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Referat

Zielstellung: Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mithilfe immunhistochemischer
Untersuchungen eine Charakterisierung des Expressionsmusters potentiell an der
Tumorprogression beteiligter Marker von Endometriumkarzinomen (EC) vorzunehmen und
verléssliche biologische Prognosefaktoren zu identifizieren.

Material und Methoden: Fiir die Diagnosesicherung wurde das vorhandene HE-gefirbte
Gewebematerial von insgesamt 218 Patientinnen erneut durch zwei Fachirzte fiir Pathologie
beurteilt (Subtypcharakterisierung, FIGO-Stadium, Grading). Die Expression der potentiellen
Prognosemarker wurde immunhistochemisch (ABC-Methode) nachgewiesen. Patientendaten
wurden anhand der Patientenakten erhoben. Der Krankheitsverlauf wurde iiber das
Gesamtiiberleben bestimmt.

Ergebnisse: Die Analyse des Patientenkollektivs ergab einen deutlichen Uberlebensvorteil der
Typ I- gegeniiber den Typ II-Karzinomen und ein unterschiedliches Expressionsmuster der
Prognosemarker in den beiden Gruppen. Bei den endometrioiden Tumoren (Typ I) fand sich
neben einer hohen Ostrogen-(ER) und Progesteronrezeptor-(PR)-Expression durchgingig eine
niedrige Ki-67- (< 15% positive Zellen), p53- (IRS (immune reactive score) < 4) als auch IGF2-
BP1-mRNA-binding protein 1-(IMP1)-Expression (IRS < 6). Eine p53- und IMP1-Expression
sowie ein hoheres Lebensalter wirkte sich prognostisch ungiinstig aus. Die IMP1-Expression
korrelierte mit dem Grading, dem Tumorstadium und dem Lebensalter. p53 und IMP1 erwiesen
sich als unabhéngige negative Prognosefaktoren mit additivem Effekt.

Die Typ II-Karzinome waren durch eine geringe ER- und PR- sowie durch eine hohe p53-,
Ki-67- und IMP1-Expression gekennzeichnet. Die p53-, Ki-67- und IMP1-Expression zeigte
eine starke positive Korrelation. Eine prognostische Relevanz der Marker konnte nicht belegt
werden.

Schlussfolgerungen: Die vorliegenden Ergebnisse bestitigen p53 als negativen prognostischen
Faktor bei Typ 1-Karzinomen. Dariiber hinaus wurde IMP1 als zusitzlicher diagnostischer
Marker fiir ungiinstige Krankheitsverldufe identifiziert. Serdse und klarzellige Karzinome lielen
sich durch die untersuchten Marker nicht weiter stratifizieren. Die Aufklédrung der Bedeutung

von IMP1 fiir Typ 1-Tumoren konnte zu neuen Therapieansétzen fiihren.

Bangemann, Annette: Zur prognostischen Bedeutung von IGF2-BP1 (IMP1) in
Endometriumkarzinomen; eine Studie an 218 Fallen mit Korrelation zu anderen
Prognosefaktoren und zum Uberleben; Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 61 Seiten, 2015
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1 Einleitung
1.1 Klassifikation und Epidemiologie des Endometriumkarzinoms

Das Endometriumkarzinom (EC) ist der dritthaufigste maligne Tumor der Frau in industrialisierten Landern.!
Weltweit steht es bei den Malignomerkrankungen der Frau mit iiber 140.000 Neuerkrankungen pro Jahr an
siebter Stelle. Hinsichtlich der Haufigkeit des Auftretens gibt es deutliche regionale Unterschiede, wobei
Nordamerika und die westeuropdischen Lander mit 9,9 und 15,0 Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen an
der Spitze stehen. In Deutschland betrigt die Gesamtzahl der jetzigen Neuerkrankungen ca. 11.300 pro Jahr.
Die Erkrankungshédufigkeit nimmt mit steigendem Alter zu und gipfelt im siebten Dezennium.? Etwa 2-5%
der EC haben einen genetischen Hintergrund. Ursache sind beispielsweise Mutationen in Genen, die fiir
DNA-(desoxyribonucleic acid)-Reparaturenzyme kodieren, z.B. hMLH1 bzw. MSH2 (human mutation-L-
homolog 1; mut-S-homolog 2; Lynch-Syndrom) oder BRCA1-(Breast Cancer 1)-Syndrom. Der GroBteil der
EC entsteht allerdings sporadisch.?

Gegenwirtig werden die histologischen Varianten der EC in zwei Gruppen zusammengefasst, die sich
klinisch, genetisch, molekularbiologisch und prognostisch unterscheiden. Zu den sogenannten Typ I-
Karzinomen gehoren das klassische endometrioide Adenokarzinom (EA) mit seinen Varianten
(plattenepithelialer Differenzierung: villoglanduldr, papilldr, sekretorisch und zilientragend) und das
muzindse Karzinom (nach WHO, engl. world health organization; 2003).% 5 Mit ca. 85% sind Typ I-
Karzinome die haufigste EC-Form. Zu den Typ II-Karzinomen gehoren serdse und klarzellige Karzinome,
Mischformen (aus Typ I[-Varianten mit einem Typ II-Anteil) sowie die malignen Miiller'schen

Mischtumoren. Typ II-Karzinome machen insgesamt ca. 15% aller EC aus.®

1.2 Atiologie und klassische Risikofaktoren

Typ I-Karzinome entstehen aus einer atypischen endometriellen Hyperplasie bei prid- und perimenopausalen
Frauen. Sie sind oft gut differenziert und weisen eine giinstige Prognose auf.” Als gesicherte Risikofaktoren
fiir die Entwicklung dieser Ostrogen-abhiingigen Tumoren zihlen neben Vorliegen eines metabolischen
Syndroms mit Adipositas (Body mass index (BMI) > 25), Nulliparitit, die langfristige kontinuierliche
Einnahme Ostrogen-haltiger Priiparate ohne Zusatz von Gestagenen?, aber auch eine Tamoxifen-Therapie.?
Zigarettenrauchen scheint dagegen die Inzidenz des EC aufgrund einer vermehrten Progesteronrezeptor-

Expression im Endometrium zu senken.?°

Typ II-Karzinome entstehen dagegen hormonunabhingig im atrophen Endometrium postmenopausaler
Frauen aus einer nicht-invasiven glanduldren Dysplasie, dem ,,endometrialen intraepithelialen Karzinom®.!°
Diese Tumoren konnen auch bei jlingeren Patientinnen nach vorangegangener Bestrahlung des Beckens
auftreten.!! Weitere Risikofaktoren sind auch aufgrund des selteneren Auftretens von Typ II-Tumoren derzeit

noch nicht bekannt.



1.3 Therapie

Die Therapie des EC sollte sich an den Vorgaben der aktuellen S2K-Leitlinie? orientieren. Die Therapie ist in
erster Linie abhingig vom Stadium, dem Grading und dem histologischen Typ des EC. In der Primérsituation
wird das EC grundsiétzlich operativ behandelt. Bestehen Kontraindikationen oder liegt eine palliative
Situation vor, ist die alleinige Bestrahlung indiziert. Medikamentose Therapien konnen risikoadaptiert

durchgefiihrt werden.

1.4 Molekularpathologische Merkmale

Beim Typ I-Karzinom treten neben einer verstirkten Expression von Ostrogen- (ER) und
Progesteronrezeptoren (PR) Mutationen in Genen, die fiir DNA-Reparaturenzyme kodieren (resultierend in
einer Mikrosatelliteninstabilitdt), im ras-Onkogen und PTEN-(phosphatase and tensin homolog)-

Tumorsuppressorgen auf.? Bei den Typ II-Karzinomen werden hiufig p53-Mutationen gefunden.”

1.5 Klassische Prognosefaktoren

Das endometrioide Adenokarzinom (nachfolgend: EA) gehort zu den Tumorerkrankungen mit einer
vergleichsweise giinstigen Prognose. In Abhédngigkeit vom Tumorstadium betrdgt die mittlere 5-Jahres-
Uberlebensrate im Stadium I 86%, im Stadium IT 72%, im Stadium III 44% und im Stadium IV etwa 12,5%.
10 Das Tumorstadium ist der wichtigste klinische Prognosemarker. Die Zuordnung zu einem Stadium erfolgt
nach der lokalen Ausdehnung des Tumors und der Lymphknotenmetastasierung. Bei der lokalen Ausdehnung
sind die myometrane Invasionstiefe und die Frage des zervikalen Befalles therapeutisch und prognostisch
von groBer Bedeutung. Wegen der giinstigen Prognose der meisten EC und der Mortalitdt einer paraaortalen
Lymphadenektomie werden die Lymphknoten nicht grundsétzlich entfernt. Da das Risiko der lymphonodalen
Metastasierung bei Infiltration der duBeren Myometriumhélfte sowie bei schlecht differenzierten
Karzinomen vom Typ I[- sowie bei Typ II-Karzinomen steigt, werden Patientinnen mit diesen
Tumormerkmalen lymphadenektomiert (ca. 30%). Insgesamt liegen bei ca. 10% aller Patientinnen mit EC

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Lymphknotenmetastasen vor.

Die histologische Malignitétseinstufung wird beim EA nach den WHO-KTriterien durchgefiihrt und hat als
unabhingiger Faktor ebenfalls prognostische Relevanz.!> 13 Die beiden wesentlichen Gradingkriterien sind
die Architektur des Tumors und der Grad der Kernatypie. Im Hinblick auf die Architektur werden Tumoren
mit einem soliden Anteil bis zu 5% als Grad 1, bis zu 50% als Grad 2 und dariiber als Grad 3 eingestuft. Eine
plattenepitheliale Komponente wird dabei nicht beriicksichtigt. Karzinome mit signifikanter Kernatypie
werden einen Grad hoher eingestuft. Etwa 70% der endometrioiden Karzinome sind hochdifferenziert (Grad
1).14 15 Allerdings korreliert es in vielen Studien mit dem Stadium. Viele Untersuchungen beziehen sich
hauptsidchlich auf Tumoren im FIGO-(Fédération Internationale de Gynécologique et d’Obstétrique)-
Stadium I bis III. Uberdies sind auch Assoziationen zum Lebensalter nachweisbar, wobei jiingere
Patientinnen aufgrund des frilheren Diagnosezeitpunktes haufiger Gl-Tumoren aufweisen als éltere

Patientinnen. !¢
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Klarzellige und serose EC haben per se eine deutlich schlechtere Prognose als die endometrioiden
Karzinome. Ein Grading dieser Tumoren hat keinerlei prognostische Bedeutung. Auch die prognostische
Aussagekraft des Stadiums ist bei diesen Tumoren weniger stark, da der Krankheitsverlauf weitgehend vom

Grading bestimmt wird.

Neben anderen Tumoren gibt es EA (Typ I), die trotz giinstiger konventioneller Prognoseparameter
unerwartet aggressiv verlaufen. Auf der anderen Seite kommen auch Tumoren mit einem iiberraschend
giinstigen Verlauf vor, der aber ohnehin sehr gut ist. Aufgrund dieser Unsicherheiten bei der Prognose
besteht beim EC der Bedarf zusitzlicher Prognosefaktoren, um eine bessere Prognoseeinschitzung und

damit eine bessere Risikoadaptation der Therapie zu ermoglichen.

1.6 Biologische Prognoseparameter

Die Suche nach prognostischen oder priadiktiven Tumorparametern hat in der aktuellen onkologischen
Forschung Schwerpunktcharakter, da diese Faktoren die Basis einer individualisierten Krebstherapie bilden.
Im Rahmen dieser Studie wurden an einem gut charakterisierten Tumorkollektiv verschiedene Faktoren
hinsichtlich ihrer Eignung als prognostische Marker fiir EC analysiert, die sich bei anderen
Tumorerkrankungen als biologisch relevant erwiesen haben, fiir die Steuerung des Zellzyklus und der

Zelladhdsion wichtig sind oder als Differenzierungsparameter gelten.

1.6.1 p53

P53 ist ein in allen multizelluliren Organismen vorhandenes Protein, dessen Hauptfunktion die
Uberwachung der genomischen Integritit ist. Eine Veréinderung der p53-Funktion (gain-of-function = neue
(FehD)-Funktion; /oss-of-function = Funktionsverlust) ist mit der Entstehung von vielen Tumoren assoziiert.
17.18 Wird durch p53 ein Schaden im Genom detektiert, wird der Zellzyklus gestoppt und Reparaturvorginge
eingeleitet. Bei einem irreparablen Schaden wird die Zelle durch Apoptose (programmierten Zelltod)
eliminiert (siche Abb. 1). Durch diese Reaktionsfolge verhindert p53 die Vermehrung genetisch abnormer
Zellen und wirkt daher als Tumorsuppressorgen.!® Bei ca. 45% aller humanen Tumoren liegt p53 in mutierter
und somit verdnderter oder inaktiver Form vor (s.0.).!” Bei den tibrigen Tumoren gehen Wissenschaftler

davon aus, dass p53 auf eine andere Weise funktionell inhibiert wird.
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ADbb. 1: P53 — schematische Darstellung der Regulation und der Rolle beim Zellzyklus-Arrest und bei der Apoptose
Die p53-Aktivitit wird durch eine Vielzahl intrazelluldrer Signale, wie z.B. Kinasen, Zellzyklusproteine (v.a. p16, pi4)
im Rahmen zellschddigender Einfliisse (u.a. Hypoxie, onkogene Faktoren, z.B. c-myc) reguliert.’®

[Legende: APAF-1 = apoptotic peptidase activating factor 1, CDK = cyclin dependent kinase, INK4a = inhibitors of
CDK4a, Mdm-2 = Mouse double minute 2 homolog, PUMA = p53-upregulated modulator of apoptosis]

In gesundem Gewebe wird p53 in allen sich teilenden Zellen exprimiert, allerdings nur in geringen Mengen.
P53 besitzt dariiber hinaus nur eine kurze Halbwertzeit. Aus diesen Griinden ist das Protein
immunhistochemisch entweder nicht oder nur schwach nachweisbar. Bei zellulirem Stress wird die
Halbwertszeit verldngert, so dass die p53-Level in der Stelle ansteigen. Ein mutiertes, strukturell abnormes
pS3 hat eine deutlich lingere Halbwertszeit, akkumuliert in der Zelle und ist deswegen in der Regel auch
immunhistochemisch detektierbar. Die Ausnahme von dieser Regel sind Tumorzellen mit einer Null-

Mutation, bei welchem die Farbung infolge fehlender Antikérperbindung komplett negativ ausfillt.

1.6.2 Ostrogen- und Progesteronrezeptoren

Da die Funktion des Endometriums durch die Sexualhormone kontrolliert wird, exprimieren sowohl dessen
Stromazellen als auch das endometrioide Driisenepithel ER und PR. Beide Proteine sind sogenannte
Kernrezeptoren. Dabei handelt es sich um Transkriptionsfaktoren, die erst nach Bindung ihres Liganden in
der Lage sind, an die Promotorregion ihrer Zielgene zu binden. Der ER befindet sich bei der
Ligandenbindung bereits im Kern. Es werden drei verschiedene ER-Subtypen unterschieden: ERa, ERP und
ERy, wobei ERa und ERP am héaufigsten vertreten sind und eine dhnliche Grundstruktur besitzen. Die
Rezeptoren werden strukturell in vier funktionelle Doménen aufgeteilt: die Amino-(N)-terminale Region,
welche fiir die Transkription verantwortlich ist, die DNA-bindende Doméne (bestehend aus zwei Zinkfinger-
Motiven), die D-Doméne und die Liganden-bindende Doméne, welche die Bindung von Kofaktoren und die
Interaktion mit Hitzeschockproteinen erlaubt.?’ Die Gene fiir ERa und ERP liegen auf verschiedenen
Chromosomen und die Proteine weisen eine unterschiedliche Gewebeverteilung auf. ERa wird hauptsichlich
im Uterus, in der Zervix, in der Vagina und in den Ovarien, aber auch in der Mamma, in der Leber, in der

Niere, im Herzen und in der Skelettmuskulatur exprimiert.2® ERB und ERy finden sich dagegen bevorzugt im
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Herz, in den Nieren und in den Ovarien, in geringerem AusmalBl auch in der Lunge, im Gehirn, in den
Knochen und in den Geféllen. Studien zeigen, dass ERa und ERy die Aktivitdt von Mitgliedern aus der
Familie der PGC-1-Co-Aktivatoren (peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator-1 alpha)
regulieren. PGC-1-Co-Aktivatoren sind in alle Komponenten des Energiemetabolismus, einschlieBlich des
Fett- und Glucosestoffwechsels involviert.?! Dariiber hinaus fordert ERy die ERa-Expression durch
Transaktivierung eines Multi-Hormon Response-Elements in der Promotorregion des ERa-Gens mithilfe von
PGC-1a.?2 ERy besitzt keinen physiologischen Liganden, aber man vermutet, dass ERy die Transkription des
steroidogenen Faktors-1 (SF-1) fordert.??> SF-1 reguliert eine grofle Anzahl von Zielgenen und spielt eine
bedeutende Rolle bei der Synthese von Fettsduren und Steroidhormonen, wie Untersuchungen am
Mammakarzinom zeigen.?> 24 Aufgrund seiner Fihigkeit, synthetische Anti-Ostrogene wie z. B. Tamoxifen

zu binden, hat ERy dariiber hinaus auch therapeutische Bedeutung.?

Die verschiedenen PR unterscheiden sich hinsichtlich der GroBe ihrer N-terminalen Doméne und der
Lokalisation voneinander. Bei den PR-Isoformen PR-A, PR-B und PR-C handelt es sich um Splicevarianten
eines Gens. Die Isoform PR-A kommt ausschlieBlich im Zellkern vor, PR-B ist in Abwesenheit von
Progesteron im Zytoplasma lokalisiert, wandert aber nach Bindung seines Liganden in den Nukleus.?’” PR-C,
die kiirzeste Isoform, besitzt keine transkriptionelle Aktivitdt.”” Wahrend der Ligand-Rezeptor-Bindung
kommt es wie bei den ER zur Heterodimerisierung und Phosphorylierung mit nachfolgender Translokation
in den Zellkern und Bindung an das Hormon-Response-Element in der Promotorregion der Zielgene (siche
Abb. 2).27 Obwohl die beiden Isoformen PR-A und PR-B Progesteron bzw. Progestine binden, lassen sich
dennoch funktionelle Unterschiede erkennen. PR-B fungiert bei verschiedenen Zielgenen als
Transkripitionsaktivator. Dagegen agiert PR-A als dominanter Repressor von PR-B, wahrscheinlich durch

eine nicht-kompetitive Bindung an spezifische Transkriptionsfaktoren des PR-B Gens.?®

Zu den Funktionen von PR-A und PR-B zihlen vor allem die Antagonisierung Ostrogen-mediierter Effekte
durch eine Transkriptionsinhibition des ERa-Gens?®, sowie die Einleitung und Aufrechterhaltung der
Lutealphase wihrend des Menstruationszyklus. Sowohl PR-A als auch PR-B werden in Geweben mit
Reproduktionsfunktion exprimiert.>® Dabei variiert die Expression beider Rezeptoren aufgrund ihrer diversen
Aufgaben (PR-A fungiert unter anderem als Initiator der GO-Phase des Zellzyklus wihrend der pré-
ovulatorischen Phase. PR-B leitet die sich anschlieBende sekretorische Phase ein) in Abhéngigkeit von der
weiblichen Entwicklungsphase und dem hormonellen Zyklus.3! Unter physiologischen Bedingungen wird
PR-A iiberwiegend im endometriellen Stroma und PR-B hauptsidchlich in den glanduldren epithelialen
Strukturen des Endometriums in der mittleren sekretorischen Phase synthetisiert.3> Beide Isoformen weisen
gleich hohe Expressionsraten auf3! PR besitzen zudem die Fahigkeit zur Progesteron-unabhéngigen
Aktivierung durch Proteine, wie SRC-1 aus der Familie der Steroidrezeptor-Co-Aktivatoren (SRC).33 Beim
Mammakarzinom und beim EC wird héufig eine dominante Expression von PR-A beobachtet. Dabei

korreliert das gesteigerte Auftreten von PR-A mit einem niedrigen histologischen Differenzierungsgrad.3-34

Die Ostrogen-stimulierte Proliferation des Endometriums wird durch Progesteron antagonisiert. Ein Fehlen
bzw. eine Fehlfunktion des PR fiihrt zu einer Hyperplasie des Endometriums und kann zu einer spéteren

Tumorentstehung beitragen.>* Weitere Aufgaben von Progesteron sind die sekretorische Stimulation des
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Driisenepithels und die Dezidualisierung des endometriellen Stromas in Vorbereitung auf eine

Schwangerschaft.

Ligandensnduserte nubleare Rezeptoren
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Bildung eines Ligand-Rezeptor-Komplexes (hier am Beispiel von Ostrogen)
mit nachfolgender Dimerisierung und Bindung an eine spezifische Promotorregion der DNA36
[Legende: ,,AB* = N-terminale Domdne, ,,C" = DNA-bindende Domdne, ,E” = Liganden-bindende Domdne,

., HSP90* = Hitzeschockprotein 90]

Beim EC wird die ER- und PR-Expression wird als Differenzierungsindikator und somit auch als
Prognosefaktor angesehen. Beide Hormonrezeptoren dienen dariiber hinaus als therapeutische

Zielstrukturen.

1.6.3 C-Myc

Die Familie der Myc-Proteine mit den Varianten c-myc, b-myc, n-myc und I-myc gehort zu den Leucin-
Zipper-Transkriptionsfaktoren. Die Proteine sind in gesundem Gewebe nur in geringen Mengen nachweisbar.
C-Myec ist als Transkriptionsfaktor nukleér lokalisiert, hat eine kurze Halbwertszeit und ist Zielstruktur vieler
mitogener Signaltransduktionswege (z.B. insulin-like growth factor, IGF).37 C-Myc interagiert dabei mit dem
konstitutiv vorhandenen Leucin-Zipper-Protein MAX (myc-associated factor x) und bildet mit ihm ein
Heterodimer. Dieser Komplex moduliert die Aktivitidt einer Vielzahl von Zielgenen durch Bindung an
sogenannte E-Boxen der DNA sowie durch Histon-(H3)-Methylierung.?®3° Zu diesen Zielgenen zédhlen p53,
p19/AREF, p27 und CDK-(Cyclin dependent kinase)-9/CyclinT1, die den Zellzyklus regulieren, aber auch die

Apoptose koordinieren.*® Aufgrund dieser Funktion hat c-myc ein hohes onkogenes Potenzial.

In mehr als 70% aller malignen Tumoren konnte eine erhohte c-myc-Expression gefunden — werden.*! Die
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Uberexpression hat meist eine Amplifikation oder Translokation des c-myc-Gens zur Ursache, Mutationen
im c-myc-Gen sind eher selten.!- 4> C-myc ist bislang das einzige Onkogen, das in seiner Wildtypform féhig
ist, im Tiermodell mit hoher Penetranz Tumoren zu induzieren.®> In dieser Konstellation fiihren
Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor) oder EGF (epithelial growth factor) zu
einer gesteigerten Transkripiton.** Eine andere, bislang nur unzureichend untersuchte tumorbiologisch
relevante Bedeutung von c-myc liegt in dessen regulativen Einfluss auf die Seneszenz.4> 46

Eine Uberexpression von c-myc kann in ca. 10% der EC, iiberwiegend in hochgradigen Tumoren,

nachgewiesen werden.*7 48

1.6.4 Ki-67-Antigen

Ki-67 ist ein monoklonaler Antikorper, der ein Nukleoprotein detektiert, welches ausschlielich in
proliferierenden Zellen exprimiert wird.*® Daher korreliert die Anzahl Ki-67-positiver Tumorzellen im
Allgemeinen mit der Proliferationsfraktion eines Gewebes.* Eine Ausnahme bildet die Ruhephase (G(0)-
Phase) des Zellzyklus, in welchem Ki-67 nicht nachweisbar ist. In vielen Tumoren, so auch beim EC, gehort

die Bestimmung der Ki-67-Fraktion mittlerweile zum diagnostischen Standard.

1.6.5 CD44

Bei CD-(cluster of differentiation)-44 handelt es sich um ein stark glykosyliertes Adhadsionsmolekiil, welches
in vielen Isoformen vorkommt. Es vermittelt sowohl Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-Interaktionen und bindet
Matrix-Metalloproteinasen. Es besteht aus drei funktionellen Bestandteilen: einer N-terminalen
extrazelluliren Doméne, einem transmembrandren und einem zytoplasmatischen Anteil. Sein wichtigster
extrazelluldrer Bindungspartner ist die Hyaluronsaure.>?

Das CD44-Gen setzt sich aus insgesamt 20 Exons zusammen, von denen mindestens zehn alternativ
gespleifit werden konnen. Die daraus entstehenden Spleiflingvarianten (v1-10) unterscheiden sich sowohl
beziiglich ihrer Gewebsverteilung als auch funktionell. Einige Isoformen befinden sich hauptsichlich auf
Lymphozyten andere dagegen nur auf Epithelzellen.’® Neben dem alternativen Spleiling verursachen auch
post-transkriptionelle Modifikationen wie Glykosylierungen eine grofle funktionelle Diversitit des Molekiils.
51

Tumorbiologisch ist CD44 besonders in seiner Funktion als Matrixrezeptor von Bedeutung, da es durch diese
Funktion die Motilitit einer Zelle beeinflussen kann. Nach der Bindung von Hyaluronsiure bindet CD44
intrazellular liber einen submembranalen, aus Esrin, Radixin und Merlin (ERM-Komplex) bestehenden
Multiproteinkomplex (siehe Abb. 3) an das kontraktile Zytoskelett und interagiert dariiber hinaus mit
verschiedenen Signaltransduktionswegen der Zelle.

In der vorliegenden Arbeit wurde die CD44-Standardvariante (CD44s) und die Isoform CD44v6 untersucht.
CD44v6 wird auf Epithelien und Lymphozyten exprimiert.’! Im Tiermodell zeigte es einen
metastasierungsfordernden Effekt. CD44v6 wird bei fortgeschrittenen EC verstarkt exprimiert.>2 33

CD44s ist die kleinste Isoform (85 bis 95 kDa). Das Protein wird ubiquitir auf der Oberfldiche menschlicher

Zellen expliziert und konnte so auch im EC bereits nachgewiesen werden.”> 35 Fiir gesundes, ruhendes
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Gewebe sind niedrige CD44s-Level charakteristisch.’® Proliferierende Epithelien und im Reparaturprozess
befindliche Gewebe weisen eine verstirkte CD44s-Expression auf.’*
Die natiirliche Funktion von CD44s besteht in der Aufrechterhaltung der strukturellen Integritdt der

epithelialen Gewebe. Durch Anlagerung von Chondroitinsulfat und/oder Heparansulfat an die extrazelluldre

Doméne ist CD44s in der Lage, Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast growth factor) und VEGF zu
binden. Eine Stabilisierung des Zytoskeletts wird durch Bindung der zytoplasmatischen Doméine von CD44s

unter anderem an Ankyrin vermittelt.5*

.
.
. -
.......

Abb. 3: Grafische : Darstellung von CD44 am
Beispiel der Standardform

Dargestellt sind die
(HA)-bindende Domdne, die
Exons ,—" und die
ERM-(Esrin, Radixin und
Domdnen, die einen Teil des

extrazelluldre Hyaluronsdure-
Insertionsstelle fiir die variablen
intrazelluldre Domdne mit den
Merlin)- und Ankyrin-bindenden
Zytoskeletts bilden.’%

1.6.6 E-Cadherin und 3-Catenin

Cadherine sind transmembranire Glykoproteine epithelialer Zellen, die fiir die Zell-Zell-Adhésion
mitverantwortlich sind. Der intrazellulire Anteil der Cadherine interagiert mit sogenannten Cateninen
(Cadherin-associated proteins). Dabei handelt es sich um eine Gruppe zytoplasmatischer Proteine(a-, B3-, y-
und 8-Catenin), die ihrerseits eine Verbindung zum Zytoskelett herstellen (siche Abb. 4).37 Von besonderem
tumorbiologischen Interesse ist das B-Catenin, das durch Bindung an Transkriptionsfaktoren der Lef/TCF-
Familie (lymphoid-enhancer-factor / t-cell-specific factor) den wnt-Signaltransduktionsweg aktivieren kann.
Uber diese Reaktionskette wird die epithelial-mesenchymale Transition und damit die Migration epithelialer

Zellen unterstiitzt. 37 58
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Abb. 4: Darstellung von E-Cadherin + p-Catenin mit seinen Signaltransduktionswegen. ¥

Die Aktivierung von [-Catenin durch Src fiihrt zu dessen Dissoziation von E-Cadherin. Die nachfolgende
Phosphorylierung durch GSK-APC fiihrt zu Ubiquitinylierung und proteosomaler Degradation von f3-Catenin, diese
Prozesse kénnen durch den Wnt-Signalweg gehemmt werden.  Ein vermehrtes Wnt-Signal resultiert in einer
verminderten Degradation und Akkumulierung von f3-Catenin im Zytoplasma. Die Assoziation mit TCF-Elementen, die
nukledre Translokation von [3-Catenin/TCF-Komplexen und die Bindung an Lef/TCF-Elemente der DNA initiiert die
Transkription pro-mitotischer Proteine (z.B. myc, Cyclin D1)

[Legende: ,,GSK:APC* = Glycogen Synthase Kinase 3-f3: Adematous Polyposis Coli, ,,P" = Phosphorylierung, ,,Src*

= Dyrosinkinase mit phosphorylierender Wirkung, TCF = T-cell-specific factor, ,, Wnt Frizzled " = Wnt-Rezeptor]

1.6.7 IGF2-BP1 (IMP1)

IMP1 (IGF2-BPI1-mRNA-binding protein) ist ein zytoplasmatisches Zinkfinger-Protein (Synonym: IGF2-
BP1 (Insulin-like growth factor 2-binding protein) nachfolgend: IMP1) aus der Familie der mRNA-
(messenger ribonucleic acid)-bindenen Proteine.®® Es bindet als Transkriptionsfaktor an regulative mRNA-
Sequenzen, aber auch an Z-DNA (Zinkfinger-DNA). Unter Z-DNA versteht man eine linksdrehende
Doppelhelix (Z-Form) hoch-repetitiver Sequenzen der DNA, in der sich bestimmte Basenpaare abwechseln.
Die Z-DNA macht ca. 3% des menschlichen Genoms aus. Sie ist in verschiedene biologische Prozesse
involviert, unter anderem spielt sie eine Rolle bei der Regulation der Genexpression und bei der Entstehung
von Autoimmunerkrankungen.5% 6!

IMP1 wird bevorzugt wahrend der Embryogenese gebildet. In adultem Gewebe ist es hauptsdchlich in der
Plazenta, im Hoden und im Intestinaltrakt nachweisbar.6> ¢ IMP1 moduliert unter anderem die Translation,
Stabilitdt und Lokalisation verschiedener Genprodukte, darunter auch Wachstumsfaktoren wie c-Myc,
IGF-26% ¢ und das Adhésionsmolekiil CD44.% Zelluldrer Stress scheint ein wesentlichen Faktor fiir die
Regulation der Expression von IMPI1 zu sein.® ¢ IMP1 spielt auch eine Rolle bei der Steuerung
immunologischer Prozesse, wie die Initiierung einer vermehrten Interferon-Expression im Rahmen viraler
Infektionen, oder bei Gewebeschidden infolge von Autoimmunerkrankungen, wie Lupus erythematodes.®8: ¢
Studien belegen, dass eine Dysregulation mRNA-bindender Proteine, insbesondere eine Uberexpression von
IMP1, auch an der Entwicklung von malignen Tumoren,’® 7' wie Ovarial-’?  oder (invasive)

Mammakarzinome, beteiligt ist.”?
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1.7 Fragestellung

Ziel dieser Studie war die Evaluierung der prognostischen Bedeutung nachfolgender Faktoren (p53, ER, PR,
c-Myec, Ki-67, CD44, E-Cadherin, B-Catenin, IMP1). Besonderes Augenmerk sollte dabei auf das bis heute
nur in wenigen Tumoren untersuchte Protein IMP1 gelegt werden, da dessen Expression in allen bisherigen
Studien mit einer ungilinstigen Prognose assoziiert war. Ziel sollte sein, neben den ,etablierten®
diagnostischen Merkmalen einen additiven prognostischen Faktor fiir EC oder eine Subgruppe der EC zu
identifizieren, der ein schlechtes Outcome vorhersagen kann. Interessant wire ein solcher Marker
beispielweise fiir Patienten mit einem gut differenzierten Typ [-Karzinom, die bei Auffdlligkeit des Markers

intensiver betreut und behandelt werden konnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektiv; Herkunft des Tumormaterials

Aus Griinden der Praktikabilitdt wurde ein retrospektives Studiendesign gewahlt. Fiir diese Studie wurden
alle Patientinnen zusammengestellt, die an der Frauenklinik des Universititsklinikums Halle, dem
Krankenhaus St. Elisabeth und St. Barbara in Halle und dem Emil von Bergmann-Klinikum in Merseburg
wegen eines histologisch gesicherten EC im Zeitraum von 1998 bis 2002 operiert wurden. In 187 Féllen
standen sowohl das Abradat als auch das Operationspriaparat zur Verfiigung. Ausgeschlossen wurden alle
Fille mit unzureichendem oder schlecht erhaltenem Material und die Félle, bei denen eine

Zweitbegutachtung eine andere Tumorentitét beziechungsweise eine fortgeschrittene Nekrose ergab (n=52).

Von den identifizierten 270 Patientinnen wurden 218 in die Studie aufgenommen. Alle erforderlichen
Patientendaten wurden aus den Krankenakten und den zustéindigen Meldedmtern zusammengetragen und
tabellarisch erfasst. Zur Auswertung kamen Daten zur Tumorbiologie (histologischer Typ, Tumorstadium,
Grading, Kap. 2.2.3), die Expression der untersuchten Marker in semiquantitativer Form (Kap. 2.2.3) sowie
verschiedene patientenbezogene Daten (Alter zum Zeitpunkt der Operation, Art der Operation, postoperative

Therapien, Auftreten von Rezidiven, Dauer der Nachbeobachtungszeit, Uberleben).

2.1.2 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Objekttriager / Deckgldschen Starfrost adhesive, 76 x 26 mm (Fa. Engelbrecht,
Edermiinde)

Microtom Schlitten-Microtom (Fa. Leica, Wetzlar)

Microtomklingen N35 (Fa. Feather, Wiesmoor)

Wasserbad Bercock B127803 (Fa. Memmert, Schwabach)

Wiérmeschrank Heraeus T6 (Eppendorf AG, Hamburg)

Dampfgarer Multi-Gourmet Braun, Art. Nr. 1140 1102/03

(Braun GmbH, Kronberg/Taunus)

2.1.3 Chemikalien und Enzyme

Xylol Fa. Roth, Karlsruhe

Ethanol (MEK vergillt) Fa. Fisher Scientific, Schwerte
Horseradish Peroxidase (HRP) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim
Wasserstoffperoxid (H203) Labvision {iber Medac, Wedel

Epitope Retrieval Solution; pH 6,0 DAKO, Berlin



2.1.4 Losungen und Kits

Aminoethylcarbazol-(AEC)-Substratlosung
Hoch-pH-Pufter II; pH 9,0
Phospate-buffered Saline (PBS)

(Stammldsung)

Avidin-Biotin-Complex (ABC)
+ Peroxidase (POD)
Antibody Diluent

Héamalaun nach Mayer

Eindeckmedium
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Labvision {iber Medac, Wedel

Zytomed Systems Kat. Nr. ZYOOOQS, Berlin
2000 ml Aqua dest.

35,6 g Dinatriumhydrogenphosphat

(+2 H2O0 = Lsg. B)

353 ml Natriumdihydrogenphosphat

(+1 H2O =Lsg. A)

200 g Natriumchlorid

Broad Spectrum Zytochem Plus, Berlin
Zytomed Sytems, Berlin

1 g Hdmatoxylin

0,2 g Natriumjodat

50g Aluminiumkaliumsulfat

50g Chloraldehyd

1g Zitronenséure

(Fa. Hollborn & Sohne, Leipzig)

Eukitt® K (Fa. O. Kindler GmbH, Freiburg)
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Die verwendeten Antikorper sind in Tabelle 1 gelistet.

Tabelle 1: Auflistung der Antikorper

Antikorper Klon Spezies | Verdiinnung Hersteller Artikel-Nr.
pS3 monoklonal Maus 1:25 DAKO, Berlin M7001
(7’DO7“)
Ostrogenrezeptor monoklonal Kaninchen 1:500 Labvision ii. 91018
(ER) (,1D5%) Medac, Wedel
Progesteronrezeptor monoklonal Maus 1:50 DAKO, Berlin P9R636
(PR) (,,P9R636%)
c-myc monoklonal Maus 1:50 DAKO, Berlin MS-139
(,,9E10.3%)
Ki67 monoklonal Kaninchen 1:200 Labvision . RM-9106-5
(,,SP6%) Medac, Wedel
CD44v6 monoklonal Maus 1:1.000 Bender, Aachen BMS125
(,WF-18%)
CD44s monoklonal Maus 1:1.000 R&D Systems, BBA10
(;,2C5%) Abingdon (GB)
E-Cadherin monoklonal Maus 1:50 DAKO, Berlin M3612
(,NCH-38%)
B-Catenin monoklonal Maus 1:5.000 BD-Transduction, 610153
(,14%) Heidelberg
IMP1 polyklonal Kaninchen 1:25 Sigma, St. Louis HPA021367
(,,IGF2BP1%) (USA)

2.2 Methoden

2.2.1 Himatoxylin/Eosin-(HE)-Firbung

Die Standardfarbung histologischer Priparate erfolgt automatisiert mittels HE.

2.2.2 Immunhistochemie

Nach Anfertigung der Schnitte (Paraffinschnitt-Technik) mit einer Dicke von ca. 2—5 pm wurden diese zwei

Stunden bei 60°C getrocknet, mit Xylol entparaffiniert und iiber eine absteigende Alkoholreihe mit Aqua
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dest. iiberschichtet. Danach erfolgte die Antigendemaskierung fiir die verwendeten Antikdrper mittels HIER
(Heat Induced Epitop Retrieval). Bei pH 6 wurde das Gewebe zunéchst fiir 30 min in einem Dampfgarer mit
vorgewédrmter Demaskierungslosung (Epitope Retrieval Solution) erhitzt und anschlieBend in dieser Losung
bei Zimmertemperatur 20 min abgekiihlt. Vor und nach Blockierung der endogenen Peroxidase bei pH 9 in
3%-igem Wasserstoffperoxid fiir 7-10 min fand eine Spiilung in Aqua dest. und anschlieBend in
gebrauchsfertiger PBS-Losung (pH 7,4) statt. Im néchsten Schritt wurden unspezifische Proteinbindungen
fiir 5 min mit HRP blockiert. Danach wurden die Schnitte fiir 30 min bei 37°C in Antibody Diluent mit dem

verdiinnten Primédrantikrper inkubiert und anschlieend erneut mit PBS gespiilt.

Im néchsten Schritt wurde der biotinylierte Sekundirantikdrper und ABC-HRP fiir jeweils 15 min bei
Raumtemperatur hinzugegeben, wobei jeweils nicht gebundene Substanzen wiederholt mit PBS und
Leitungswasser bzw. Aqua dest. abgespiilt wurden. Dann wurden die Schnitte fiir 10 min mit AEC und fiir 40
sec mit Hdmalaun nach Mayer gefarbt und in Leitungswasser (etwa 10 min) gebliut. Abschlieend erfolgte

die Einbettung der Schnitte in Glyceringelatine (Eukitt).

2.2.3 Histopathologische Auswertung

Alle HE-Préparate wurden nachmikroskopiert und entsprechend der aktuellen WHO-Klassifikation
histologisch typisiert und graduiert (Tab. 16, Anhang). Die immunhistochemischen Férbungen wurden
selbststéindig unter Supervision des Betreuers durchgefiihrt. Unklare Befunde wurden gemeinsam diskutiert

und im Konsens entschieden.

Die histologische Auswertung der immunhistochemischen Reaktionen erfolgte nach folgendem Schema

(Remmele-Score, auch IRS, engl. immunreaktiver Score):

1. Das Verteilungsmuster wurde mit einem Score von 0 bis 3 bewertet:

0 negatives Ergebnis, keine Farbung im Priparat

1 disperse Fiarbung, einzelne Zellen waren angeférbt
2 fleckformige-konfluierende Anfarbung

3 diffuses Bild.

2. Messung der Expressionsintensitit mit dem IRS:

Anteil der geférbten Zellen:

1 Anteil der gefarbten Zellen < 10%
2 Anteil der gefarbten Zellen >10% und < 50%
3 Anteil der gefarbten Zellen >50% und < 80%
4 Anteil der geféarbten Zellen >80%
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3. Farbeintensitit (SI):

1 schwache Reaktion
2 mittelstarke Reaktion
3 starke Reaktion

Der IRS ist das Produkt aus diesen beiden Ziffern und kann somit Werte zwischen 1 und 12 annehmen.

Der Grenzwert (Cut-off), ab dem ein histologisches Priparat als ,,positiv* galt, richtete sich nach dem
Median des ermittelten IRS (Tab. 17, Anhang), weshalb im Rahmen der quantitativen mikroskopischen
Beurteilung fiir die Hormonrezeptoren ein anderer Cut-off-Wert ermittelt wurde als bei p53 oder IMP1.
Quantitative Anteile positiver Zellen unter dem Median wurden als ,,negativ bewertet. Die Ergebnisse fiir
Ki-67 wurden ausschlieBlich in Prozent angegeben und wurden ab einem Prozentsatz von mindestens 15 als

,»positiv* bewertet.

Im Hinblick auf ein ,,negatives* Férberesultat ist hier nochmals auf die Besonderheit des Vorliegens eines
p53-Wildtyps (= nicht mutiert) bzw. einer p53-Null-Mutation hinzuweisen. Eine Abgrenzung des p53-
Wildtyps zu p53-Null-Mutationen ist problematisch und war farberisch nicht sicher moglich. Jedoch ist in
den meisten Féllen vermutlich von einer Wildtyp-Expression auszugehen, da der Anteil von Null-Mutationen
1.d.R nicht besonders hoch ist. Umgekehrt konnen ,negative pS53-Resultate nicht zwangsldufig als

,mutierte” Félle eingeordnet werden.

Die Stadiencinteilung der EC erfolgte nach dem internationalen FIGO-Schema (Tab 4, Anhang). Aus

Griinden der Praktikabilitdt wurden die jeweils einzelnen Stadien in Kapitel 3 zusammengefasst.

Zum Altersvergleich der beiden EC-Typen wurde die Grenze anhand der statistischen Signifikanz auf < 69
Jahre und >/= 69 Jahre festgelegt. Eine ,,biologische* Unterteilung in < 50 und >/= 50 jéhrige Patientinnen
(= Beginn der Menopause) war aus Griinden der geringen Fallzahl und daher fehlenden statistischen

Relevanz nicht moglich.

2.3 Dokumentation und Datenverarbeitung

Die statistischen Datenanalysen erfolgten mittels SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Version

19.0. Folgende Kenngroflen wurden verwendet:

Fir metrische Daten wurde das arithmetische Mittel verwendet, als Mall fiir die Variabilitit die

Standardabweichung. In der vorliegenden Arbeit kam aufgrund der asymmetrischen Verteilung der Variabeln
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der Median zur Anwendung.

Bei der statistischen Auswertung wurden allgemeine klinisch-pathologische Parameter des Kollektivs (Alter
der Patientinnen, Tumorstadium, Grading, histologischer Typ, sowie die Férberesultate (als IRS bzw. %)

verglichen.

Zur Berechnung der Korrelationen zwischen der Expression der untersuchten Proteine und den
verschiedenen klinisch-pathologischen Variablen kam der Chi*-Test nach Pearson zum Einsatz. Die
univariate Uberlebensanalyse nach der Kaplan-Meier-Methode diente zur Darstellung des progressfreien
sowie des Gesamtiiberlebens des Kollektivs; der Vergleich der Uberlebenskurven erfolgte mittels Log-Rank-
Test. Alle Ergebnisse mit statistischer Signifikanz wurden im Anschluss mittels univariater sowie
multivariater Analyse (Cox-Regression und Cox proportional hazard regression model) auf ihre
Unabhéngigkeit iiberpriift, das Relative Risiko (RR) wurde berechnet. Dabei gelten p-Werte <0,05 als
signifikant, Werte <0,01 als sehr signifikant und Werte <0,001 als hoch signifikant. Beim Vorliegen eines
Signifikanzniveaus zwischen 5-10% (p >0,05 bis p = 0,10) wurde dieses im Sinne eines sich abzeichnenden
Trends interpretiert. Patientinnen, welche wihrend des Beobachtungszeitraums (1998-2005) verstorben
waren bzw. nicht weiter beobachtet werden konnten, wurden in den Analysen zensiert. Zur Festlegung der

Standardabweichung wurde als Verteilungskoeffizient der Mittelwert zur Auswertung genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Charakteristika des Patientenkollektivs

Das EA (Typ 1) machte mit 199 Fillen (91,3%) die Mehrheit dieses Kollektivs aus (Tab. 5). Es lieB sich
weiter in sieben verschiedene Subtypen (Tab. 16 + 20) sowie einen gemischten Typ (aus verschiedenen
Varianten der Typ [-Karzinome bestehend) unterteilen. 19 Félle (8,7%) des Kollektivs gehorten dem Typ 11
an. Dazu zdhlten fiinf serdse, vier klarzellige sowie zehn Tumoren vom gemischten Typ (aus Anteilen von

Typ I + Typ II bestehend).

Tabelle 5: Histologische Einteilung der EC nach WHO-Kriterien

Histologie Haufigkeit Prozent
EA 199 90,9
CC 4 1,9
SC 5 2,4
Gemischt EA + SC/CC 10 4.8
Gesamt 218 100

[EA = endometrioides Adenokarzinom, CC = klarzelliges Karzinom, SC = serdses Karzinom]

3.1.1 Tumorstadium (Gesamtkollektiv)

Die Verteilung der FIGO-Stadien im Gesamtkollektiv ist in Tabelle 6 (Anhang) zusammengefasst. Der
iberwiegende Teil der Typ I-Karzinome befand sich zum Diagnosezeitpunkt in einem niedrigen
Tumorstadium (FIGO Ia-Ib). Die Typ II-Karzinome tendierten zu einem hoheren Stadium. Bei 15 Féllen
handelte es sich um ein G3-Karzinom; in 49 Fillen (Typ I + II) war eine Infiltration der &ufleren
Myometriumhélfte (FIGO Ic-1V) aufgetreten.

3.1.2 Altersverteilung und Nachbeobachtungszeit (Gesamtkollektiv)

Das mittlere Lebensalter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Operation betrug 67,2 Jahre mit einem
Minimum von 39 Jahren und einem Maximum von 88 Jahren. Das mittlere Alter bei Patientinnen mit Typ I-
Karzinom lag bei 66,9 Jahren und bei Patientinnen mit Typ II-Karzinom bei 69,3 Jahren. Der Unterschied

zwischen den beiden Subgruppen war statistisch nicht signifikant.

Bis zum Ende der Beobachtungszeit (2005) waren im Gesamtkollektiv (n=218) insgesamt 52 Todesfille (Typ
I: 40 Falle, Typ II: 12 Fille) zu verzeichnen. In 16 Féllen konnte bei den zustdndigen Meldedmtern und bei

den Hausirzten keine Informationen zum Uberlebensstatus erhalten werden. Die mediane
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Nachbeobachtungszeit betrug im Gesamtkollektiv 54,5 Monate (minimal 1,3 Monate und maximal 91,8

Monate). Bei Patientinnen im Tumorstadium FIGO Ia—c lag sie bei 54,2 Monaten und bei Patientinnen mit
FIGO II-1V bei 39,5 Monaten.

3.1.3 Therapie und Verlauf (Gesamtkollektiv)

Bei 156 von 218 Patientinnen wurde eine totale Hysterektomie unter Mitnahme der Adnexen, jedoch ohne
regionale (iliakale oder paraaortale) Lymphadenektomie, vorgenommen. 56 Patientinnen wurden einer
Operation nach Wertheim-Meigs (Entnahme des Uterus + Adnexe + para-aortale Lymphadenektomie +
Ausrdumung parakolpischen Gewebes) unterzogen. In einem Fall wurde aufgrund der palliativen Situation
ein Debulking durchgefiihrt; in einem zweiten Fall eine totale Hysterektomie mit Salpingektomie und
partieller Kolektomie. Bei 64 Patientinnen erfolgte eine zusétzliche Lymphadenektomie.

123 Patientinnen erhielten postoperativ eine Bestrahlung des Beckens (davon 24 perkutan, 39 per
Afterloading-Technik, 60 kombiniert perkutan + Afterloading). Bei 18 Patientinnen mit Typ [-Karzinomen
(8,5%) sowie bei 13 Patientinnen mit Typ II-Karzinomen (68%) trat wihrend des Beobachtungszeitraums
(1998-2005) ein Lokalrezidiv auf. Die Gesamtzahl der Patientinnen mit Rezidiv betrug somit 31 (14%).

3.1.4 Progressfreies Uberleben, Gesamtiiberleben

Zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung (2005) lebten 165 Patientinnen ohne Anzeichen fiir ein Rezidiv. In
acht Fillen (7 Félle / Typ 1; 1 Fall / Typ 2) wurde wihrend des Beobachtungszeitraumes (zwischen 01/2000
und 07/2005) ein maligner Zweittumor diagnostiziert (3 x Ovar, 2 x Mamma, 1 x Pankreas, 1 x Non-
Hodgkin-Lymphom, 1 x Zervix). Nach Auskunft der zustindigen Meldedmter bzw. Hauséirzte waren 43
Patientinnen aufgrund unbekannter Ursache verstorben; fiinf Patientinnen verstarben wegen eines anderen
Grundleidens. Kausal auf den Primértumor zuriickzufithrende Todesfélle konnten innerhalb des
Beobachtungszeitraumes nicht ermittelt werden. Die mittlere Gesamtiiberlebenszeit fiir Patientinnen mit Typ
[-Karzinomen lag bei 81,8 Monaten (range: 78,0-85,7 Monate) und fiir Patientinnen mit Typ II-Karzinomen
bei 41,4 Monaten (range: 25,9-56,9 Monate).

3.1.5 Histopathologische Einteilung, Tumorstadium, Grading (Gesamtkollektiv)

Den Grofiteil der EC im Gesamtkollektiv machten die klassischen endometrioiden Karzinome (EA) mit
ihren Varianten (Typ 1; 88,5%; n=146) aus. Feinpapilldre und mikroglandulére Varianten kamen mit jeweils
1% in dieser Gruppe am seltensten vor.

Unter den Typ II-Karzinomen waren die serdsen sowie die klarzelligen mit fiinf (26,3%) und vier Féllen
(21,1%) etwa gleich héufig vertreten. 52,6% der Typ II-Karzinome bildeten Mischformen mit serésen und
klarzelligen Elementen.

Aus statistischen Griinden (geringe Fallzahl) wurden die Karzinome vom serdsen, klarzelligen und
gemischten Typ (EA + SC/CC-Subtyp, Tab. 17) als Typ Il sowie die Varianten der EA als Typ I zur

Auswertung zusammengefasst.
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3.1.6 Potentielle prognostische Marker — c-Myc, CD44s, CD44v6, E-Cadherin und —-Catenin

Die Expression der potentiellen prognostischen Marker CD44s, CD44v6, E-Cadherin, B-Catenin und c-Myc
wurde zundchst an einem willkiirlich ausgewéhlten Subkollektiv (Typ I + II, n=46) untersucht. C-Myc, B-
Catenin, E-Cadherin und CD44s zeigten eine variable Expression (Streuung von ,negativ® bis >50%).
Allerdings korrelierten die Expressionsniveaus weder mit dem Tumorstadien, dem Grading, dem p53- und
Hormonrezeptor-Status noch mit dem Alter der Patientinnen. Daher wurde auf eine weitere Analyse dieser

Proteine verzichtet.

3.2 Typ I-Charakterisierung
3.2.1 FIGO, Grading, Lymphknoten-Status, Verlauf

141 Patientinnen mit einem endometrioiden Karzinom befanden sich zum Diagnosezeitpunkt in einem
frithen Tumorstadium (FIGO Ia-b), 58 Patientinnen (29,1%) waren im FIGO-Stadium Ic—IV vertreten (Tab.
4). 150 der 199 Patientinnen wiesen einen hohen histologischen Differenzierungsgrad auf (Tab. 3); ca. 9%
(n=13) der untersuchten endometrioiden EC (n=199) waren schlecht differenzierte Karzinome.

Bei 24,1% (n=48) der Patientinnen mit Typ [-Karzinomen, die lymphadenektomiert wurden, waren zum
Zeitpunkt der Operation bereits regionale Lymphknoten befallen.

Wihrend des Beobachtungszeitraums wurden 17 Lokalrezidive (8,5%) detektiert; Fernmetastasen wurden in
1% (n=2) der Fille dokumentiert und traten zwei bzw. fiinf Monate postoperativ in Erscheinung. Die
rezidivfreie Zeit betrug im Mittel 14,8 Monate (range: 9,6-23,3 Monate). 37 Patientinnen erschienen nicht

zur Nachuntersuchung. Insgesamt iiberlebten 158 Patientinnen (79,4%) mit einem Typ [-Karzinom. Von den
17 (8,5%) ermittelten Todesfdllen innerhalb dieser Gruppe konnte die genaue Ursache des Todes nicht eruiert

werden.

Tabelle 20 (Anhang) zeigt die Verteilung der FIGO-Stadien und der histologischen Subtypen innerhalb des
Gradings.
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Tabelle 3: Typ I-Einteilung (EA) nach histologischen Kriterien und Grading

Histologischer Subtyp Anzahl Prozent
EA (klassisch) 148 74,4
EA plattenepithelial 12 6,0
EA sekretorisch 10 5,1
EA feinpapillar 2 1,0
EA villoglandulé&r 9 4,5
EA clear-cell-change 8 4,0
EA mikroglandular 2 1,0
EA gemischte Anteile 8 4,0
Gesamt 199 100
Grading Anzahl Prozent
G1 150 69,1
G2 36 21,7
G3 13 9,2
Gesamt 199 100

3.2.2 Uberlebensanalysen

Einfluss von Alter, FIGO-Stadium und Grading

Jiingere Patientinnen mit einem Typ I[-Karzinom (< 69 Jahre) hatten gegeniiber élteren Patientinnen eine
bessere Prognose (Tab. 4), wobei dieser Faktor nur bei Typ I, nicht jedoch bei Typ II, eine prognostische
Bedeutung hat (p < 0.0001). Bei einer Differenzierung zwischen < 50 Jahre vs. >/= 50 Jahre konnte kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf das Uberleben festgestellt werden (p = 0.229). Ein friiheres
Tumorstadium (FIGO Ia vs. FIGO Ib-II vs. FIGO III-IV; p = 0.025) und eine guter Differenzierungsgrad (G1
vs. G2 vs. G3; p < 0.0001) korrelierten mit einem verlangerten Gesamtiiberleben (Tab. 9 und Abb. 5).
Aufgrund der geringen Anzahl der einzelnen EA-Subtypen konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Varianten nachgewiesen werden, weswegen die Aussagekraft sehr begrenzt war. Tendenziell
zeigten aber mikroglanduldre und muzinése EC sowie Tumoren mit einem ,,clear cell change* eine bessere

Prognose. Die mittlere Uberlebenszeit aller EA betrug 78,3 Monate.
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Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde ein besonderes Augenmerk auf ,AusreiBer® innerhalb der in der

Regel prognostisch ,,giinstig” verlaufenden EC-Formen (gut differenziert, FIGO Ia-c) gelegt. In dieser

Tumorgruppe zeichneten sich unerwartet schlechte Verlaufe innerhalb des Beobachtungszeitraumes jedoch

nicht ab.

Tabelle 4: Mittleres Uberleben von Patientinnen mit Typ I-Tumoren nach Grading, FIGO-Stadien, Alter

zum Zeitpunkt der Operation

Typ | Parameter Mittlere Uberle- Félle p-Wert (Chi*-
benszeit in Mo- Test)
naten
Grading G1 85,8 140 < 0.0001
G2 70,9 34
G3 47,3 13
FIGO la 89,2 34 0.025
Ib-II 80,5 147
n-1v 58,9 7
Alter < 69 Jahre 88,6 96 < 0.0001
>/= 69 Jahre 74,3 92

4
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Abb. 5: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven nach FIGO-Stadien (links, p = 0.025) und nach Gradingklassen (rechts, p

<0.0001) aller Typ I-Karzinome
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Einfluss des Hormonrezeptor-Status

Eine ER-Expression wurde bei 51% der EA (n=99) detektiert. Ein Einfluss auf die Prognose, i.S.e.
verkiirzten oder verlingerten Uberlebenszeit der Patientinnen, war jedoch nicht ersichtlich. Der IRS fiir die
ER-Expression zeigte innerhalb der EA-Subtypen (mittlerer IRS 4,0) eine unterschiedliche Ausprigung.
Villoglanduldre EA und der clear cell-change Subtyp wiesen hierbei eine geringere Expression als die
anderen Varianten auf (Tab. 5). Eine erhohte ER- und PR-Expression wurde iiberwiegend in den gut
differenzierten Tumoren im Vergleich zu den G2- und G3-Karzinomen verzeichnet. Die ER-Expression war
unabhingig von der Zugehdrigkeit zur Altersgruppe < 69 Jahre und >/= 69 Jahre). Bei den
Progesteronrezeptoren war ein nahezu gleiches Expressionsmuster zu beobachten. Daher werden die ER-

Resultate exemplarisch fiir die Hormonrezeptoren dargestellt.

Tabelle 5: ER-Expressionsrate (IRS >/= 3) innerhalb der Typ I-Subgruppen

EA-Subtyp IRS Félle Prozent
EA (klassisch) 4,2 74 50,0
EA villoglandulé&r 3,0 3 33,3
EA sekretorisch 7,7 6 60,0
EA clear-cell-change 3,5 2 25,0
EA muzinds 4.1 5 41,7

EA feinpapillar - - >
EA mikroglandular 7,5 2 100

EA gemischt (Typ ) 4,0 4 50

Einfluss der Ki-67-Expression und der Ki-67-/p53-Ko-Expression

Der Anteil der Ki-67-positiven Zellen lag bei den Typ [-Karzinomen im Mittel bei ca. 20% (n=40). In G2 +
G3 - Tumoren im Vergleich zu G1 - Tumoren zeichnete sich eine hohere Ki-67-Expression ab (range: 24—
48% in G2 + 3 bzw. 2-16% in G1); der Unterschied war statistisch signifikant (p < 0,05). Der Ki-67-Status
korrelierte nicht mit dem Tumorstadium (p = 0.22). In Ki-67-positiven EA bestand ein deutlicher
Uberlebensvorteil bei den jiingeren Patientinnen (< 69 Jahre: 85,6 Monate vs >/= 69 Jahre: 70,8 Monate; p =
0.004).

Die Gesamtiiberlebenszeit betrug 81,7 Monate. Karzinome mit einer niedrigeren Proliferationsrate (Anteil
der Zellen mit Ki-67-Expression < 15%) hatten mit einer mittleren Gesamtiiberlebenszeit von 81,9 Monaten
eine giinstigere Prognose als stdrker proliferierende Tumoren mit 79,0 Monaten (p = 0,19). Bei der Mehrzahl
der endometrioiden G3-Tumoren (53,8%, n=7) zeigte sich eine stirkere Proliferation (Ki-67 >/=15%) als bei
den niedrig malignen EA (Ki-67 < 15%, p = 0.005) (Tab. 6). Die G2 + G3-Tumoren wurden aus statistischen

Griinden zusammengefasst.
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Tabelle 6: Ki-67-Expressionsrate (>/= 15%) innerhalb des Gradings (Typ 1) [range: 79,9-87,3 Monate
(G1), 29,1-65,6 Monate (G2 + G3); p < 0.05]

Ki-67-Expression Parameter Félle Prozent
Grading G1 21 14,2
G2 12 33,3
G3 7 53,8

Weiterhin bestand ein additiver prognostischer Effekt zwischen der Ki-67-und p53-Expression i.S.e.
kiirzeren Uberlebenszeit. Zeigten weniger als 15% der Zellen eine Ki-67-Expression, spielte die p53-
Expression keine Rolle (p = 0.47); erst bei einer hoheren Ki-67-Expression (>/= 15%) war ein deutlicher
Effekt erkennbar (Tab. 7). Patientinnen mit Typ [-Karzinomen mit hoher Ki-67- und p53-Expression hatten
eine merklich ungiinstigere Prognose (68,4 vs. 49,2 Monate; p = 0.034).

Tabelle 7: Mittleres Gesamtiiberleben (Monate) in Abhéngigkeit von der Ki-67- und p53-Expression; p =
0.034

p53 IRS < 4 p53 IRS >/= 4
Ki-67 < 15% 82,3 67,6
Ki-67 >/= 15% ‘ 68,4 49,2

Einfluss von p53

Bei den EA waren insgesamt 7% (n=13) p53-positiv (Tab. 8). Diese positiven Tumoren verteilten sich auf
die klassischen EA (n=9) sowie auf die squamosen (n=1), villoglanduldren (n=2) und gemischten (Typ I)-
Varianten (n=1). Der IRS lag bei den Typ I[-Tumoren durchschnittlich bei 1,3, einer eher schwachen
Expression. Eine starke p53-Expression (IRS >/= 4) war mit einer schlechteren (64,2 Monate) Prognose
assoziiert als eine geringe p53-Expression (IRS < 4; 82,4 Monate; p = 0.027, Abb. 6). Der prognostische
Effekt war dabei unabhéngig von den anderen untersuchten Faktoren, wie z.B. OP-Alter, Tumorstadium,
Grading (p = 0.034, Tab. 8). Bei den Analysen zeigten sich die bereits bekannten Typ [-Charakteristika, d. h.
eine geringere ER-/PR-Expression bei einer hoheren p53-Expression bzw. eine hohe ER-/PR-Expression bei
einer geringeren p53-Expression. Das histologische Verteilungsmuster der p53-positiven Tumorzellen war
iberwiegend diffus. Dabei war ein diffuses Verteilungsmuster mit einer signifikant schlechteren Prognose
assoziiert als eine fokale oder fleckformige Verteilung (p = 0.017). Bei mehr als der Halfte der p53-positiven
Typ I-EC (61,5%; n=8) war der Hormonrezeptor-Status negativ (IRS ER/PR < 3). Diese Merkmale sollten

als kritische Faktoren fiir die Differenzierung bzw. Typisierung von EC betrachtet werden, da sie fast
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ausschliesslich bei Typ II-Karzinomen vorkommen. Eine Korrelation zwischen dem Grading (p = 0.12)
sowie dem Tumorstadium (p = 0.62) und der p53-Expression lieB sich bei Typ I -Karzinomen nicht
nachweisen. Bei den {liber 69-jéhrigen Patientinnen waren die Tumoren hiufiger pS3-positiv als bei jlingeren

Frauen (p = 0.04). Dies war mit einer schlechteren Prognose assoziiert (84,9 vs. 69,8 Monate, p = 0.029).

Tabelle 8: p53-Expression (IRS >/= 4) innerhalb der histologischen Subtypen der Typ I-Karzinome,
Verteilung, FIGO, Grading, OP-Alter, p = 0.034

Parameter Falle Prozent

Histologischer Subtyp

EA (klassisch) 10 (137) 11,8
EA villoglandular 2 (8) 25,0
EA sekretorisch - -

EA clear-cell-change - -
EA muzinés - -

EA feinpapillar - -
EA mikroglandular - -

EA gemischt (Typ I) 1(8) 12,5

p53-Gewebeverteilung

IRS <4 171 92,9
fokal 1 0,6
diffus 10 5,4

fleckférmig 2 1,1

Tumorstadium

FIGO la 1 7,5
FIGO Ib-II 11 7,5
FIGO IlI-1IV 1 14,3

Grading

G1 3 2,2
G2 8 24,2

G3 2 16,7
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Parameter Falle Prozent
OP-Alter
< 69 Jahre ‘ 3 3,2
>/= 69 Jahre 10 10,9
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Abb. 6: Einfluss der p53-Expression auf das Uberleben bei Patientinnen mit Typ I-Karzinomen (p = 0.027)

Einfluss von IMP1

IMP1 wurde in Typ [-Karzinomen wesentlich seltener exprimiert als in Typ II-Tumoren (8,4% vs. 57,9%; p
=0.001). Jedoch war eine IMP1-Positivitdt ausschlieBlich bei den EA, vor allem bei dlteren Patientinnen (p
=0.001), mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Tab. 21, Anhang + Abb. §; p = 0.049). Insgesamt war
IMP1 bei Typ [-Karzinomen innerhalb der FIGO-Stadien homogen verteilt. IMP1 trat jedoch in den
hochgradigen Karzinomen signifikant hdufiger auf als in geringgradigen Karzinomen (p = 0.03). Es zeigte

sich eine positive Korrelation mit dem Grading (p = 0.15).

L L

Abb. 7: Einfluss der IMP1-Expression auf das Uberleben bei Patientinnen mit Typ I-Karzinomen (p = 0.049)
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Abb. 8: Expression des zytoplasmatisch lokalisierten IMPI1 in malignem Gewebe am Beispiel eines endometrioiden
(Typ )-Karzinoms (FIGO Ib, G2); IRS = 6*
[*Abbildung 8a/b/c = 10-/20-/40fache Vergrofierung]

Kreuzkorrelationen zwischen der p53-, Ki-67-, Hormonrezeptor- und IMP1-Expression

Die Analysen ergaben deutliche positive Korrelationen zwischen einer hohen p53- (IRS >/= 4) und IMP1-
(IRS >/= 6; Log-Rank-Test: p = 0.001) bezichungsweise Ki-67-Expression (>/= 15%; Log-Rank-Test: p =
0.034; Tab. 9 + 10). Die Ko-Expression von IMP1 und p 53 war tendenziell mit einer schlechteren Prognose
assoziiert als eine alleinige p53- oder IMP1-Expression. Weiterhin war der prognostisch ungiinstige IMP1-
bzw. p53-Effekt (Gesamtiiberleben: 66,5 bzw. 64,2 Monate) bei hochproliferativen (Ki67 >/= 15%) Tumoren
(Gesamtiiberleben: 45,4 bzw. 49,2; p = 0,20) starker ausgepragt.

Die mittlere Uberlebensrate bei gleichzeitiger p53- und hoher IMP1- bzw. Ki-67-Expression lag bei 20,9
(n=4) bzw. 49,2 Monaten (n=12). Eine schwach ausgepriagte IMP1- (IRS < 6) bzw. Ki-67-Expression (<
15%) in p53-positiven Tumoren (IRS >/= 4) hingegen zeigte keinen additiven Effekt auf die Verkiirzung der
Uberlebenszeit (Abb. 9).

Auch zwischen der Expression von Ki-67 und IMP1 war eine positive Korrelation erkennbar (Log-Rank-
Test: p = 0.07), wenngleich diese Konstellation keinen zusatzliche Effekt auf die Prognose zeigte. Die ER
und PR-Expression korrelierte hochgradig miteinander (p < 0,0001), die Ko-Expression hatte aber keine
prognostische Aussagekraft.
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Tabelle 9: Ko-Expression von p53, ER/PR, Ki-67 und IMP1 in Typ I-Karzinomen

[Legende: ,,-*: keine Korrelation, p53(+): IRS >/= 4, ER/PR(+).: IRS >/= 3, Ki-67(+): >/= 15%, IMPI1(+):
IRS >/= 6]

Ko-Expression (+) Korrelation; p-Wert

p53(+) / ER(+) resp. PR(+) -

p53(+) / Ki-67(+) 0,034
p53(+) / IMP1(+) 0,001
ER(+) / PR(+) <0,0001

Ki-67(+) / ER(+) resp. PR(+) -
IMP1(+) / Ki-67(+) 0.07

IMP1(+) / ER(+) resp. PR(+) -

Tabelle 10: Ki-67- / IMPI-Expression bei simultaner bzw. fehlender p53-Expression (Typ I)

p53 (IRS < 4) p53 (IRS >/=4)
Ki-67 (< 15%) 140 7 147
Ki-67 (>/= 15%) 31 5 36
Gesamt 171 12 183
IMP1 (IRS < 6) 159 7 166
IMP (IRS >/= 6) 10 6 16
Gesamt 169 13 182
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Abb. 9: Einfluss des p53-Expressionslevels auf das Uberleben bei Patientinnen mit geringer (A) und hoher (B)
IMPI-Expression (p = 0.92 bzw. p = 0.12) sowie mit geringer (C) und hoher (D) Ki-67-Expression (p = 0.07 bzw. p =
0.20).
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ADbb. 10: Einfluss des p53-Expressionslevels bei simultaner IMPI1-Expression (p = 0.001)
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3.3 Typ II-Charakterisierung
3.3.1 FIGO-Stadium, Lymphknoten-Status, Verlauf

Die Typ II-Karzinome befanden sich zu 63,2 % (n=12) in einem niedrigen Tumorstadium, 36,8% dieser
Tumoren (n=7) wiesen ein fortgeschrittenes Stadium (ab FIGO II) auf (Tab. 19). Regionale Lymphknoten
waren zum Operationszeitpunkt in 68,4% der Typ II-Karzinome (n=13) befallen. Wihrend des
Beobachtungszeitraums traten sieben Lokalrezidive (36,8%) auf, jedoch keine Fernmetastasen. Die
rezidivfreie Zeit lag bei durchschnittlich 10,9 Monaten (range: 5,8-14,4 Monate). Insgesamt iiberlebten
siecben Patientinnen (36,8%) mit einem Typ II-Karzinom. Eine Patientin verstarb nachweislich an dem
Tumor, sechs Patientinnen (31,6%) verstarben laut Dokumentation aufgrund eines anderen Grundleidens; in

fiinf Féllen (26,3%) war keine eindeutige Todesursache zu eruieren.

3.3.2 Uberlebensanalysen

Einfluss des FIGO-Stadiums

Das FIGO-Stadium hatte innerhalb der Subgruppe mit Typ II-Tumoren einen eindeutigen prognostischen
Effekt (p < 0,0001, Abb. 11).

Py e el
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven in Abhiingigkeit der FIGO-Stadien bei Typ I1-Karzinomen (p < 0,0001)

Einfluss des Hormonrezeptor-Status

Die endometriellen Typ II-Karzinome exprimieren nur selten ER oder PR (n=3; 15,8%) und dies nur in
geringer Intensitdt (IRS 2,1 bzw. 1,7). ER-positive Tumoren zeigten keine bessere Prognose, Korrelationen
zu anderen Faktoren wurden nicht gefunden. Beim klarzelligen Typ (n=4) war in keinem der Félle eine

Hormonrezeptor-Expression erkennbar.
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Einfluss des Proliferationsstatus

Mit einer Rate von 31,2% Ki-67-positiver Zellen, war die Proliferation in Typ-II-Karzinomen
erwartungsgemaf} hoch. Die Streuung des Anteils Ki-67-positiver Zellen war allerdings erheblich und reichte
von 10% bis 70%. Tendenziell bestand eine giinstigere Prognose bei Ki-67-Raten < 15%. 50% des
Karzinome vom klarzelligen Typ zeigten eine hohe Proliferation auf (Anteil Ki-67-positiver Zellen >/=
15%); beim serosen Typ waren es 80%. Zwischen den Subtypen gab es keine statistisch signifikanten
Unterschiede, wenngleich sich der klarzellige Typ (n=4; mittlere Uberlebenszeit: 67,0 Monate) deutlich vom
serdsen Typ (n=5; mittlere Uberlebenszeit: 30,0 Monate) abgrenzte, welcher mit einer deutlich schlechteren
Prognose einherging.

Die mittlere Uberlebenszeit bei Typ-II-Karzinomen mit geringer bzw. hoher Ki-67-Expression (Cut-off:
15%) lag bei 70,4 Monaten (range: 45,6-95,2 Monate) bzw. 32,2 Monaten (range: 17,0-47,4 Monate; p =
0.10).

Einfluss von pS53
Bei der Gesamtheit der CC (n=4) war eine génzlich fehlende p53-Expression (IRS = 0) erkennbar, die

serosen Entititen dagegen stets p53-positiv. Die mittlere Uberlebenszeit der Patientinnen mit klarzelligen
Karzinomen betrug 47,6 Monate und war damit deutlich linger als die Uberlebenszeit der Patientinnen mit
pS3-positiven serdsen Tumoren (27,9 Monate). Die Unterschiede erreichen aber keine statistische
Signifikanz (p = 0.15, Tab. 11). Die gemischten (EC + seros/klarzellig) Karzinome waren zu circa 20% p53-
positiv (n=4, IRS >/= 4). Die mittlere Uberlebenszeit in dieser Gruppe betrug 32,7 Monate und lag damit nur
knapp oberhalb der Uberlebenszeit von Patientinnen mit seridsen Karzinomen. Der durchschnittliche IRS lag

bei diesem Subtyp bei 4,8 und zeigte eine diffuse pS3-Verteilung in den Zellen.

Tabelle 11: Verteilung der p53-Expression innerhalb der Subtypen der Typ II-Karzinome
[Legende: * nur seroser Subtyp, IRS < 4: keine / schwache p53-Expression, IRS >/= 4: starke p53-
Expression]

Parameter Mittlere Uberlebens- Félle p-Wert (Chi>-Test)
zeit in Monaten

p53-Expression IRS <4 9 0.15

IRS >/= 4* 9

Einfluss von IMP1
Typ II-Karzinome waren héufig IMP1-positiv (57,9%; n=11, Tab. 12). Der durchschnittliche IRS lag bei 5,3.
Eine IMPI-Expression trat bei 80% aller serdsen und bei 70% der gemischten Typ II-Tumoren auf.

Klarzellige Karzinome waren durchweg IMP1-negativ. Eine IMP1-Expression ging mit einem tendenziell

schlechterem Uberleben einher (IRS >/= 6: 37,8 Monate, IRS < 6: 43,6 Monate; p = 0.76). Die IMP1-



31

Expression korrelierte nicht mit dem Alter bei der Operation oder mit dem Tumorstadium.

Tabelle 12: Verteilung der IMPI-Expression (IRS >/= 6) nach FIGO-Stadien und OP-Alter aller Typ 11-
Karzinome

Parameter Falle Prozent
IMP1-Expression
FIGO la 2 (3) 66,7
FIGO Ib-Il 5(10) 50,0
FIGO llI-IV 4 (6) 66,7
OP-Alter
< 69 Jahre 4 (6) 66,7
>/= 69 Jahre 7 (13) 53,8

Kreuzkorrelationen zwischen der p53-, Ki-67-, Hormonrezeptor- und IMP1-Expression bei

Typ II-Karzinomen

Eine Expression von IMP1 (IRS >/= 6) zeigte sich signifikant hdufiger in p53-positiven Tumoren (Log-
Rank-Test: p = 0.002), hatte jedoch keinen Effekt auf die Uberlebenszeit der Typ II-Subtypen. Zwischen der
Expression der beiden Hormonrezeptoren bestand ebenfalls eine positive Korrelation (Log-Rank-Test: p =

0.003). Beziehungen zu den anderen untersuchten Biomarkern fanden sich nicht (Tab. 13).

Tabelle 13: Ko-Expression von p53, ER/PR, Ki-67 und IMP1 (,,+*) in Typ II-Karzinomen
[Legende: ,,-*: keine Korrelation, p53(+): IRS >/= 4, ER/PR(+).: IRS >/= 3, Ki-67(+): >/= 15%, IMPI1(+):
IRS >/= 6]

Ko-Expression Korrelation; p-Wert

p53(+) / ER(+) resp. PR(+) )
p53(+) / Ki-67(+) )

p53(+) / IMP1(+) 0.002

ER(+) / PR(+) 0.003
Ki-67(+) / ER(+) resp. PR(+) ]

IMP1(+) / Ki-67(+) )

IMP1(+) / ER(+) resp. PR(+) -
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3.4 Vergleich Typ I- vs. Typ II-Karzinome

Im Gesamtkollektiv waren 11% (n=22) der Tumoren p53-positiv, bei Patientinnen mit Typ I-Tumoren betrug
der Anteil 7% (n=13) und bei Patientinnen mit Typ II-Tumoren 50% (n=9). Der Unterschied zwischen den
beiden Tumorentitdten war statistisch signifikant (p < 0.001). Ein prognostischer Effekt der p53-Expression
hinsichtlich der Verkiirzung des Gesamtiiberlebens ergab sich aber nur bei den Typ I-Karzinomen (p =
0.049). Verstarkt wurde die prognostische Aussagekraft durch eine gleichzeitig auftretende hohe IMP1-
Expression (p = 0.002).

25,2% (n=55) aller Tumoren des Kollektivs waren Ki-67-positiv (Cut-off: Anteil der positiven Zellen >/=
15%). Der Anteil der Ki-67-positiven Patienten betrug in der Typ I-Subgruppe 20,3% (n=40) und in der Typ
II-Subgruppe 78,9% (n=15). Dieser Unterschied zwischen den beiden Gruppen war ebenfalls signifikant (p <
0.0001). Eine positive Ki-67 Expression hatte nur bei Typ II-Karzinomen einen tendenziell negativen
Einfluss auf das Gesamtiiberleben (p = 0.1). Bei simultaner p53-Expression war bei Typ [-Karzinomen eine

negative Wirkung auf das Uberleben der Patientinnen erkennbar (p = 0.034).

48,2% (n=96) der Typ I-Tumoren und 21,4% (n=3) der Typ II-Tumoren waren ER-positiv. Eine dhnliche
Verteilung ergab sich bei den PR-Expression mit 60,5% (n=101) positiven Typ I- und 15,8% (n=3) positiven
Typ II-Tumoren. Bei beiden Tumorentitdten korrelierte die Expression der einzelnen Rezeptortypen (ER +
PR) (ER, IRS >/= 3, p = 0.025; PR, IRS >/= 6 p < 0.000). Die Hormonrezeptor-Expression zeigte weder bei
Typ I- noch bei Typ II-Karzinomen noch in anderen Subgruppen (Alter, Biomarkerexpression) eine

prognostische Relevanz.

Typ II-Karzinome niedriger (FIGO Ia-Ic) sowie hoherer FIGO-Stadien (ab FIGO II) waren insgesamt
prognostisch deutlich ungiinstiger (mittlere Uberlebenszeit: 58,2 bzw. 7,9 Monate; p < 0.0001) als Typ I-
Karzinome (mittlere Uberlebenszeit: 79,8 bzw. 58,9 Monate; p = 0.025). Das OP-Alter hatte allerdings nur
bei Typ I einen Einfluss auf die Uberlebenszeit (Typ I, p < 0.001; Typ II, p = 0.72) (Tab. 14). Damit bestitigt
sich das aggressivere Verhalten der Karzinome vom serdsen bzw. klarzelligen Typ. Uberlebensanalysen der
Typ II- und Typ I-Varianten verdeutlichen - aufgrund der geringen Fallzahl der einzelnen Subtypen - trotz
fehlender statistischer Signifikanz (p = 0.321 bzw. p = 0.606) die tendenziellen prognostischen Unterschiede
untereinander, so beispielsweise beim serdsen vs. klarzelligen Subtyp (mittlere Uberlebenszeit: 30,0 vs. 67,0
Monate). Beziiglich der Typ I-Subtypen konnten wegen Zensierung aller Falle keine Statistiken berechnet

werden.
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Tabelle 14: Vergleichende Uberlebensanalysen (Kaplan-Meier-Analysen) der beider EC-Typen

Parameter Mittlere Uberlebens- Félle p-Wert (Chi*-Test)
zeit in Monaten

Typ | vs. Il (gesamt)

Typ | 81,8 188 < 0.0001
Typ Il 41,4 19
OP-Alter
< 69 Jahre (Typ 1) 88,5 96 < 0.001
>/= 69 Jahre (Typ I) 72,2 92
< 69 Jahre (Typ II) 45,8 6 0.72
>/= 69 Jahre (Typ II) 37,0 13

Tumorstadium

FIGO la (Typ I) 89,2 34 0.025
FIGO Ib-1l (Typ 1) 80,5 147
FIGO III-IV (Typ I) 58,9 7

FIGO la (Typ II) 63,7 3 <0.0001
FIGO Ib-1l (Typ 1) 52,9 10
FIGO II-IV (Typ 1) 7,9 6
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Abb. 12: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven bei Betrachtung des Gesamtiiberlebens bei Typ I vs Typ II (p < 0.0001)
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3.5 Cox-Regressions-Analysen

In den multivariaten Regressions-Analysen, in welchen der Einfluss einzelner Variablen - adjustiert nach OP-
Alter, FIGO, Grading, untersuchte Biomarker - auf die Prognose untersucht wurde, stellten sich bei allen Typ
I-Karzinomen das Tumorstadium und das Grading als die wichtigsten die Prognose bestimmenden Faktoren
heraus. Sogar innerhalb der FIGO-Stadien Ia bis Ic zeigten sich deutliche Unterschiede in der Uberlebenszeit
und stellen somit die prognostische Relevanz des Tumorstadiums weiter in den Vordergrund. Auch die p53-
und IMP1-Expression erwiesen sich als unabhéngige Prognosefaktoren. Bei den Typ II-Karzinomen stellte
sich lediglich das Tumorstadium als starker unabhéngiger prognostischer Faktor heraus (Tab. 15). Die

iibrigen Faktoren ergaben bei Typ II-Karzinomen keine statistisch belastbaren Zusammenhénge.

Tabelle 15: Darstellung des Relativen Risikos (RR) anhand der Cox-Regression fiir OP-Alter, FIGO,
Grading, p53 und IMPI (Typ 1, Typ I1I)

Parameter RR p-Wert (Chi?-Test)
Typ |
OP-Alter < 69 Jahre 1 0.001
OP-Alter >/= 69 Jahre 4,65
FIGO la 1 0.38
FIGO Ib-Il 3
FIGO llI-IV 9,6
FIGO la 1 0.31
FIGO Ib 5,6
FIGO Ic 2,2
G1 1 0.001
G2 2,7
G3 6,5
p53 (IRS < 4) 1 0.034
p53 (IRS >/=4) 3,8
IMP1 (IRS < 6) 1 0.056
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Parameter RR p-Wert (Chi*-Test)
IMP1 (IRS >/= 6) 2,3
Typ Il
FIGO la 1 < 0.0001
FIGO Ib-Il 27,8
FIGO IlI-IV 43,5
FIGO la 1 0.72
FIGO Ib 1,1
FIGO Ic 0,6
p53 (IRS < 4) 1 0.16
p53 (IRS >/=4) 2,3
IMP1 (IRS < 6) 1 0.76
IMP1 (IRS >/= 6) 1,2
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Aspekte zu Prognosefaktoren des Endometriumkarzinoms

EC entstehen hédufig postmenopausal,® beispielsweise aufgrund einer langdauernden Einnahme von
Ostrogen-/Gestagenpriparaten bei postmenopausalen Storungen infolge einer hormonellen Dysbalance, und
zeichnen sich tiberwiegend durch einen hohen histologischen Differenzierungsgrad aus.” Sie weisen meist
eine hohe Expression von ER und PR auf und sind mit einer guten Prognose assoziiert.”” Diese
Charakteristika konnten in der vorliegenden Untersuchung mit einer mittleren Uberlebenszeit von 81,8
Monaten und einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 79,4% im Gesamtkollektiv bestitigt werden. Aufgrund
dieser giinstigen Prognose empfiehlt die Leitlinie fiir EC-Patientinnen nur in Ausnahmefillen eine
Lymphadenektomie bzw. additive Therapieverfahren. Zu diesen Ausnahmen zdhlen grundsitzlich alle
Karzinome ab einem FIGO-Stadium pT1b sowie alle G3-Tumoren. In dem untersuchten Patientenkollektiv
kam es in der pTla / G1-Gruppe zu keinen unerwartet schlechten Verldufen, wobei die Qualitdt der FIGO-
Einordnung eventuell auch vom klinischen Allgemeinzustand der Patientinnen abhéngig sein kann. In
anderen Studien wurden dagegen auch in der prognostisch giinstigen Gruppe fatale Verldufe beschrieben.
76. 77 Aufgrund dieser prognostischen Unsicherheit sind neue verlédssliche biologische Prognosefaktoren

erforderlich.

Das Tumorstadium sowie das histologische Grading wurden in der vorliegenden Studie als (unabhingige)
prognostische Faktoren beim Typ I-Karzinom bestdtigt. Dies zeigte sich anhand einer deutlich ldngeren
Uberlebenszeit bei EC mit niedrigerem FIGO-Stadium (Ia-Ic) im Vergleich zu invasiven Tumoren (FIGO-
Stadium II-IV) und bei hochdifferenzierten (G1) EC in Relation zu G2- und G3-Tumoren. Erwartungsgeméaf
war die Proliferationsrate bei G3-Tumoren hoher als bei G1-Karzinomen (p = 0.005). In der Gruppe der G3-
Karzinome waren keine Verlaufsunterschiede zwischen Tumoren mit hoher und niedrigerer Proliferation bei
den Patientinnen festzustellen. Gegeniiber anderen Studien bestanden im vorliegenden Patientenkollektiv
keine Korrelationen des Gradings zum FIGO-Stadium, zum p53- oder Hormonrezeptor-Status.”®30 Diese
Diskrepanz konnte auf die Verwendung anderer Cut-off-Werte fiir die p53- und Hormonrezeptor-Expression
zuriickzufiihren sein. Dieser betrug in der vorliegenden Untersuchung bei einem IRS >/= 6 beziehungsweise
IRS >/= 4. Entsprechenden Literaturangaben zufolge werden in endometrioiden Tumoren p53-Cut-off-
Werte®! von IRS >/= 4 angegeben; eine ,,positive” Hormonrezeptorexpression in EA wird ab einem IRS von
> 1 angezeigt.®? Ein Vergleich primenopausaler vs. postmenopausaler Patientinnen ergab eine tendenziell
lingere Uberlebenszeit der jiingeren Patientinnen (87,2 Monate vs. 77,6 Monate), jedoch keinen
signifikanten Unterschied beziiglich der Prognose. Moglicherweise beruht die fehlende Signifikanz auf der
Tatsache, dass in dem vorliegenden Patientenkollektiv nur zehn Patientinnen mit einem OP-Alter < 50 Jahre
vorhanden waren. Der negative, von anderen Faktoren unabhéngige Einfluss eines hoheren Lebensalters auf

die Gesamtmortalitit von Patientinnen mit Typ [-Karzinomen wurde auch von anderen Autoren beschrieben.
83-85

Die aktuell etablierten Prognosekriterien (FIGO, Grading) erlauben eine optimierte Therapieplanung
(operatives Staging, adjuvante Therapie) und ermoglichen Fortschritte bei der Behandlung von bosartigen

Tumoren des Endometriums, insbesondere bei rezidivierenden Ereignissen. !
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Sowohl die ER- als auch die PR-Expression blieb bei den Typ-I Karzinomen ohne erkennbaren
prognostischen Einfluss. In Tumoren hormonabhidngig wachsender Gewebe kann der Erhalt der
Hormonrezeptor-Expression als Differenzierungsmerkmal und damit als Zeichen fiir eine bessere Prognose
angesehen werden. Ein derartiger Zusammenhang besteht beispielsweise beim Mammakarzinom und wird
daher bei dieser Tumorentitét als priadiktiver Faktor verwendet. Auch beim EC halten die meisten Autoren
eine vorhandene ER- als auch PR-Expression in Ostrogen-abhingigen Tumoren im Vergleich zu einer
fehlenden Expression fiir prognostisch giinstig.!7-1%-86. 88 In anderen Untersuchungen wiederum lie sich nur
beim PR!28 oder bei keinem der beiden Rezeptoren (ER und PR) ein Einfluss auf das Uberleben feststellen.8’
In vielen Arbeiten lassen sich Zusammenhinge zwischen der Hormonrezeptor-Expression und dem
Tumorstadium sowie dem Grading erkennen, wobei eine signifikant geringere ER- und PR-Expression in
hohergradigen (G2, G3) und fortgeschrittenen Tumoren beobachtet wird.®- 8% Der positive Effekt der
Hormonrezeptor-Expression auf das Uberleben wird bei gleichzeitiger ER- und PR-Expression verstirkt.6: 88

Diese Zusammenhénge konnten auch in dem Patientenkollektiv der vorliegenden Studie bestitigt werden.

Die Bedeutung von p53-Defekten wurde in EA schon héufig untersucht und konnte in 10-20% der
immunhistochemischen Préparate nachgewiesen werden.’® °! Der Nachweis von p53 war stets mit einer
ungiinstigeren Prognose assoziiert.”> Nur in wenigen Studien wurde p53 als ein unabhéngiger prognostischer
Faktor beschrieben.?® Dagegen trat hiufig eine Korrelation mit dem Grading (G3), dem (fortgeschrittenen)
Tumorstadium und einer hohen Proliferation auf.”® 120 Diese Befunde - wie auch unsere Berechnungen
zeigten - legen nahe, dass es sich bei dem p53-Defekt um einen abhdngigen Parameter handelt.!?!- 122 In
einigen Studien hatte eine nachweisbare pS3-Expression auch bei high-grade- und high-stage-Tumoren einen
zusitzlichen prognostischen Effekt;!?3 124 diese Befunde konnten in der vorliegenden Analyse nicht bestatigt
werden. Dabei belegen z.B. Mutationsanalysen deutlich hohere p53-Expressionsraten in high-grade EA!
und in EA mit fortgeschrittenen FIGO-Stadien.”> Die morphologische Verteilung von p53 innerhalb Typ I
zeigte auch in anderen vergleichbaren Studien’® %% ein {iberwiegend diffuses Muster, ein Einfluss auf die
Prognose wurde jedoch nicht beschrieben. Vermutlich hingt der in dieser Untersuchung ersichtliche
prognostische Effekt einer diffusen p53-Verteilung in EA mit der tiberwiegend in Typ 2 beobachteten
starken diffusen p53-Positivitdt’® °® und (ohnehin) deutlich schlechteren Prognose zusammen. Gleichzeitig
weisen diese Tumoren - so auch in der vorliegenden Studie - oft eine geringe Hormonrezeptor-Expression
auf. Das fiihrt zu dem malignen Phénotyp dieser Tumoren.!®” Im Allgemeinen wurde allein der
immunhistochemische Nachweis von p53 mit dem Vorliegen einer Mutation und somit mit einem Defekt der
p53-Funktion gleichgesetzt. Jedoch zeigen auch Null-Mutationen (vollstindiges Fehlen von p53 und
fehlender immunhistochemischer Nachweis) sowie eine Wildtyp-Uberexpression z.B. beim Ovarialkarzinom
eine besonders schlechte Prognose. Zudem ldsst sich eine direkte Korrelation zwischen élteren Patientinnen
(> 60 Jahre) und einer p53-Positivitit in endometrioiden EC im Sinne eines prognostisch ungiinstigeren
Faktors beobachten.!?>-1?7 Dieser Zusammenhang deutet darauf hin, dass es sich bei p53-positiven EC um
einen aggressiven Phanotyp handelt. Die beschriebenen p53-Effekte konnten auch in der vorliegenden
Analyse detektiert werden und unterstreicht damit die prognostische Wertigkeit dieses Faktors.

Wie auch fiir andere solide Tumorentititen (Ovar, Colon, Lunge) ist auch fiir das EA eine hohe Ki-67-

Expressionsrate bei fortgeschrittenen und schlecht differenzierten endometrioiden Tumoren gut belegt.80: 100,
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101 T etztere Befunde wurden in der vorliegenden Studie bestatigt. Ein prognostischer Einfluss von Ki-67 lief3
sich in dem vorliegenden Patientenkollektiv nicht nachweisen. Nur wenige Studien kamen bisher zu dem
gleichen Ergebnis.!?? 193 Bei der Mehrzahl der Untersuchungen war eine deutlich schlechtere Prognose bei
EA mit einem Anteil von Ki-67-positiven Zellen > 10% ersichtlich als bei EA mit einem geringeren Ki-67-

Antei] % 104

Typ lI-Karzinome entstehen nahezu ausschlieBlich bei dlteren Frauen in einem atrophen Endometrium und
sind durch einen defekten p53-Signalweg, eine hohe Ki-67-Expression sowie durch den weitgehenden
Verlust von ER und PR gekennzeichnet. 19 Die Prognose dieser hochgradigen Tumoren ist schlecht. In der
Literatur wird eine 5-Jahres-Uberlebensrate von durchschnittlich 34,4% angegeben, fiir das serdse Karzinom
(SC) liegt diese Rate bei etwa 27% und fiir das klarzellige Karzinom (CC) bei 42%.106. 107

Beim Vergleich der histologischen Typ II-Subtypen wies auch in der vorliegenden Studie das serdse
Karzinom mit einer mittleren Uberlebenszeit von 20,9 Monaten die schlechteste Prognose auf, gefolgt von
den gemischten Typ-II / Typ-I-Karzinomen mit 37,8 Monaten (p = 0.762). Ein Vergleich der verschiedenen
Tumorstadien ergab fiir Patientinnen mit Typ II-Karzinomen keinen prognostischen Unterschied. Auch das
Alter zum Zeitpunkt der Operation (< 69 Jahre vs >/= 69 Jahre) spielte beim Outcome in dieser Subgruppe
keine Rolle (p = 0.823), was in der per se schlechten Differenzierung und hohen p53-Expression begriindet
sein konnte. Dieser Befund widerspricht den Ergebnissen anderer Analysen, in welchen ein hdheres
Lebensalter (>60 Jahre) als ein unabhingiger!%® prognostischer Faktor gilt und mit einer verkiirzten
Uberlebenszeit einhergeht.!16

Wie in der Literatur beschrieben, verbesserte eine geringe ER- und PR-Expression die Prognose nicht.!08. 109
Typ II-Karzinome sind durch eine hohe p53-Expression charakterisiert, weswegen dieser daher keine
zusitzliche prognostische Bedeutung beizumessen ist.®* In der vorliegenden Untersuchung wurde serdse,
klarzellige und gemischte (Typ I + Typ II) untersucht, wobei lediglich beim ser6sen Subtyp eine vermehrte

p53-Expression zu sehen war.

Es stellte sich in der vorliegenden Dissertation die Frage, ob IMP1 auch bei diesen Tumoren eine
prognostische Bedeutung hat.

Die Majoritéit der vorliegenden Typ-II-Karzinome wies eine erhohte IMP1-Expression auf, allerdings war
diese Eigenschaft ohne prognostischen Effekt. Moglicherweise besteht eine Korrelation zwischen der IMP1-
Expression und dem p53-Defekt in Typ II-Karzinomen im Sinne einer kompensatorischen Expression von
IMP1; dies ist bisher von anderen Autoren noch nicht beschrieben worden. Dieser Zusammenhang konnte
den fehlenden prognostischen Effekt von IMP1 in diesen Tumoren erkldren. Derzeit gibt es keine
Literaturdaten, die diese These stiitzen oder widerlegen, da IMP1 in dieser Studie erstmalig untersucht
wurde.

Der Effekt einer hohen Proliferationsrate in Typ II-Tumoren auf das Uberleben wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Einige Autoren konnten keinen,?® andere wiederum einen deutlichen Einfluss’® auf die
Prognose erkennen. In diese Untersuchungen wurden jedoch ausschliesslich Patientinnen mit serds
differenzierten Karzinomen eingeschlossen. In der vorliegenden Untersuchung hatte das Ausmal der Ki-67-
Expression keinen FEinfluss auf die Uberlebensrate der Patientinnen mit Typ II-Karzinomen. Die

Aussagekraft dieses Ergebnisses ist jedoch aufgrund der geringen Fallzahl von Typ II-Karzinomen (n=19) als
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kritisch zu betrachten, zumal beim klarzelligen Typ eine Ki-67-Expression nur bei zwei Féllen (= 10,5%)

nachgewiesen werden konnte.

4.2 Einfluss von IMP1 auf die Prognose

In der vorliegenden Studie konnte ein prognostischer Einfluss von p53, Ki-67 und des Transkriptionsfaktors
IMP1 in endometrioiden EC nachgewiesen werden. Eine Uberexpression dieser Proteine in den Tumorzellen
erwies sich als ein negativer prognostischer Faktor bei Patientinnen mit Typ [-Tumoren. Trotz des haufigeren

Nachweises bei den Typ II-Tumoren zeigte IMP1 in dieser Subgruppe keine prognostische Auswirkung.

Die Expression von IMP1 in EC wurde bislang noch nicht erforscht. In unseren Untersuchungen wurde eine
Expression dieses Proteins in 9,7% der Fille nachgewiesen. Eine starke IMP1-Expression (>/= IRS 6) war
mit einer verkiirzten Uberlebenszeit (67,7 vs. 83 Monate) assoziiert. Auch in der multivariaten Analyse
erwies sich IMP1 mit einem relativen Risiko von 2,3 als ein bedeutender Risikofaktor (p = 0.056).
Vorbehaltlich einer Evaluation dieser Befunde in prospektiven Studien, handelt es sich bei IMP1 somit um
einen sinnvollen biologischer Prognosefaktor fiir EA. Dariiber hinaus war der Effekt von IMP1 bei p53-
positiven EA deutlich groBer. Dies konnte durch die fehlende genomische Wichterfunktion von p53 in
diesen Tumoren begriindet liegen, was u.a. eine geringere Apoptoserate genetisch abnormer Zellen zur Folge
hétte und somit das Wachstum von EA fordert. Das Grading hatte einen deutlichen Einfluss auf die IMP1-
Expression, wobei eine hohe IMP1-Expression (IRS >/= 6) in schlecht differenzierten Karzinomen mit einen
aggressiveren Verlauf korreliert (Abb. 7). Eine mogliche Erkldrung fiir diese Befunde ist der
wachstumsfordernde Wirkmechanismus des IMP1, wodurch sein stirkerer Einfluss auf wenig differenzierte

Tumoren begriindet liegen konnte.

IMP1 besitzt vielféltige Funktionen in der Zelle und beeinflusst zahlreiche posttranskriptionelle Prozesse,
wie die Lokalisation und Stabilisierung spezifischer mRNA sowie die Differenzierung und Migration von
Zellen. Die vorliegenden Ergebnisse lassen eine weitreichende Funktion des Transkriptionsfaktors IMP1 in
malignen Tumoren des Endometriums vermuten. Die prognostische Relevanz von IMP1 in anderen Tumoren
(Kap. 1.6.7) ist vermutlich auf ein Zusammenspiel pro-onkogener Faktoren zuriickzufiihren, welche ein
Tumorwachstum initiieren bzw. dessen Progression fordern konnen. Zu den beteiligten Faktoren gehdren
p53, ¢-Myc und das Adhdsionsmolekiil CD44. Neben c-Myc und CD44%: % reguliert IMP1 auch die
Transkription der Zytoskelettbestandteile p-Actin und B-Catenin.!’” CD44 wird eine bedeutende Rolle bei
Metastasierungsvorgiangen zugeschrieben, zeigte allerdings, wie auch c-Myc und B-Catenin, in unseren
Analysen keine Korrelationen zu den anderen Faktoren (Histologie, FIGO-Stadium, Grading, OP-Alter,
Prognose). Dieser fehlende Zusammenhang schliesst jedoch eine Fehlfunktion von CD44, c-Myc und B-
Catenin in EA nicht aus. Eine dysregulierte Expression von Zytoskelettbestandteilen im Rahmen eines
malignen Prozesses konnte einen Einfluss auf die IMP1-Expression ausiiben, welcher wiederum eine
Tumorprogression zur Folge haben konnte. Die Reaktivierung und Uberexpression von IMP1 in malignen

Tumoren wurde bereits beim Mammakarzinom ausfiihrlich analysiert.”®- 7# Dort fiihrt eine Inaktivierung von
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3-Catenin-mRNA, einem obligaten Bindungspartner von IMP1, beim Mammakarzinom zu einer Suppression
sowie vermehrten intrazelluldren Akkumulation von IMP1. Die Folge war ein progressives Tumorwachstum
infolge unkontrollierter zelluldrer Migration. Eine weitere wichtiger Funktion des IMP1 im Rahmen des
Tumorgeschehens ist die Erhdhung der Halbwertzeit von c-Myc infolge einer direkten Stabilisierung der c-
myc-mRNA. Dieser Effekt wurde in serdsen Ovarialkarzinomen untersucht und fiihrte zu einer deutlich

verkirzten Gesamtiiberlebenszeit bei diesen Patientinnen.!!?

Zwar wurde der prognostisch ungiinstige Effekt von IMP1 in EC noch nicht beschrieben, jedoch fanden Li
und Zheng!!'- 112 den gleichen Effekt bei einer vermehrten Expression von IMP3, einer Spleivariante von
IMP1. Die beiden Befunde sind jedoch nicht direkt vergleichbar, da die biologischen Prozesse und damit
moglichen Uberschneidungen der Aufgaben von IMP1 und IMP3 noch nicht vollstindig analysiert wurden.
Funktionelle Gemeinsamkeiten von IMP1 und IMP3 bestehen aufgrund ihrer Affinitdt zu Zinkfinger-
bindenden DNA-Strukturen und aufgrund ihres Einflusses auf die transkriptionelle Aktivitét

wachstumsfordernder Gene.!!7

Die Untersuchungen von Li''! und Zheng!!'? belegen eine signifikant erhohte IMP3-Expression in Typ II-
EC., insbesondere beim serdsen Subtyp. Sie beeinflusst, wie auch die anderen Mitglieder der IMP-Familie,
die Expression zellstabilisierender bzw. wachstumsfordernder Gene (u.a. CD44) und ist in anderen
Tumorarten mit einer schlechten Prognose assoziiert.!'3-1'5 Ein IMP3-Nachweis korreliert positiv mit der
p53-Expression und dem histologischen Grad bei Typ I-Tumoren.''> Die IMPI-Expression in der
vorliegenden Studie (Typ I und Typ II) korrelierte ebenfalls mit dem p53-Status und dem Grading. Dariiber
hinaus war in Typ [-Tumoren eine deutliche Assoziation mit der Proliferationsrate (Ki-67-Expression)
erkennbar. Daraus konnte man ableiten, dass die erhohte Expression von IMP1 die Progression von Tumoren
iiber eine Steigerung der Mitoserate fordert. Der Nachweis von IMP1 in vorwiegend schlecht differenzierten
Tumoren, stiitzt diese Hypothese (vgl. Tab. 13). IMP1 wies in Untersuchungen eine Verwandtschaft mit
ZBP1 und CRD-BP auf, wobei Letzteres stabilisierend auf den Zytoskelettbestandteil B-Actin und auf den
Wachstumsfaktor c-Myc wirkt.!'7- 118 Auch IMP1 hat bei zelluldirem Stress eine stabilisierende Funktion,
indem es die Transkription verschiedener Wachstumsfaktoren reguliert.®® Diese Befunde lassen die
Vermutung zu, dass bei malignen Prozessen diese natiirliche Regulation gestort ist, was zu einem

unkontrollierten zelluldren Wachstum beitragen kann.

Die ungiinstige Prognose einer vermehrten IMP1-Expression in endometrioiden Karzinomen beruht daher
moglicherweise auf einer Expressionssteigerung (Transkriptionssteigerung + Erhéhung der Halbwertzeit)
bestimmter wachstumsfordernder Gene, wie c-Myc. Der fehlende Zusammenhang zwischen der IMP1- und
Hormonrezeptor-Expression ist pathogenetisch moglicherweise von besonderer Bedeutung und ldsst einen
unabhéngigen IMP1-Effekt in EA vermuten. Sie konnte das Augenmerk auf eine intensivere pathologische
Diagnostik zur Identifizierung IMP1-positiver und somit prognostisch ,,schlechterer EA richten, um eine
frithzeitigere Therapie (incl. obligater Lymphadenektomie?) einleiten zu konnen. Die IMP1-Wirkung scheint
demnach hormonunabhingig zu sein. Ein mdglicher Grund fiir den stirkeren Effekt von IMP1 in p53-
positiven EA konnte die Akkumulation funktionell verdnderter (inaktiver) Proteine (c-Myc, CD44) sein.

Durch den gleichzeitig eintretenden Funktionsverlust von p53 und der erhohten IMP1-Expression wird die
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Wachstumsdysregulation gefordert, was wiederum die Prognose ungiinstig beeinflusst.

4.3 IMP1 als prognostischer Faktor bei der Therapie endometrioider Karzinome

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen weitgehend die prognostische Relevanz der etablierten
Prognosefaktoren (Tumorstadium, Grading, histologischer Typ, Lebensalter). Weiter erwiesen sich bei den
Typ I-Tumoren auch p53 sowie IMP1 als prognostisch bedeutsam. Insbesondere IMP1 konnte als
zusétzlicher Marker bei kiinftigen diagnostischen Fragestellungen in Erwdgung gezogen werden, vor allem
bei den rein endometrioiden Karzinomen insbesondere bei EA mit squamdser, villoglanduldrer und
sekretorischer Komponente. Die Expressionsrate von IMP1 unterschied sich signifikant in Typ I- und Typ II-
Karzinomen, wobei IMP in Typ II-Karzinomen keine prognostische Bedeutung zugemessen werden konnte.
Die Rolle von IMP1 in nicht-endometrioiden Tumoren ist somit noch unklar und sollte Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von p53, des Ostrogen- (ER) und des Progesteronrezeptors
(PR), Ki-67 und dem Insulin-like growth factor 2-binding protein (IGF2-BP1 oder IMP1 (IGF2-mRNA-
binding protein) zur diagnostischen Beurteilung und Charakterisierung von Endometriumkarzinomen (EC)
untersucht. Davon wurden 199 Félle endometrioider Tumoren (Typ I) und 19 Fille non-endometrioider (Typ
IT) Tumoren zur Auswertung herangezogen.

Die Analysen ergaben eine heterogene Expression der Marker in beiden histologischen Typen. Typ I
Tumoren zeichneten sich durch eine schwache p53-, Ki-67- und IMPI1- und durch eine starke
Hormonrezeptor-Expression aus. Bei den Typ II-Tumoren war die Expression reziprok verteilt. Bei den
endometrioiden Karzinomen erwies sich die p53-Expression sowie die p53-IMP1-Koexpression als
statistisch signifikanter Prognosefaktor fiir eine schlechte Prognose. Die Koexpression von p53 und IMP1
ging auch in Typ II-Tumoren mit einer verringerten Uberlebensrate einher. Diese Befunde verdeutlichen die
potentielle prognostische Relevanz von IMP1. Weitere Studien sollten durchgefiihrt werden, um IMP1 als
onkogenen Faktor beim endometrioiden Karzinom zu bekréftigen. Fiir die Entwicklung neuer
Therapiemoglichkeiten sollte dariiber hinaus die funktionelle Rolle von IMP1 im Rahmen der

Tumorprogression untersucht werden.
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Anhang

Thesen zur Dissertation

10.

Patientinnen mit einem histologisch gesicherten Endometriumkarzinom (Typ I, n=199; Typ II,
n=19) wurden nach Alter, Tumorstadium und Grading klassifiziert und auf die Expression be-
stimmter biologischer Marker (p53, Ki-67, Hormonrezeptoren, IMP1) untersucht, um deren Einfluss

auf die Prognose zu bestimmen.

Bislang sind die ,klassischen® Faktoren (histologischer Typ, Alter, Tumorstadium, Grading) beim

EC in vielen Studien hinreichend erdrtert und gelten als gesicherte prognostische Kriterien.

Der Transkriptionsfaktor IMP1 erwies sich bereits in anderen Tumorentititen, z.B. beim serdsen
Ovarialkarzinom als ein neuer prognostischer Marker. Es stellt sich nun die Frage, ob IMP1 auch

beim Endometriumkarzinom eine prognostische Bedeutung hat.

Der histologische Typ, das Tumorstadium sowie das Grading konnten als , klassische* (unabhéngi-
ge) Prognosefaktoren, vor allem bei endometrioiden  (Typ I) Karzinomen bestitigt werden. Eben-

falls stellte sich die pS3-Expression als ein unabhingiger prognostischer Indikator in EA heraus.

Innerhalb der histologischen Subtypen (Typ I, Typ II) gibt es keine signifikanten Unterschiede be-

ziiglich der Uberlebenszeit.

Mit zunehmenden Lebensalter steigt, unabhéngig von anderen Faktoren, das Risiko, frithzeitiger an

einem Typ [-Karzinom zu versterben.

Der Proliferationsstatus allein ist nicht ausschlaggebend fiir die Prognose von Typ [-Karzinomen,

korreliert jedoch positiv mit der pS3-Expression in dieser Tumorgruppe.

Eine erhéhte IMP1-Expression in endometrioiden Tumoren ist mit einer schlechteren Prognose asso-
ziiert. Dieser Effekt ist unabhéngig und verstirkt sich bei simultaner p53-Expression sowie bei élte-

ren Patientinnen.

Die serosen Karzinome zeigten eine starke p53- , Ki-67- und IMP1-Expression. Diese Expression
hat keinen Einfluss auf die ohnehin niedrige Uberlebenszeit. Korrelationen zum FIGO-Stadium,

Grading oder Lebensalter treten nicht auf.

IMP1 konnte als diagnostischer Marker zur Prognoseabschétzung bei endometrioiden Karzinomen

herangezogen werden und zeigt eine positive Korrelation zum Grading in dieser Tumorgruppe. Dar-
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tiber hinaus scheint der IMP1-Effekt hormonunabhéngig zu sein, was auch das verstarkte Auftreten

von IMP1 in Typ II-Karzinomen erkldren kdnnte.
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Tabelle 16: Histologische und graduelle Einteilung der EC (nach WHO-Kriterien)

Histologische Typisierung
des EMCA-Kollektivs

Graduierung des EMCA-Kol-
lektivs

Typ |

Typ Il

Endometrioides Adenokarzinom Klarzelliges Karzinom

(EA) - klassisch

Sekretorischer Subtyp
Villoglandularer Subtyp
Muzinéser Subtyp
Feinpapillarer Subtyp
Clear-cell-change Subtyp
Mikroglandularer Subtyp

Typ | (gemischte Anteile)

Typ |

Gut differenziert (G1)
MéaBig differenziert (G2)

Schlecht differenziert (G3)

Tabelle 17: Cut-off (IRS; %) der untersuchten Antikorper

Serdses Karzinom

Typ | + 1l (gemischte Anteile)

Typ Il

Schlecht differenziert (G3)

Antikérper Einheit Cut-off-Wert
Ostrogenrezeptor (ER) IRS >/=3
Progesteronrezeptor (PR) IRS >/=6

p53 IRS >/=4

Ki-67 %o >/=15

IMP1 IRS >/=6
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Tabelle 18: Stadienecinteilung der EC (nach FIGO-Kriterien)

Tumorstadium

FIGO I

FIGO la

FIGO Ib

FIGO I

FIGO il

FIGO llla

FIGO llib

FIGO llic

FIGO IVa

FIGO IVb

Tumor begrenzt auf Corpus uteri

Tumor begrenzt auf Endometrium oder weniger
als 50% myometrale Invasionstiefe

50% oder mehr myometrale Invasionstiefe

Tumor infiltriert zervikales Stroma ohne weitere
Ausdehnung

Lokale oder regionale Ausbreitung ausserhalb
des Tumors

Tumor infiltriert Serosa des Corpus uteri oder
Adnexe

Tumor beféllt Vagina und/oder parametrales Ge-
webe

Regionale Metastasen (para-aortale und/oder
pelvine Lymphknoten)

Infiltration von Blase und/oder Rektumschleim-
haut

Fernmetastasen

Tabelle 19: Klinische Einteilung nach FIGO-Stadien, Typ I + Typ II-Karzinome

Typ | Typ
Tumorstadium Haufigkeit Prozent Haufigkeit Haufigkeit

FIGO la 35 17,6 3 15,8
FIGO Ib 106 53,3 6 31,6
FIGO Ic 42 21,1 3 15,8
FIGO II 9 4.5 1 5,2
FIGO I 6 3,0 6 31,6
FIGO IV 1 0,5 0 =

Gesamt 199 100 19 100
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Tabelle 20: Typ I-Karzinome — FIGO-Stadien und histologische Subtypen nach Grading

FIGO-Stadium G1 G2 G3 Gesamt
FIGO la 30 4 1 35
FIGO Ib 87 15 4 106
FIGO Ic 25 10 7 42
FIGO I 6 3 0 9
FIGO I 1 4 1 6
FIGO IV 1 0 0 1
Gesamt 150 36 13 199
EA-Subtyp

EA (klassisch) 113 22 13 148
EA villoglandular 8 1 0 9
EA sekretorisch 8 2 0 10
EA clear-cell- 2 6 0 8
change

EA plattenepithe- 11 1 0 12
lial

EA feinpapillar 2 0 0 2
EA mikroglandular 1 1 0 2
EA gemischt (Typ 5 3 0 8
1)

Gesamt 150 36 13 199
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Tabelle 21: Einfluss der IMPI1-Expression auf das Gesamtiiberleben der Patientinnen mit Typ I-EC und
IMPI-Expression in Abhdngigkeit vom OP-Alter, FIGO-Stadium und Grading
[Legende: keine / schwache Expression: IRS < 6, starke Expression: IRS >/= 6, *nur IMP1 >/= IRS 6]

Parameter Mittlere Uberlebens- Falle p-Wert (Chi?-Test)
zeit in Monaten

IMP1-Expression
IRS<6 83,1 165 0,049
IRS >/=6 66,5 19
OP-Alter*
< 69 Jahre 85,6 6 0,001
>/= 69 Jahre 70,5 13
Tumorstadium IMP1-Expressionsrate Félle

(%)
FIGO la 17,1 6 (35) -
FIGO lb-II 7,8 12 (154) -
FIGO llI-IV 14,3 1(7) -
Grading
G1 10,2 15 (147) -
G2 2,8 1(36) -
G3 23,1 3 (13) -
OP-Alter
< 69 Jahre 9,9 9 (91) -
>/= 69 Jahre 7,6 8 (105) -
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