 IVA Tumor infiltriert Harnblase und/oder Rektumschleim-
haut
M1 VB Fernmetastasierung (ausgenommen Metastasen in Vagi-

na, Beckenserosa oder Adnexen, einschliellich Metasta-
sen in inguinalen und anderen intraabdominalen Lymph-

knoten als paraaortalen und/oder Beckenlymphknoten)
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Tabelle A.2.: SNP - Allelfrequenzen in Kontroll- und européischer Population [entnommen
aus ncbi - SNP - Datenbank|

Allelfrequenzen in %

Kontrollpopulation

Européische Population

23,6
33,9

51,7
51,8

24,7
14,3

Kontrollpopulation
Européische Population

49,0

40,8

10,2

Kontrollpopulation

Européische Population

47,6
43,4

41,7
43,4

10,7
13,3

Kontrollpopulation

Européische Population

57,7
48,7

36,3
41,6

6,0
9,7

Kontrollpopulation

Européische Population

61,0
61,7

36,4
30,0

2,6
8,3
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