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1. Einleitung

1.1 Karzinosakome (maligne mesodermale Mullersche Mischtumoren)

Das Karzinosarkom, auch bekannt als maligner mesodermaler Mullerscher Mischtumor
(MMMT), ist ein sehr seltener, hochmaligner Tumor der Frau, der vor allem im Corpus, sel-
tener in der Cervix uteri, und in den Ovarien auftritt. Eine Lokalisation in der Tuba uterina

ist ebenfalls moglich.

1.1.2  Karzinosarkom des Uterus

Mittlerweile nimmt man an, dass es sich um eine besonders aggressive Variante des Endo-
metriumkarzinoms handelt’. Mit einer Pravalenz von 2-3% aller bdsartigen Tumoren des
Uterus® ist dieser Tumor einer der seltensten bosartigen Geschwdilste des weiblichen Geni-
taltraktes. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren?. Die 5-JahresUberlebensrate
betragt im frihen Stadium 40-50%, wahrend sie in fortgeschritteneren Stadien auf 25-30%

abfallt*.

1.1.2 Karzinosarkom des Ovars

Mit ungefahr 2% aller bosartigen Tumore des Ovars handelt es sich beim Karzinosarkom um
eine sehr seltene Form des Ovarialmalignoms®. Die Tumore sind epithelialen Ursprungs und
molekulare Untersuchungen konnten ein monoklonales Wachstumsmuster bestatigen®. Zu
80% treten die Tumore in der Postmenopause auf’, sie sind hochmaligne und mit einer sehr
schlechten Prognose vergesellschaftet. Meist handelt es sich um grof3e (mittlere GréRRe 14
cm), beidseits entwickelte, zystisch-soliden Tumoren, haufig einhergehend mit Aszites,
Peritonealkarzinose und dem Befall benachbarter Organe.® Die mittlere Uberlebenszeit
betragt 6-12 Monate®. Uber 70% versterben bereits innerhalb des ersten Jahres. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt unter 10%™. Der maligne mesodermale Mullersche Mischtumor

wurde zum ersten Mal 1864 von Virchow beschrieben™.

Glinthert AR, 2011.

Hantschmann P, 2008.

Hantschmann P, 2008.

Hantschmann P, 2008.

Kurman R.J., WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs, 2014.
Kurman R.J., WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs, 2014.
Remmele, Band 4, 1997.

Cho SB, Park CM, Park SW et al., 2001.

Remmele, Band 4, 1997.

' DiSilvestro PA et al, 1995; Harris et al., 2003.

" Ancle Blaustein, Pathology of the female genital tract, 1977.
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1.1.3 Histopathologie

Der Tumor besteht, wie sein Name schon sagt, aus einem karzinomatdsen und einem sar-
komatosen Anteil. In Abhangigkeit von der sarkomatdsen Komponente unterscheidet man
zwischen homologen und heterologen Karzinosarkomen bzw. MMMT. Das homologe Kar-
zinosarkom enthdlt mesenchymale Elemente, ausgehend von Zellen, die im Uterus bezie-
hungsweise Ovar normalerweise selbst vorkommen, somit also Zellen des endometrioiden
oder ovariellen Stromas. Hierbei handelt es sich beispielsweise um fibroses Gewebe oder
glatte Muskulatur. Der heterologe Typ hingegen besteht zusatzlich aus Knorpel, Knochen,
Fettgewebe oder Skelettmuskulatur™. Extrem selten hingegen findet man neuroektoder-

male, melanozytare, neuroendokrine, rhabdoide oder Dottersack-Differenzierung™.

Abb.2: heterologer MMMT, Ovar, mit eingelagertem metaplastischem Knorpelgewebe™

2 Horn et al., 2009; Remmele, Band 4, 1997.

B Horn et al., 2009.

Y http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/getpic-fra.cfm?id=002993
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1.1.4 Immunhistochemie

Epitheliale Anteile des Karzinosarkoms sind positiv gegeniber Zytokeratinen, mesen-
chymale Anteile gegeniber Vimentin. Zur Sicherung eines rhabdomyo- bzw. chondrosar-
komatosen Anteils konnen Myoglobin, Myo-D1, Desmin und Sarkomer-Actin bzw. Si00 von
Nutzen sein™®. Die bereits erwihnten seltenen Differenzierungen sind mit entsprechenden
Antikorpern ebenfalls nachweisbar. Spezielle immunhistochemische Farbungen sind mo-
mentan Inhalt diverser Studien. Hierauf wird jedoch in den Kapiteln 2 und 3 ndher einge-

gangen.

1.1.5 Makroskopie

Makroskopisch weisen MMMT im Durchschnitt ungefahr g cm Durchmesser, eine polypose,
serose Oberflache mit prominenten Gefafden und fokalen Einblutungen auf. Die Schnittfla-
che ist weich, fischfleischartig, haufig auch nekrotisch™. Die folgenden zwei Abbildungen
zeigen beispielhaft das makroskopische Aussehen typischer Karzinosarkome. In Abbildung
vier durchsetzt ein faserig fleischiger rotweisser Tumor alle Wandschichten des Uterus und

infiltriert Serosa und Vagina.

Y http://www2.uni-jena.de/ufk/cdVorlesung/enmmo007ak.jpg
'® Horn LC, Dallacker M, Bilek K, 2009.
Y Horn et al., 2009.



Abb.3: MMMT, Uterus™

Abb.4: MMMT, Uterus™

¥ http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/getpic-fra.cfm?id=003676
¥ http://peir.net/ PEIR Bild Nr. 402711
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1.1.6 Entstehung

Es gibt vier verschiedene Theorien zur Entstehung der malignen mesodermalen Muller-

schen Mischtumoren®®:

1. Die Kombinationstheorie besagt, dass die zwei histologischen Komponen-
ten aus einer Stammzelle entstanden sind.

2. In der Kollisionstheorie werden die karzinomatdse und sarkomatose Kom-
ponente als zwei voneinander unabhangige Neoplasien angesehen. Das Kar-
zinom stammt dabei aus dem Epithel, das Sarkom aus dem Keimgewebe.

3. Die Kompositionstheorie besagt, dass die im Tumor vorkommenden Spin-
delzellen eine pseudosarkomatdse Reaktion des Stroma auf das Karzinom
sind.

4. Bei der Konversionstheorie geht man davon aus, dass aus der karzinomato-
sen Komponente, Uber die Epitheliale Mesenchymale Transition (EMT), eine

sarkomatdse Komponente entstanden ist.

Im Moment deutet alles auf das Zutreffen der letztgenannten, also der Konversionstheorie,
hin. Es gibt Studien, die belegen, dass die sarkomatdse Komponente aus der karzinomato-
sen entstanden ist. Demnach handelt es sich hierbei also um eine Umwandlung einer diffe-
renzierten Gewebeart in eine andere™. In der aktuellen WHO-Klassifizierung wird den Tu-
moren ein epithelialer Urprung zugeschrieben. Ubereinstimmende molekulare Veranderun-
gen sowohl in Karzinom- als auch in Sarkomanteilen deuten auf eine monoklonale Herkunft
hin. DarUber hinaus ist in der Histologie von Rezidivtumoren und Metastasen meist ein

seroses High-grade-Karzinom zu sehen®?.

?® Mano MS et al., 2007.
21 Brito PA, Silverberg SG, Orenstein JM, 1993; Mayall F, Rutty K, Campbell F, Goddard H, 1994; Horn et al.,
20009.
2 Kurman R.J., WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs, 2014.
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1.1.7 Klassifikation

Aufgrund der oben erwdhnten neuen Erkenntnisse zur Entstehung von Karzinosarkomen
erfolgt die Stadieneinteilung nun nicht mehr nach uterinen Sarkomen, sondern in Analogie
zum Endometriumkarzinom?. Im Jahr 2010 wurde eine neu Uberarbeitete FIGO/TNM-
Klassifikation veroffentlicht, in der ausdricklich darauf hingewiesen wird, dass Karzinosar-
kome des Uterus wie Endometriumkarzinome klassifiziert werden sollen. Damit wurde eine
Studie von Hanker et Kaufmann aus dem Jahr 2009 wiederlegt, die besagt, MMMT gleich

den Sarkomen einzustufen.

FIGO/TNM-Klassifikation von MMMT

Uterus

TNM-Kategorien | FIGO-Stadien Definitionen

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

To Kein Anhalt fir Primartumor

T1 I Tumor begrenzt auf Corpus uteri

Tia IA Tumor begrenzt auf Endometrium oder infiltriert
weniger als die Halfte des Myometriums

Tib IB Tumor infiltriert die Halfte oder mehr des Myomet-
riums

T2 Il Tumor infiltriert das Stroma der Zervix, breitet sich
jedoch nicht jenseits des Uterus aus

T3 und/oder N1 Il Lokale und/oder regiondre Ausbreitung wie nachfol-
gend beschrieben:

T3a A Tumor befallt Serosa und/oder Adnexe
(direkte Ausbreitung oder Metastasen)

T3b 1B Vaginal- oder Parametriumbefall
(direkte Ausbreitung oder Metastasen)

N1 [][e Metastasen in Becken- und/oder paraaortalen
Lymphknoten

Ca Metastasen in Beckenlymphknoten

> Horn et al., 2009; Horn et al., 2011.




C2 Metastasen in paraaortalen Lymphknoten

Ty IVA Tumor infiltriert Blasen- und/oder Rektumschleim-
haut
Ma IVB Fernmetastasen (ausgenommen Metastasen in Va-

gina, Beckenserosa oder Adnexen, einschlieflich
Metastasen in inguinalen und anderen intraabdomi-
nalen Lymphknoten als paraaortalen und/oder Be-

ckenlymphknoten)

Tab. 1: Klassifikation von Karzinosarkomen des Endometriums™

Ovar

Wie bei der Klassifikation der MMMT des Uterus werden in der Zwischenzeit auch Karzi-
nosarkome des Ovars nicht mehr wie Sarkome eingruppiert, sondern vielmehr als high-
grade Ovarialkarzinome mit metaplastischer sarkomatdser Komponente betrachtet und
daher wie Karzinome klassifiziert.>> Seit 01.01.2014 gibt es eine Neufassung der FIGO-
Stadieneinteilung fir das Ovarialkarzinom.*® Anderungen sind in der folgenden Tabelle als
Fettdruck hervorgehoben. Eine erganzende TNM-Klassifikation steht zum aktuellen Zeit-

punkt noch aus.

TNM-Kategorien | FIGO-Stadien Definitionen

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

To Kein Anhalt fir Primartumor

T1 I Tumor begrenzt auf Ovarien

Taa IA Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein

Tumor auf der Oberflache des Ovars; keine malig-

nen Zellen in Aszites oder bei Peritoneallavage

Tab IB Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt;
kein Tumor auf der Oberflache des Ovars; keine ma-

lignen Zellen in Aszites oder bei Peritoneallavage

* Die Informationen folgender Tabelle entstammen: Horn et al., 2009 und 2011.
% Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.
*® WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs, 2014.
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Tac

Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien;
latrogene Kapselruptur

Praoperative Kapselruptur oder Tumor auf der
Ovarialoberflache

Maligne Zellen im Aszites oder in der Spulzytolo-

gie

T2

Tumor befallt ein Ovar oder beide Ovarien und brei-

tet sich im Becken aus

T2a

lla

Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus
und/oder Tube(n); keine malignen Zellen in Aszites

oder bei Peritoneallavage

T2b

b

Ausbreitung auf andere Beckengewebe; keine ma-

lignen Zellen in Aszites oder bei Peritoneallavage

Tac

llc

Ausbreitung im Becken (2a oder 2b) und maligne
Zellen in Aszites oder bei Peritoneallavage;

Entfallt nach der neuen FIGO-Stadieneinteilung

T3 und/oder N1

Tumor befallt ein Ovar oder beide Ovarien mit mik-
roskopisch nachgewiesenen Peritonelametastasen
aulBerhalb des Beckens wund/oder regiondren

Lymphknotenmetastasen

T3a

A

Retroperitoneale Lymphknotenmetastasen u/o
mikroskopische Metastasen auflerhalb des Be-
ckens

Ausschlief3lich retroperitoneale Lymphknotenme-
tastasen

i Metastasen max. 10 mm

ii Metastasen grof3er als 10 mm

Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits
des Beckens mit oder ohne retroperitoneale

Lymphknotenmetastasen

T3b

B

Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits

des Beckens; grof3te Ausdehnung 2cm oder weni-

10




ger mit oder ohne retroperitoneale Lymphkno-
tenmetastasen; schlief3t eine Ausbreitung auf Le-

berkapsel und Milz mit ein

T3cu/o N1 lnc Peritonealmetastasen jenseits des Beckens; grof3-
te Ausdehnung mehr als 2cm, u/o retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen; schliet eine Ausbrei-

tung auf Leberkapsel und Milz mit ein

M1 v Fernmetastasen (ausschlief3lich Peritonealmetasta-
sen)
IVA Pleuraerguss mit positiver Zytologie
IVB Parenchymale Metastasen der Leber u/o der Milz;

Metastasen zu aulRerhalb der Abdomens gelege-
nen Organen (einschlieflich inguinaler Lymph-
knotenmetastasen u/o anderer aufRerhalb der Ab-

domens gelegener Lymphknotenmetastasen)

Tab. 2: Klassifikation von Karzinosarkomen des Ovars”

Zusatzlich zur TNM/FIGO-Klassifizierung gibt es ein histopathologisches Gradingsystem
nach Silverberg. Dieses dreistufige System erlaubt Aussagen Uber den Differenzierungsgrad
von Tumoren und wird bei allen gynikologischen Karzinomen empfohlen®®. Dabei bilden
histologische Kriterien wie Architektur, Kernpleomorphie und Mitosezahl einen sogenann-
ten Punkte-Score, mit dessen Hilfe Aussagen Uber den Differenzierungsgrad gemacht wer-
den konnen. Der Differenzierungsgrad gibt an, inwieweit die Tumorzellen morphologisch
und funktionell vergleichbaren normalen Zellen entsprechen. Dies ist insbesondere fur die
Prognostik von entscheidender Bedeutung. Je schlechter der Differenzierungsgrad, desto
schlechter ist in der Regel die Prognose. Beim malignen Mullerschen Mischtumor handelt es
sich meist um einen G3-Tumor. Neben der histopathologischen Einteilung nach Silverberg
gibt es noch ein weiteres Gradingsystem (z.B. nach Malpica et al.). Es ist zweistufig (low-
und high-grade) und beschrankt sich priméar auf die Zytologie der Tumorzellen, unterstitzt

von der Anzahl der Mitosen®. Da jedoch molekulare Ahnlichkeiten zwischen serésen

7 Die Informationen folgender Tabelle entstammen: Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.

Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.
Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2014.
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Borderlinetumoren und gut differenzierten serésen Karzinomen im Gegensatz zu den
schlecht differenzierten serdsen Karzinomen festgestellt worden sind, wird nun innerhalb
der histologischen Subklassifikation invasiver seréser Karzinome zwischen einem Low- und
einem High-grade serésem Karzinom (LGS versus HGS) unterschieden®. Hierzu hat sich
das M.D.-Anderson-Gradingsystem als am besten praktikabel erwiesen®. Bei Karzinosar-
komen besitzt die epitheliale Komponente meistens Charakteristika eines serdsen high-
grade Karzinoms. Zudem wurde eine Assoziation mit einem serosen intraepithelialen Tu-

benkarzinom beschrieben.?*

Differenzierungsgrad nach Silverberg

Score Beschreibung Differenzierungsgrad
3-5 Punkte gut differenziert Grad1
6-7 Punkte mal3ig differenziert Grad 2
8-9 Punkte schlecht differenziert Grad3
kann nicht bestimmt werden GX
Tumoren von Borderline-Malignitat GB

Tab. 3: Differenzierungsgrad nach Silverberg

1.1.8 Risikofaktoren

Karzinosarkome weisen aufgrund ihrer Entstehung aus Karzinomen dhnliche Risikofaktoren
wie Adenokarzinome des Endometriums und ovarielle Karzinome auf, jedoch scheinen die-
se bei der Entstehung der Karzinosarkome eine geringere Bedeutung zu haben®. Hyper-
tension, ein erhohter ,Body Mass Index", Nullparitat sowie Diabetes mellitus stellen solche
Risikofaktoren dar**. Rund 15% der Patientinnen zeigen anamnestisch eine pelvine Bestrah-
lung, mit einer medianen Zeitspanne zwischen Bestrahlung und Diagnose von 1 bis 43 Jah-
ren®. DarUber hinaus steht die Karzinosarkom-Entstehung auch in Zusammenhang mit ei-

ner laufenden oder vergangenen Tamoxifen-Therapie®®. Jedoch fehlen derzeit Daten, die

* Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2014.

Malpica et al., 2004; http://www.springermedizin.de/seroese-tumoren-des-ovars/5163492.html
Brustmann H. 2013.
Horn et al., 2009.
Uterine Sarkome und Mischtumoren, Kéhler und Evert, 2009, S.158.
Horn et al., 2009.
Uterine Sarkome und Mischtumoren, Kéhler und Evert, 2009, S.158.
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einen karzinogenen Effekt von Tamoxifen im Rahmen der Pathogenese von Karzinosarko-
men belegen®. Erwartungsgemald spielen auch genetische Veranderungen eine wichtige
Rolle. Am haufigsten konnten bislang Mutationen im TP53-Gen nachgewiesen werden3®,
Nahezu 50% der Tumore zeigen Verdnderungen im PI3K/Akt- und/oder im Ras/Raf- Signal-
weg*®. Daruber hinaus wurde eine Haufung von BRCA2-Mutationen bei Karzinosarkomen

beschrieben“®.

1.1.9 Symptome und Diagnostik

Das haufigste Symptom des uterinen Karzinosarkoms ist die postmenopausale Blutung*’.
Die Methode der Wahl fir deren Abklarung ist die fraktionierte Abrasio. Als diagnostische
Verfahren fur die Friherkennung stehen der zytologische Abstrich, die transvaginale Sono-
graphie und die Endometriumbiopsie zur Verfigung. Der Goldstandard zur endgiltigen
Abklarung einer pathologischen Blutung, einer Postmenopausenblutung, eines pathologi-
schen Abstrichs oder eines abnormen sonographischen Befundes bleibt die Hysteroskopie
gefolgt von einer fraktionierten Abrasio*”. Bei einem sonographisch sehr verdachtigen Be-
fund sollte eine Hysteroskopie jedoch nicht durchgefihrt werden, damit kein Tumormateri-
al mittels Spilung in die Bauchhdhle verschleppt wird. In einem solchen Fall sollte primar
mit einer kleinen Curette aus dem Cavum uteri Material entnommen werden*. Weitere
Symptome kdnnen aufgrund des schnellen Wachstums ein Hdmatometra oder Hamatozer-
vix sein. Der vergrol3erte, relativ weiche Uterus ist aber manchmal das einzige Symptom

des uterinen Karzinosarkoms“.

Das ovarielle Karzinosarkom wird aufgrund des anfanglichen symptomarmen Verlaufs in
etwa 70% der Falle erst in fortgeschrittenen Stadien (FIGO Ill und IV) diagnostiziert*>. Typi-

sche Beschwerden kénnen Schmerzen im Bereich des Unterbauchs, neu aufgetretener Me-

¥ Horn et al., 2009.

WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs, 2014, S.42-43 und S.150-151.
WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs, 2014, S.42-43 und S.150-151.
WHO Classification of Tumours of Female Reproductive Organs, 2014, S.42-43 und S.150-151.
Uterine Sarkome und Mischtumoren, Kéhler und Evert, 2009, S.168.

Scottish Hysteroscopy Audit Group, 1995.

Uterine Sarkome und Mischtumoren, Kéhler und Evert, 2009, S.168.

Uterine Sarkome und Mischtumoren, Kéhler und Evert, 2009, S.168.

Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.
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teorismus, Vollegefihl, Verstopfung, irregulire Menstruationszyklen oder Midigkeit sein®®.
In fortgeschrittenen Stadien kdnnen auch Symptome wie Zunahme des Bauchumfanges
durch Aszites und / oder die Ausbildung von Tumormasse, Harnstau infolge der Raumforde-
rung oder eine ungewollte Gewichtsabnahme beziehungsweise Kachexie sein. Diagnosti-
sches Mittel der Wahl stellt die transvaginale Sonographie (TVS) dar, bei der bereits gering-
gradige morphologische Veranderungen zu sehen sind*. Des Weiteren kann eine Doppler-
sonographie durchgefiihrt werden*®, mit deren Hilfe Vaskularisation und Blutstromungs-
muster im Bereich des Tumors beurteilt werden kdnnen. Sobald ein Ovarialkarzinom in Be-
tracht gezogen wird, werden bildgebende Untersuchungen im Sinne einer Computertomo-
graphie oder Magnetresonanztomographie durchgefihrt, um weitere Informationen bezig-
lich der Ausbreitung und Lokalisation zu gewinnen. Die endgultige Diagnose kann aber erst

bei einem chirurgischen Eingriff gestellt werden.

Der Tumormarker CA 125 kann bei beiden Tumorlokalisationen erhéht sein. Es handelt sich
um ein hochmolekulares Glykoprotein, welches in erster Linie von serosen Ovarialkarzino-
men gebildet wird*®. Da der Tumormarker auch bei benignen Geschehen, etwa einer Endo-
metriose oder einem Uterus myomatosus, erhoht sein kann, ist er fir den Einsatz als Scree-
nigverfahren nicht geeignet>. Zur Beurteilung der Tumoraktivitat bei Therapie- und Ver-
laufskontrollen ist die CA 125-Bestimmung jedoch durchaus geeignet. Dariber hinaus wer-
den derzeit andere Tumormarker wie beispielsweise hK5 (human Kallikrein 5), hK11 oder

das HE4-Protein auf ihre klinische Wertigkeit Gberprift™.

e Burges A, Schmalfeldt B. 2011.
* Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.
* Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren , 2010.
* Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.
** Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.
! Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.
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1.1.10 Therapie

Sowohl bei uterinen als auch bei ovariellen Karzinosarkomen ist das primare Ziel zunachst
eine moglichst vollstandige chirurgische Resektion. Dabei wirkt sich die Radikalitat der Tu-
morresektion entscheidend auf die Heilungschancen aus®. Zahlreiche Studien konnten be-
legen, dass eine maoglichst radikale Primarchirurgie positive Auswirkungen sowohl auf Le-
benszeit als auch Lebensqualitat hat®. Da Karzinosarkome bereits haufig in frihren Stadien
in pelvine und paraaortale Lymphknoten, in die Adnexe, Peritonealhdhle und die Vagina
metastasieren, empfehlen viele Autoren auch in den Stadien | und Il eine beidseitige Entfer-
nung der Adnexe, eine Hysterektomie sowie eine Resektion des Omentum majus inklusive
Lymphknoten®*. Letzteren wird dabei vor allem eine prognostische Bedeutung zugeschrie-
ben. Karzinosarkome zeigen ein sehr aggressives biologisches Verhalten und in beiden Fal-
len ein schlechtes Ansprechen auf eine fir das Ovarial- bzw. Endometriumkarzinom typi-
sche Chemotherapie>>. Wahrend fir eine adjuvante Chemotherapie keine Verbesserung der
Uberlebensprognose nachgewiesen wurde, ist dagegen eine signifikante Verlangerung des
Uberlebens in der metastasierten Situation und beim Rezidiv durch eine palliative Chemo-
therapie zu erreichen®. Meist kommen platinhaltige Zytostatika, nach neueren Mitteilun-
gen aber auch Taxane in Kombination zum Einsatz*. Eine Verbesserung durch die Gabe von
Gemcitabin konnte ebenfalls beobachtet werden®®. Strahlentherapie scheint keinen Einfluss

auf das Uberleben zu haben, kann jedoch die Haufigkeit von lokalen Rezidiven verhindern®®.

Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.

Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.

Tumormanual: Malignome des Corpus uteri, 2007.

Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010; Tumormanual: Malignome des Corpus uteri, 2007.
Park JY et al., 2008.

" Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.

*% Tumormanual: Maligne Ovarialtumoren, 2010.

> Uterine Sarkome und Mischtumoren, Kéhler und Evert, 2009, S.179-184.
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1.2 Die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT)

Die Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) beschreibt einen Prozess, bei dem ein Uber-
gang von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften stattfindet. Epithelzel-
len erfahren somit eine Umwandlung zu mesenchymalen Zellen®, was man auch als Phéno-
typtransition bezeichnen kann. So wird z.B. die Zellform flacher und Vimentinfilamente
bilden den Hauptanteil an Intermediarfilamenten. Es finden Veranderungen in der Zell-Zell-
Adhasion statt, die sowohl physiologisch in der Embryonalentwicklung als auch patholo-
gisch bei der Tumorprogression eine Rolle spielen®. So handelt es sich bei der EMT um ei-
nen entscheidenden Schritt in der embryonalen Morphogenese, der die Bildung eines drei-
schichtigen Embryos bei der Gastrulation von Vertebraten erméglicht®. Dariiber hinaus ist
EMT fir die Neuralrohrbildung und Organentwicklung von entscheidender Bedeutung®.
Eine Beteiligung bei Wundheilungs- und Entzindungsprozessen konnte ebenfalls nachge-
wiesen werden®. Da 80-90% aller Tumore aus Epithel entstehen, findet auch hier ein soge-
nannter Wechsel im Phanotyp der Zelle statt: Differenzierte, polarisierte Epithelzellen wer-
den zu mobilen, mesenchymalen Zellen. Dieser Prozess ist insbesondere fir die Invasion
und Metastasierung maligner Tumore von entscheidender Bedeutung, wenn man bedenkt,
dass die Ausbildung von Makrometastasen 9o% der Krebsmortalitat beim Menschen aus-
macht®. Fir die Etablierung von Metastasen bzw. einer Zellaggregation im Zielgewebe
braucht es allerdings noch eine Umkehr des EMT, und zwar eine Mesenchymal-Epitheliale
Transition (MET)®® (siehe Abb. 5). Es ist jedoch noch nicht genau geklart, bei welchen Schrit-
ten der Metastasierungskaskade EMT eine Rolle spielt. Méglich ist, dass durch eine Ande-
rung im Phanotyp der Zellen ein Durchbruch der Basalmembran stattfinden kann. Dafur
spricht, dass EMT-spezifische Gene an der Invasionsfront primdrer Tumore exprimiert wer-
den®. Andere Modelle sprechen der EMT eine Funktion bei der Intra- oder Extravasation
zu®®. Da der Prozess der EMT umkehrbar ist (MET), bedeutet dies wiederum, dass die EMT

an der Invasionsfront von Tumoren nur zeitweise aktiv ist und durch Faktoren aus der Tu-

° Grunert et al. 2003; Thiery und Sleeman 2006.
Savagner, 2001.
Thiery, 2002.
R&DSystems, Epithelial to Mesenchymal Transition, 2010.
Kalluri, Weinberg, 2009.
Sporn, 1996.
Thiery, Sleeman, 2006; Grinert et al., 2003; Spaderna, Kirchner et al., 2007.
Brabletz T, Kirchner T et al, 2005; Gavert et al., 2005; Lee et al., 2006.
Grinert et al., 2003; Yang et al., 2004.
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morumgebung reguliert wird®. Bei diesen Faktoren handelt es sich um extrazellulire Signa-
le oder Wachstumsfaktoren, die Uber die Aktivierung von Signalwegen intrazelluldre Sig-
nalmolekile induzieren. Dies fihrt entweder direkt zu einem Umbau des Zytoskeletts oder
aber zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die dann wiederum den Abbau oder die

Repression von E-Cadherin oder anderen Zelladhasionsmolekilen bewirken (siehe Abb.6).

Auflosen der
Adherens-Junctions,
Aufltsen der Desmosomen und
Tight-Junctions Hemidesmosomen

5

EMT
Epitheliale Mesenchymale
Marker. z.B. Marker. z.B.
m E-Cadherin Vimentin
Claudine Fibronektin
Epitheliale Zellen | oecludin Vitronektin Mesenchymale Zellen

Ausbildung
der Tight-Tunctions
und der Zellpolaritit

MET

r'

< MET ,
Ausbildung der Beginnende Ausbildung
Adherens-Tunctions, der E-Cadherin Zell-
Desmosomen und Zellkontakte

Hemidesmosomen

Abb. 5: Schematische Darstellung der EMT und MET (nach Thiery und Sleeman 2006) ,Wihrend der Epithelia-
len-Mesenchymalen Transition verlieren Epithelzellen nach und nach ihren epithelialen Charakter und erwerben
dabei Eigenschaften des mesenchymalen Phdnotyps. Neben dem Auflésen ihrer Zell-Zellkontakte und dem Ver-
lust der Zellpolaritidt kommt es auch zum Verlust von epithelialen Markern, z.B. E-Cadherin und der Expression
von mesenchymalen Markern, z.B. Vimentin. Im Laufe der EMT erwirbt die Zelle mehr und mehr mesenchymale
Eigenschaften, wird beweglicher und kann somit in benachbartes Gewebe und die Lymph- bzw. Blutgefd[3e ein-
wandern. Der Vorgang der EMT ist umkehrbar (MET)."”°

69 Spaderna et al., 2006.
70 Thiery, Sleeman, 2006.
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CONTEXT DEPENDENCE ROBUSTNESS PHENOTYPIC IMPACT EMT

Extracellular signals EMT-TFs Cell-cell adhesion loss Embryonic cell migratior
TGF| Snail famil Increased motility Waund healing
BMF':i > Zeb 1‘amil3,r“"I — Invasion - Tumor progression
Wnt Twist family Intravasation/Extravasation Fibrosis
FGF E4T7:E2.2 Increased survival Immunosuppression
EGF KLF8 Stemness ‘
HGF Brachyury Pratection from:
Pocr B ir
Notch Sixl chemao & iImmunotherapy
SCF Zeppo
Shh FOXC2
VEGF Goosecoid

Gata3

UV light
Micotine =
Alcohol Y
il [ MET
PROGRAMS
Physiological & i

Organ differentiation

pathological states Regulation of EMT-TFs by miRs Epithelial iomeostasis
Embryonic development Translational control )' B s Py
Chronic injury - & stability of EMT-TFs
Inflammation Epithalial splicing program
Hypozxia Epithelial acetylome
Obasity
Oxidative stress.

Abb. 6: ,EMT-Regulationsmechanismen: Die Epithelial-Mesenchymale Transition kann als dynamischer, héufig
auch transienter Prozess verstanden werden. Zahlreiche Signalkaskaden interagieren untereinander, um Tran-
skriptionsfaktoren zu aktivieren, die den mesenchymalen Phdnotyp entstehen lassen bzw. aufrechterhalten.
Daneben fiihren dufere Einfliisse (external agents) sowie physiologische und pathologische Zustinde zu einer
Induktion bzw. Verstdrkung der EMT. Dies geschieht anhand phdnotypischer Verdnderungen. Das Vorhandensein
mehrere Genfamilien fordert aufSserdem die Widerstandsfdhigkeit (robustness) dieses Systems. Kontrollinstanzen
(global control programs) wie beispielsweise regulierende mi-RNAs missen dabei (iberwiiltigt oder umgangen
werden werden." 7

Ausloser der EMT sind demnach also transkriptionelle Repressoren, wie die Mitglieder der
Snail-Familie, die Transkriptionsfaktoren Snail”* und Slug”3, Twist’#, E127°, Mitglieder der
Familie der Zinkfinger- Homdodomaénentranskriptionsfaktoren ZEB1 (ZFHX1a oder SEF1)’
und ZEB2 (ZFHXab oder SIP1)”. All diese Transkriptionsfaktoren unterdricken direkt oder
indirekt die Expression des membranassoziierten Adhasionsmolekils E-Cadherin, welches
ein wichtiger Marker des epithelialen Phanotyps darstellt’’. Dariber hinaus induzieren sie

die Expression von mesenchymalen Markern wie z.B. Vimentin.

"t Nieto M, Cano A, 2012.

Cano et al., 2000; Carver et al., 2001.

Bolos et al., 2003.

Yang et al., 2004.

Perez-Moreno et al., 2001.

Postigo, Dean, 1997.

Comijn et al., 2001.

Spaderna et al., 2008; Yang und Weinberg, 2008.
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1.2.12 E-Cadherin

Cadherine sind transmembrane Glykoproteine aus der Gruppe der Adhdsionsproteine. lhre
Funktion besteht hauptsachlich in der Stabilisierung der Zell-Zell-Kontakte, was vor allem
fur epithliales Gewebe von entscheidender Bedeutung ist. Die Expression der Cadherine
unterliegt strengen Kontrollen und jedes Gewebe oder jeder Zelltyp ist durch ein bestimm-
tes Expressionsmuster gekennzeichnet’®. DarUber hinaus spielen sie eine wichtige Rolle bei
der Erhaltung der Zellpolaritat und Signaltransduktion. E-Cadherin ist das Produkt des
CDH1-Gens, welches auf Chromosom 16q22.1 lokalisiert ist®, und gilt als Prototyp-Molekiil
fir die gesamte Cadherin-Unterfamilie®. Eine Verminderung der Transkription des CDH1-
Gens durch Promotormethylierung, Genmutation oder veranderte Regulation der Tran-
skriptionsfaktoren fihrt zu einem Kettenabbruch und somit zur verminderten E-Cadherin-
Expression. Wie bereits erwahnt, ist dies ein entscheidender Schritt bei der Einleitung der
Epithelial-Mesenchymalen Transition. E-Cadherin besitzt eine intrazellulare Domane, wel-
che u.a. B-catenin binden kann®. B-catenin ist ein zytoplasmatisches Protein und dient als
regulatorische Schaltstelle zwischen transmembranaren Cadherinen und den Aktinfilamen-
ten des Zytoskeletts®. Des Weiteren ist es als Signalmolekil im Wnt-Signalweg von ent-
scheidender Bedeutung®. Hierbei wird es in den Zellkern transportiert und agiert dort per
Bindung an einen Transkriptionsfaktor. Uber den Wnt-/R-catenin-Signalweg erfolgt eine
Aktivierung oder Repression zahlreicher Transkriptionfaktoren, die dann wiederum eine
EMT einleiten kénnen (siehe Abb. 6). Aktuelle Studien haben gezeigt, dass 3-catenin eine
wichtige Rolle in der Tumorprogression und Metastasierung spielt, da man u.a. eine nuklea-
re Akkumulation an den Invasionsfronten von Kolonkarzinomen festgestellt hat®. Dariiber
hinaus scheint das nukledare Vorkommen ein wichtiger Prognosemarker bei kolorektalen

Karzinome zu sein®®.

Nollet F et al., 2000.

Takeichi, 1991.

Nollet F et al., 2000.

Nelson WJ, Nusse R, 2004.
Nelson WJ, Nusse R, 2004.
Nelson WJ, Nusse R, 2004.
Horst D, 2012.

Horst D et al., 2009.
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1.2.2 ZEBaiund ZEB2

ZEB1 (8EF1 oder TCF8) und ZEB2 (SIP1 oder smad) sind E-Box-bindende Zinkfinger-
Transkriprionsfaktoren, die mit regulatorischen Regionen von Zielgenen interagieren. Sie
besitzen jeweils zwei Zinkfingergruppen aus drei bzw. vier Zinkfingern, die eine Homdodo-

mane umschlieRen® (siehe Abb).

Zinkfinger Homoo-  Zjhkfinger
domane
ZEB1/GEF1 WM, oo T w|w | COOH

i T b
50%  89% 27% | 46% | 32% 95% 3%
1 | | 1214

ZEB2/SIP1 N, w[wle | — o CooH

Abb.7: Schematische Darstellung der Transkriptionsfaktoren ZEB1 und ZEB2 mit ihren wichtigsten Doménen®

ZEB1 und ZEB2 dienen als Repressoren der Transkription und sind somit durch die Repres-
sion des CDH1-Gens wichtige Regulatoren der Epithelial-mesenchymalen Transition. Beide
binden an die E-Box-Elemente im proximalen Promotorbereich des E-Cadherins und inakti-
vieren dieses auf transkriptioneller Ebene. Neben dem CDH1-Gen werden auch noch andere
Gene, die fur Proteine von Zell-Zell-Kontakten codieren, via ZEB1 und ZEB2 unterdrickt®.
Beispiele hierfir sind Gene codierend fir Tight junctions, Desmosome oder Gap junctions.
ZEB2 reguliert auf3erdem die Expression von Vimentin in menschlichen Brustkrebszellen, da
die Vimentin-Expression mit der ZEB2-Expression Ubereinstimmt®®. Auch ZEBa1 scheint in
der Lage zu sein, mesenchymale Gene hochregulieren zu kénnen®. Wie genau ZEB1 und
ZEB2 Vimentin regulieren, ist unklar. Der Vorgang muss allerdings indirekt erfolgen, da in
der Vimentin-Promotor-Region kein 2-teiliges Element vorkommt®*. Eine Studie aus dem

Jahr 2010 besagt, dass ZEB2 nicht ausschlief3lich im Zellkern maligner Tumorzellen vor-

Funahashi et al., 1993; Verschueren et al., 1999.
angepasst nach Postigo, Dean; 2000.
Vandewalle et al., 2005.
Bindels S et al., 2006.
Guaita et al., 2002.
Bindels S et al., 2006.
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kommt, sondern auch in deren Zytoplasma®. Es muss also einen bislang unbekannten Re-
gulationsmechanismus geben, der dazu fihrt, dass ZEB2 in den Zellkern transportiert
wird®. Der TGF3-Signalweg scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen, wobei hier ZEB1
und ZEB2 gegensatzlich agieren®. Eine Unterdrickung der ZEB1- und ZEB2-Expression

durch miRNAs ist ebenfalls nachgewiesen worden®® (siehe Abb.).

Epithel Mesenchym
@ ‘
miR-141 miR-141
miR-200b —| 255 miR-200b
miR-205 miR-205

-
— —gm

— om| |Ellam

" J \ 7

Abb.8: ZEB1 und ZEB2-Regulierung®

2007 wurde ZEB2 im Zusammenhang mit EMT zusatzlich eine direkte Repression von Cyclin
D1 zugeschrieben®®. Dies hat ein Fortschreiten des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase zur
Folge, was wiederum ein Schutz vor Apoptose darstellt. DarGber hinaus kann ZEB2 eine
Hypophosphorilierung des Tumorsuppressors Retinoblastom-Protein(Rb) bewirken®®, was
die Tumorzelle ebenfalls vor einer Eliminierung schitzt. In Ovarialtumoren konnte wéhrend

des Ubergangs von benignen zu malignen Tumoren einschlieBlich der Borderline-

% OztasE et al., 2010.

% OztasE et al., 2010.

Postigo AA et al., 2003.
Gregory et al., 2008.

Miska EA, 2008.

Mejlvang J et al., 2007.
Mejlvang J et al., 2007.
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Zwischenstufen, ein schrittweiser Anstieg des ZEB2-Vorkommens beobachtet werden™®.
Eine ZEB1-Uberexpression ist hingegen direkt mit hoher Aggressivitat und schlechter Prog-

nose bei Endometriumkarzinomen vergesellschaftet™

. Beide Transkriptionsfaktoren schei-
nen auf3erdem unter dem Einfluss des Tumorsuppressors p53 zu stehen: Laut einer Studie
aus dem Jahr 2011 lasst sich die Epithelial-Mesenchymale Transition per Repression von

102

ZEB1 und ZEB2 durch p53 unterdricken™*. Hierbei sorgt p53 fir eine Hochregulierung so-
genannter mi-RNAs, die wie oben bereits erwahnt, die ZEB1- und 2- Expression unterdri-
cken®. Der gleiche Effekt lasst sich auch bei den Tumorsuppressoren p15 und p16 beobach-
ten®*. Umgekehrt kann aber auch ZEB1 auf transkriptioneller Ebene zu einer Repression
von ps3 fihren®®, was Untersuchungen am Osophagus gezeigt haben. Interessanterweise
spielt ZEB1 auRerdem eine Schliisselrolle in der Signalkaskade von Ostrogen®: Das Hor-
mon induziert die ZEB1-Transkription, ZEB1 aktiviert daraufhin die Transkription nachge-

schalteter Zielgene™. Auf die Hierarchie und gegenseitige Steuerung der einzelnen Tran-

skriptionsfaktoren wird spater in Kapitel 1.2.5 ausfuhrlicher eingegangen.

1.2.3  Snail

Snail (snai1) ist ebenfalls ein Zinkfingertranskriptionsfaktor, der direkt an die E-Box im E-
Cadherin-Promotor binden und dessen Expression auf diese Weise unterdricken kann. Es
besteht aus vier terminalen, DNA-bindenden Zinkfingern und einer N-terminalen regulato-
rischen Region einschlief3lich SNAG-Domane (siehe Abb.). Ebenso wie ZEB1 und ZEB2,
kann auch snail mesenchymale Gene wie zum Beispiel das Vimentin- oder Fibronektin-Gen

hochregulieren*®®.

190 yoshida J et al., 2009.

Singh M et al., 2008.

Kim T et al., 2011.

Kim T et al., 2011.

Ohashi S et al., 2010.

Ohashi S et al., 2010.

Dillner NB, Sanders MM, 2004.
Dillner NB, Sanders MM, 2004.
Guaita et al., 2002.
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Abb.9: Schematische Darstellung der Transkriptionsfaktoren snail und slug mit ihren wichtigsten Domcnen™®

Snail und slug(snai2) sind zwei wichtige Vertreter der Snailfamilie, zu der mehr als 5o Tran-
skriptionsfaktoren gehoren. Man spricht vor allem snail eine immense Rolle als sogenannter
+EMT-Inducer" zu. Drei E-Box-Elemente mit der Konsensussequenz CAC/GC/GTG, wurden
in der regulatorischen Einheit des E-Cadherin-Gens nachgewiesen™°. Claudin und Occludin
als Bestandteile von Tight Junctions und ps3 sind ebenfalls Zielgene von snail. Uber eine
negative Rickkopplungsschleife ist sogar das snail-Gen selbst Ziel des Transkriptionsfak-

111

tors™. Analog zu den ZEB-Transkriptionsfaktoren, hemmt auch snail das Fortschreiten des
Zellzyklus und die Einleitung der Apoptose, indem die Expression von Zellzyklus-
Progressionsfaktoren und Apotose-Genen unterdrickt wird"™. DarUber hinaus werden Zell-
zyklus-Inhibitoren und Survival-Faktoren von snail induziert'. Folglich bedeutet dies,
Apoptose-Resistenz und Tumor-Progression. Snail fordert die Invasion eines Tumors starker
als das Tumorwachstum, da snail-exprimierende Epithelzellen nach der EMT nicht mehr zur
Teilung fahig sind™**. Es konnte eine Korrelation zwischen der Expression von snail und dem
Vorhandensein von Fernmetastasen bei Untersuchungen an Osophaguskarzinomen nach-

gewiesen werden, wobei eine Expression von Matrix-Metalloproteinasen von Bedeutung zu

sein scheint™. Daruber hinaus konnten snail-positive Brustmalignome mit einer schlechten

109 angepasst nach Postigo, Dean; 2000.

Cano et al., 2000; Batlle et al., 2000.
Peiro et al., 2006.

Christofori G., 2010.

Christofori G., 2010.

Vega S. et al., 2004.

Usami Y. et al., 2008.
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Prognose in Zusammenhang gebracht werden™®. Eine snail-Expression wurde vor allem in
infiltrierenden duktalen Karzinomen ausfindig gemacht, welche bereits Lymphknoten- oder
Fernmetastasen ausgebildet haben™’. Snail-Positivitat im Stroma von Kolonmalignomen in
frGhen Stadien soll darUber hinaus ebenfalls ein Indikator fiur eine schlechte Prognose
sein™®. Wie bereits erwahnt wird die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren Gber zahlreiche
Signalmolekdle reguliert. Snail wird vor allem Uber den Notch-Signalweg aktiviert und via

119

Wnt-Signalweg stabilisiert™.

TGF-B EGF/FGF/HGF EGF/TNF/TGF-o Wnt

TGF-BR RTKs IKK Frizzled

4 { 1
Smads Ras lkBot Dsh
GSK3p

MAPK NFxB
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| E-cad =——m [ catenin
Snail i
Slug - B-catenin - TCF

Twist
ZEBa

)

EMT and invasive cancer

Abb.10: Signalwege, die zur Aktivierung diverser Transkriptionsfaktoren fihren™

Snail, Slug und andere Transkriptionsfaktoren sind demnach also Ziele der induzierten Sig-

nalwege. Sie kdnnen transkriptionell, posttranslationell oder Gber die subzellulare Lokalisie-

Polyak, Weinberg, 2009.
Hugo HJ et al., 2011.
Franci et al., 2009.
Yook JI et al., 2005.
Gavert N, Ben-Ze'ev A, 2008.
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121

rung gesteuert werden***. Phosphorilierungen mit Hilfe unterschiedlicher Kinasen spielen

vor allem bei der posttranslationellen Regulation und der subzellularen Lokalisierung eine
entscheidende Rolle. So wird zum Beispiel Uber eine Glycogen-Synthase-Kinase snail phos-

phoriliert, ins Zytosol exportiert und proteosomal abgebaut***.

1.2.4 P53

"2 st ein im Zell-

Das p53-Protein, auch bekannt als sogenannter ,Wachter des Genoms
kern lokalisierter Tumorsuppressor, mit dem gleichnamigen Tumorsuppressorgen auf
Chromosom 17p13™*4, welcher eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle des Zellwachs-
tums darstellt. P53 kann dabei eine Inhibition des Zellzyklus (Zellzyklus-Arrest) oder die
Transkription von Apoptose-Mediatoren hervorrufen™>, was somit den Zelluntergang zur
Folge hat. Vor allem am G1-S-Ubergang und am G2-M-Ubergang nimmt das Protein seine

126

regulierende Funktion war™". DarUber hinaus scheint es die Transkription wichtiger DNA-

Reperatur-Gene zu induzieren*”. Die Aktivierung von p53 kann durch zahlreiche Stresssig-
nale hervorgerufen werden. So fihrt zum Beispiel eine DNA-Schddigung zur p53-Induktion,

worauf es direkt an die Promotoren zahlreicher abhdngiger Gene binden und somit die Rolle

128

als Transkriptionsfaktor erfillen kann™*. Eine Funktion im Cytoplasma als proapoptotischer

Faktor wird Uber anti- und proapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie gesteuert’. Die

medizinische Relevanz wird vor allem dadurch deutlich, dass das p53-Gen in ungefdhr 55%

130

aller menschlichen Tumoren mutiert ist™°. Somatische Mutationen fihren dabei zu einer

Inaktivierung der Tumorsuppression™*. Auch eine veranderte Expression von ps53-
Antagonisten oder Co-Faktoren kann die Funktion als Tumorsuppressor massiv storen. So
kann zum Beispiel eine Akkumulation des p53-Antagonisten Mdmz2 zu einem Export des

132

p53-Proteins aus dem Zellkern ins Cytoplasma fuhren™*. DarUber hinaus scheint p53 eine

21 Barrallo-Gimeno A, Nieto MA, 2005.

Peinado et al., 2007.

Lane DP, 1992.

Molecular biology of cancer, 2008.
Molecular biology of cancer, 2008.
Molecular biology of cancer, 2008.
Lane DP, 1992.

Cawley et al., 2004.
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wichtige Rolle bei der Regulierung der Epithelial-Mesenchymalen Transition zu spielen™.
So unterstitzt ein funktionierendes ps53, Uber die Aktierung der Translation bestimmter
Mikro-RNA, die epitheliale Differenzierung von Zellen. Nebenbei unterdrickt es indirekt die
Epitheliale-Mesenchymale Transition via Hemmung EMT-induzierender Faktoren, wie den
Transkriptionsfaktor ZEB1* (Abb.7). Ein Verlust der normalen ps53-Funktion zeigte eine
Zunahme der Teilungsrate potenzieller Tumorstammzellen im Mausmodell’®. Dariber hin-
aus ist mittlerweile bekannt, dass sowohl eine Uberexpression von mutiertem ps3, als auch
der Verlust des normalen Wildtyps, zu einem kompletten Funktionsverlust fihren kon-
nen®®. Dies widerspricht jedoch einigen Studien, die besagen, dass nur mutiertes p53, und
kein kompletter Verlust, zu Metastasierung und Invasion von Tumorzellen fohrt*. Es wird
vermutet, dass zahlreiche weitere Mechanismen existieren, die Uber eine Veranderung der
p53-Funktion eine EMT und die damit verbundene Invasion und Metastasierung herbeifih-

ren kénnen®®,

p53
BMI1 J
v
ﬁ;!
ZEB1 | . miR-200c
‘Tf f".’;/
\'i\:);‘lr ?\]\P
EMT epitheliale
S__tammzell- Differenzierung
Uberleben

Abb. 11:,, p53 aktiviert die Transkription von miR-200c, ein Mitglied der Mikro-RNA-Familie. ZEB1 und miR-200
hemmen sich gegenseitig in ihrer Expression. Zusditzlich unterdriickt miR-200 indirekt die Translation von Stamm-
zellfaktoren. P53 stimuliert die Expression von miR-200c und fiihrt dadurch zu einer epithelialen Differenzierung.
Gleichzeitig hemmt es den Prozess der EMT und die Translation von Stammzellfaktoren. Die Expression von miR-
200c¢ kann von malignen Zellen verhindert werden, indem ps53 mutiert ist oder abnormale EMT-Faktoren expremi-
ert werden, was zu einer EMT-Triggerung fiihrt." %

133 schubert J, Brabletz T, 2011 und Chang et al., 2011.

Chang et al.; 2011.

Cicalese et al.; 2009.
Schubert J, Brabletz T.; 2011.
Morton JP et al.; 2010.
Schubert J, Brabletz T.; 2011.
Schubert J, Brabletz T.; 2011.
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1.2.5 Interaktion der an der EMT-beteiligten Transkriptionsfaktoren

Vieles deutet darauf hin, dass es eine Hierarchie zwischen den einzelnen Trankskriptions-
faktoren wahrend der Epithelial-Mesenchymalen Transition gibt. Unterschiedliche Bin-

140

dungsaffinitdten konnten hierfir der Grund sein™°. Obwohl alle Faktoren an sehr dhnliche

E-Boxen-Elemente binden, scheinen snail und ZEB2 affiner gegeniber diesen Elementen zu
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sein als Slug oder ZEB2**". Snail ist auf3erdem in der Lage, die ZEB1-Expression zu induzie-

ren*4?

. Die ZEB1-Aktivierung bleibt danach, trotz Abwesenheit von snail, weiter bestehen™?.
Eine Hochregulierung des Transkriptionsfaktors slug scheint ebenfalls ein Ziel von snail zu
sein*** wobei slug einen Dreier-Komplex mit p53 vom Wildtyp und Mdm2 bildet, um wiede-
rum einen Abbau von snail zu erzwingen*#. Mutiertes p53 ist dazu jedoch nicht in der Lage,
was eine Steigerung der snail-Expression und damit ein Fortschreiten des Tumors zur Folge
hat*®. Snail und slug sind sehr homolog und kénnen sich gegenseitig unter bestimmten
Umstdnden in ihrer Funktion ersetzen™’. Trotzdem scheinen sie unterschiedliche Funktio-
nen zu haben, da am Maus-Modell gezeigt wurde, dass ein snail-Knockout wahrend der
Gastrulation todliche Folgen hat, wahrend Mause mit slug-Knockout trotzdem Uberleben
und sogar fertil sind™®. Eine Hochregulierung von slug korreliert signifikant mit einer ZEB2-
Expression, was Untersuchungen an intestinalen Tumoren gezeigt haben™*. Diese Tatsache
fuhrt zu der Annahme, dass slug und ZEB2 synergistisch bei der Repression des E-Cadherin-
Gens agieren. Ebenso wurde auch bei snail und ZEB1 eine dhnliche wechselseitige Bezie-
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hung festgestellt*°. Zusatzlich scheint ZEB1 die Expression von slug zu unterdricken™?,

was auch Untersuchungen zur embryologischen Entwicklung am Mausmodell gezeigt ha-

ben®?,

%% peinado et al., 2007.
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Wang et al., 2009.
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Hugo HJ et al., 2011.
Hugo HJ et al., 2011.
Castro Alves et al., 2007.
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Abb.12: Vereinfachte Darstellung der Interaktionen zwischen E-Cadherin-Repressoren nach Hugo HJ et al,
2011,

Beim Prozess der Epithelial-Mesenchymalen Transition konnte nachgewiesen werden, dass
eine initiale snail-Induktion zur Ausbildung anderer Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel
slug, ZEB1, ZEB2 oder Twist fohrt™*. Untersuchungen aus dem Jahr 2011 zeigten drei Tage
nach einer snail-, eine ZEB1-Induktion™®. ZEB1 wies dabei den gréfiten Expressionsunter-
schied zwischen mesenchymalen und epithelialen Zellen auf, was annehmen lasst, dass

ZEB1 den mesenchymalen Phanotyp erhalten soll**°.

3 Hugo HJ et al., 2011.

Peinado et al., 2007.
Hugo HJ et al., 2011.
Hugo HJ et al., 2011.
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1.3  Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Viele Aspekte Maligner Mesodermaler Mischtumore (Karzinosarkome) des Ovars und Ute-
rus sind bis heute ungeklart. So ist beispielsweise die Frage nach der Entstehung dieser Tu-
more weiterhin Grundlage zahlreicher Diskussionen. Dariber hinaus wurden bisher nur we-
nig immunhistochemische Untersuchungen an Karzinosarkomen des Ovars und Uterus vor-

genommen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur Beantwortung folgender Fragen zu

leisten:

* Sind EMT-typische Transkriptionsfaktoren immunhistochemisch in histologischen
Praparaten von Karzinosarkomen nachweisbar?

* Gibt es Unterschiede in der Expression dieser Transkriptionsfaktoren zwischen Sar-
kom- und Karzinomanteilen der Tumore?

» Lassen sich daraus RuckschlUsse bezuglich der Entstehung derartiger Tumore ziehen
beziehungsweise konnen die einzelnen Entstehungstheorien bestdtigt oder entkraf-
tet werden?

* Ist es moglich anhand des immunhistochemischen Farbeverhaltens auf andere tu-

morbiologische Merkmale zu schlief3en?
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2. Material und Methoden
Material

2.1

2.1.1 Auswahl des Patientenkollektivs

Untersucht wurden insgesamt 52 gesammelte Falle aus dem taglichen Eingang des Instituts
fur Pathologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen aus den Jahren 1988 bis 2005.
Es wurde ausschlief3lich histologisches Material von Patientinnen mit der Diagnose Karzi-
nosarkom bzw. maligner mesodermaler Millerscher Mischtumor des Ovars oder Endomet-
riums in das Kollektiv aufgenommen. In 32 Fallen befand sich das Malignom im Ovar, ein-
oder beidseits, in den restlichen 20 Fallen war es im Uterus lokalisiert. Genau 50% der Kar-
zinosarkome waren heterolog, die anderen 50% homolog differenziert. Die Patientinnen
waren zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen 28,8 und 96,9 Jahre alt. Die Stadienverteilung
im Patientenkollektiv entsprach der natUrlichen Verteilung, was den Abbildungen 13 und 14
zu entnehmen ist. Bei der Graphik Nummer 14 mit dem Titel ,FIGOgrob"™ wird nur zwischen
den Stadien | bis IV unterschieden. Auf eine Unterteilung in a, b oder c wird hierbei zwecks

der Ubersichtlichkeit verzichtet.

Fall- | Diagnose- Alter bei Lokalisation | Differenzie- FIGO Fern-

num | datum Diagnose | O =Ovar rung metastasen

mer U = Uterus 1 =homolog o = keine
2 = heterolog 1= vorhanden

1 04.05.1988 | 62,35 0 2 lla 0

2 02.03.1990 | 78,76 0 2 lllc 0

3 11.02.1993 | 80,16 0 2 X

4 28.01.1994 | 86,58 0 2 lla 0

5 22.04.1994 | 63,80 0 2 lllc 0

6 26.07.1994 | 71,55 0 2 lllc 0

7 23.06.1994 | 62,08 0 2 b 0

8 16.09.1994 | 81,82 0 2 b 0

9 03.12.1997 | 48,54 0 2 lllc 0

10 21.08.1997 | 67,67 0] 1 b 0

11 11.03.1998 | 51,64 U 1 IVb 1

12 23.10.1998 | 28,80 0] 1 lllc 0

13 23.07.1999 | 59,86 U 1 Ib 0

14 29.12.1999 | 63,85 0] 1 lla 0

15 14.03.2000 | 59,09 0] 1 lllc 0

16 11.04.2000 | 74,75 0] 1 lla 0

17 25.03.2002 | 78,52 0] 2 b 0

18 23.04.2002 | 91,15 0] 1 IIb 0

19 03.02.2003 | 68,19 0 2 lllc 1

20 09.05.2003 | 67,18 0 1 b 0

w
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21 10.07.2003 | 48,11 ) 1 llc 0
22 31.07.2003 | 72,92 U 1 Ic 0
23 20.08.2003 | 72,96 ) 2 lllc 0
24 02.04.2004 | 77,04 U 1 lllc 0
25 13.04.2004 | 80,57 U 2 Il 0
26 09.06.2004 | 71,43 U 1 Ib 0
27 05.08.2004 | 88,36 U 2 Ib 0
28 18.10.2004 | 60,05 U 2 IVb 1
29 26.11.2004 | 48,22 ) 2 llc 0
30 20.01.2005 | 85,41 U 1 lllc X
31 27.01.2005 | 68,07 ) 2 b 0
32 18.03.2005 | 82,23 ) 1 b 0
33 07.04.2005 | 53,72 ) 1 llc 0
34 21.04.2005 | 67,56 ) 1 lllc 0
35 15.06.2005 | 82,40 U 2 Ib 0
36 18.04.2006 | 73,88 0] 1 lllc 0
37 08.05.2006 | 80,17 U 1 IVb 1
38 26.07.2006 | 58,92 U 1 IVb 1
39 28.08.2006 | 66,36 U 1 b 0
40 17.01.2007 | 62,27 0] 1 lllc 0
41 14.02.2007 | 42,28 0] 2 lllc 0
42 15.05.2007 | 78,59 U 2 Il 0
43 24.05.2007 | 80,90 U 1 Ic 0
44 24.07.2007 | 96,92 U 2 Ic 0
45 08.10.2007 | 76,86 U 2 Il 0
46 09.10.2007 | 76,65 U 1 IVa X
47 07.12.2007 | 53,08 0] 1 b 0
48 26.02.2008 | 67,87 0] 2 lllc 0
49 17.04.2008 | 81,69 0] 2 Ic 0
50 27.05.2008 | 76,35 0] 2 llc 0
51 16.01.2009 | 70,18 U 1 Il 0
52 19.05.2010 | 74,95 U 2 Ib 0

Tab. 4: Patientenkollektiv

Giltig

Fehlend

Mittelwert
Median

52
o

69,6792
71,4908

Tab. 5: Mittel- und Medianwert des Alters zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

31




20

15

10

Héaufigkeit

0 T T T T T T
Ih le 1] lla [113] lle 1] e IVa IVh ®
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Abb.13: FIGO-Stadien des Patientenkollektivs

Jux
=
1

Haufigkeit

10

FIGOgrob % = keine Angaben
Abb.14: FIGO-Stadien des Patientenkollektivs / grobe Zusammenfassung

Bei der Erstellung des Patientenkollektivs wurden zunachst HE-Schnitte ausgewahlt und
mit Hilfe des Lichtmikroskops nach Art und Qualitdt des Praparates genauer selektiert. Da-
nach wurden die zu den ausgewahlten HE-Schnitten zugehdérigen Paraffinblocke aus dem

Archiv entnommen. Pro Fall wurde der Paraffinblock mit dem reprasentativsten intakten
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Tumoranteil ausgewahlt. Es wurde vor allem darauf geachtet, dass sowohl Karzinom- als
auch Sarkomanteile enthalten sind. Bei den Blocken handelt es sich um histologisches Ma-
terial, das in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet wurde. Daraus konnten wiederum
neue Leerschnitte mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms angefertigt werden, die als Grundlage

fur samtliche immunhistochemische Farbungen dienten.

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Paraffin Gold Standard Series Peel-A-Way Micro-Cut Paraffin, Polysciences,
Inc., Warrington, USA

Objekttrager Menzel-Glaser Super Frost Plus, Menzel GmbH & Co. KG, Braun-
schweig, Deutschland

Deckglaser Menzel-Glaser, Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland

Abdichtklebstoff | Fixogum, Marabuwerke GmbH & Co.KG, Tamm, Deutschland

Eindeckgelantine | Kaisers Glyceringelantine, Merck, Darmstadt, Deutschland

Tab. 6: Verbrauchsmaterial zur Herstellung der histologischen Schnitte

2.1.3 Gerate

Mikrotom Jung AG, Heidelberg, Deutschland

Mikrowelle Mikromat Duo, AEG, Deutschland

Zentrifuge Poly Labo, Stral3burg, Frankreich

Pipetten Eppendorf Reference, Hamburg, Deutschland

Wasserbad Typ 3047. Kottermann GmbH, Uetze/Haningsen, Deutschland

ph-Meter Schott Glas, Mainz, Deutschland

Tab. 7: Benétigte Gerdtschaften zur Herstellung der histologischen Schnitte
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2.2 Grundlagen der Immunhistochemie

Als Immunhistochemie wird eine Methode bezeichnet, bei der Proteine mit Hilfe von Anti-
korpern nachgewiesen werden konnen. Dies ist insbesondere in der medizinischen Histolo-
gie von Bedeutung, da auf diese Weise Tumorzellen auf das Vorhandensein bestimmter
Antigene untersucht werden koénnen, was wiederum entscheidend fir die Klassifizierung
und Therapie des Tumors ist. Mit sogenannten ,targeted therapies" versucht man gezielt,
tumorspezifische Rezeptoren, Stoffwechselwege oder Ahnliches zu unterdricken. Es gibt
zahlreiche unterschiedliche Methoden, mit denen sich das Antigen nachweisen lasst. Das
Reaktionsmuster eines Antikorpers ergibt sich aus der Lokalisation des Antigens. Man un-

terscheidet die drei Reaktionsmuster zytoplasmatisch, nuklear und membranstandig.

2.3 Immunhistochemische Farbungen

Die Farbungen von E-Cadherin (polyklonal, Ratte, Klon EP700Y, Firma Ventana) und p-53
(polyklonal, Maus, Klon DO-7, Firma Ventana) erfolgten automatisiert im Labor des Patho-
logischen Instituts in MUnchen-Grol3hadern. Aus diesem Grund folgt an dieser Stelle nur fur

die per Hand gefarbten Tests von ZEB1, ZEB2 und Snail eine ausfihrliche Beschreibung.

Antikorper, Bestell Ver- Firma Detektionssys- Firma Chromogen
Klonalitat, Nummer din- tem
Tierquelle nung

ZEBa | polykonal, HPAo027524 1:100 | Atlas Anti- | Vectastain Vector, AEC von Invit-
Hase bodies ABC-Kit PK6200 rogen (00-1122)

ZEB2 | polyklonal, | sc-48789 1:30 santacruz | ImmPRESS Vector, AEC+ von Dako
Hase Reagent Kit MP-7401 | (K3461)

snail | Polyklonal, | AP20370PU--N | 1:80 Acris Vectastain Vector, AEC+ von Invit-
Hase ABC-Kit PK6200 rogen (K3461)

Tab. 8: Ubersichtstabelle
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2.3.1  Entparaffinierung

Da die anzufarbenden Schnitte in Paraffin eingebettet vorlagen, mussten sie fir den fol-
genden Farbevorgang erst entparaffiniert werden. Dazu wurden sie 30 Minuten mit Xylol
inkubiert und danach 10 Minuten in Ethanol ausgewaschen, um das Xylol wieder zu entfer-

nen. Anschliel3end erfolgte die Lufttrocknung.

2.3.2 Vorbehandlung

Eine Vorbehandlung, die der Demaskierung der Antigene dient, erfolgte mit Pro Tags IX
Antigen Enhancer von der Firma Quartett (Bestellnummer: 401603692) in der Mikrowelle
fir 2 x 15 Minuten bei 750 Watt. Danach lieR man die Praparate bei Raumtemperatur 20
Minuten abkUhlen. Anschliel3end folgten zwei Spilungen mit TRIS-Puffer (siehe unten) a5

Minuten, um den pH-Wert auszugleichen.

2.3.3 Blockierung der endogenen Peroxidase

Da im folgenden Schritt die Peroxidase sichtbar gemacht werden sollte, wurde die gewebe-
eigene Peroxidase gehemmt, um eine diffuse Anfarbung des Gewebes zu verhindern. Hier-
zu war es notwendig die Schnitte bei Raumtemperatur 10 Minuten mit 7,5 % Wasserstoff-
peroxid-Losung zu behandeln und anschlie3end ebenso lange unter flieRendes Wasser zu
halten. Danach wurde erneut 2 x 5 Minuten mit dem TRIS-Puffer gespilt. Es folgte eine 20-
minutige Behandlung mit dem blocking serum aus dem jeweiligen Kit (siehe Tabelle). Dabei

war stets darauf zu achten, dass die Uberstande abgekippt wurden.

2.3.4 Auftragen der Antikorper und Farbung

Den Praparaten musste nun der jeweilige Primar-Antikdrper mit der entsprechenden Ver-
dinnung ZEB1 1:100; ZEB2 1:30; snail 1:80) hinzugefiigt werden. Die Inkubation erfolgte bei
Raumtemperatur und dauverte 60 Minuten. Danach war wieder eine Spulung mit TRIS-
Puffer-Losung fur den Zeitraum von 2 x 5 Minuten indiziert. Es erfolgte nun die 30-minitige
Inkubation mit dem Sekundar-Antikorper aus dem jeweiligen Kit samt anschlieRender 2 x 5-
minUtiger Spilung mit TRIS-Puffer. Daraufhin wurde das entsprechende Chromogen fir 10
Minuten aufgetragen und danach weitere 10 Minuten unter fliel3endem Wasser gespilt, um
FarbeUberschisse zu entfernen. Nun musste noch eine Gegenfarbung mit Hematoxylin
Gill’s Formula von der Firma Merck (Bestellnummer: 1.09242.0100) fir 10 Sekunden durch-
gefUhrt werden, der eine 10-minitige Wasserung folgte. Zum Schluss wurden die Praparate
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mit dem wassrigen Eindeckmedium Kaisers Glyceringelantine von der Firma Merck (Be-

stellnummer: 1.09242.0100) Uberzogen und mit einem Deckglas versehen.

2.3.5 Herstellung des TRIS-Puffers

Zur Herstellung des TRIS-Puffers wurden jeweils 43,9 Gramm Natriumchlorid, 34,25 Gramm
Trizma Hydrochlorid und 4,5 Gramm Trizma base in 5 Liter Wasser gegeben. Nachdem die
drei Losungen zusammengefigt worden sind, sollte der ph-Wert des so entstandenen Puf-

fers genau 7,5 sein.

2.4 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikro-
skops der Firma Carl Zeiss AG. Dabei lag der Fokus vor allem auf der Lokalisation positiver
Zellen im Tumorgewebe, da der begrindete Verdacht bestand, dass es Unterschiede in der
Expression der Transkriptionsfaktoren gibt, was die epithelialen und mesenchymalen Antei-
le betrifft. DarUber hinaus wurde die Farbeintensitat der positiven Zellen bewertet, wobei
zwischen stark, mittel und schwach positiv unterschieden wurde. Wie oben bereits erwahnt,
wurde auch das Reaktionsmuster des Antikorpers beurteilt. Jeder Farbung wurde eines der
drei Muster cytoplasmatisch, nuklear oder membranstandig zugeteilt. Die Auswertung der
Snail- und p53-Farbungen erfolgte mit Hilfe des sogenannten Remmele-Scores. Dabei wur-
den an den 52 Praparaten durch semiquantitative Schatzungen die Kriterien dieses Scores
bestimmt. Urspringlich entwickelt wurde dieses Wertungssystem 1986 zur Bestimmung
des Ostrogenrezeptor-Status™. Seitdem wurde der Remmele-Score auf zahlreiche andere
immunhistochemische Verfahren Ubertragen und gilt als eine anerkannte Bewertungs-

grundlage™®.

137 Remmele und Stegner, 1987.

Gohring U.J., Scharl A., Ahr A., 1996; Beckmann W:M., Niederacher D., Massenkeil G., Tutschek B.,
Beckmann A., Schenko G., Schniirch H.G. Bender H.G., 1996.
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2.4.1 Remmele-Score oder Immunreaktiver Score (IRS)

Farbeintensitat (staining intensity = Sl) Score
keine Farbung nachweisbar o
geringe Farbeintensitat der Kerne 1
mafige Farbeintensitat der Kerne 2
starke Farbeintensitat der Kerne 3

Tab.9g: Fdrbeintensitdit

Anzahl positiver Zellen (PP) Score
keine positiven Kerne nachweisbar o)
weniger als 10 % positive Zellen (Kernfarbung) 1
10 - 50 % positive Zellen (Kernfarbung) 2
51 - 80 % positive Zellen (Kernfarbung) 3
K

Tab.10: Anzahl positiver Zellen

Der Immunreaktive Score (IRS) wird aus dem Produkt der Farbeintensitat (SI) und der An-
zahl positiver Zellen (PP) errechnet, sodass das Ergebnis einen Wert zwischen o und 12 ha-
ben kann. Scores bis einschliefl3lich 2 Punkte werden als negativ, alle darUber liegenden

Werte als positiv angesehen.

IRS Bedeutung

o) keine Expression
1-3 geringe Expression
4-8 maRige Expression
9-12 starke Expression

Tab.11: Immunreaktiver Score

1% Remmele Band 4,1997, S.259.
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2.4.2 Fotomikroskopische Beispiele

161

Abb. 19, 20, 21, 22: Prozentsatz positiver Zellen in aufsteigender Reihenfolge von links nach rechts (PP o - 4)

10 Remmele und Stegner, 1987.

161 Remmele und Stegner, 1987.
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2.5 Statistische Analyse

Zur Dokumentation der Daten wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel der Firma
Microsoft verwendet. Die deskriptive statistische Auswertung sowie die graphische Darstel-
lung konnte mit dem Datenanalyseprogramm SPSS (Superior Performance Software Sys-

tems for Windows, Microsoft, USA) Version 21 der Firma IBM durchgefihrt werden.

Hierbei kamen vor allem Haufigkeitsberechnungen zum Einsatz, welche graphisch mit Hilfe
von Balken- oder Boxplot-Diagrammen dargestellt wurden. Letztere ermdglichen das Able-
sen des Medians mit Hilfe des dicken horizontalen Balkens. Die 75. Perzentile wird durch die
obere, die 25. Perzentile durch die untere Begrenzung des Rechtecks erkenntlich gemacht.
Die sich daraus ergebenden Flachen, werden als Quartilen bezeichnet. Der Interquartilab-
stand entspricht somit der Lange der Box und stellt ein Mal3 fir die Streuung der Werte dar.
Die vertikalen Linien werden Fehlerbalken genannt und betragen maximal das 1,5-fache des
Interquartilabstands. Die des unteren Fehlerbalkens ergeben das 2,5 % Quantil, die des obe-
ren das 97,5 % Quantil. Somit befinden sich g5 % aller beobachteten Werte innerhalb der
Fehlerbalkengrenzen. Werte, die dariber oder darunter liegen, werden als Ausreil3er kennt-

lich gemacht.

Mit Hilfe der sogenannten Kaplan-Meier Methode wurden Uberlebenszeitanalysen durch-
gefUhrt. Zum Zeitpunkt des Endes des Follow-Ups noch lebende Patienten wurden als zen-
siert definiert. Der Log-Rank-Test diente hierbei dem Vergleich unterschiedlicher Patien-

ten-Gruppen hinsichtlich ihrer Uberlebensraten.

Um die Signifikanz von Unterschieden zwischen Fallgruppen zu prifen, wurde der Chi-
Qudadrat-Test nach Pearson angewandt. Dieser Signifikanztests erlaubt eine Aussage dar-
Uber, ob der Unterschied in den Anteilswerten der Stichprobe auch in der Grundgesamtheit

besteht.

Der Mann-Whitney-U-Test diente dem Vergleich zweier Stichproben dahingehend, ob sie

sich in der Grof3e der Messwerte signifikant unterscheiden.

Mit Hilfe des Pearson-Korrealationskoeffizienten wurde untersucht, ob es einen Zusam-

menhang zwischen der Expression der einzelnen Transkriptionsfaktoren gibt.

P-Werte wurden als signifikant betrachtet, wenn sie < 0,05 waren.
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3. Ergebnisse

3.1 Auswertbarkeit der Falle

Die immunhistochemischen Untersuchungen fielen je nach Farbung unterschiedlich aus. Da
E-Cadherin und p53 automatisiert bearbeitet wurden und diese Verfahren fur die Diagnostik
seit langerer Zeit etabliert sind, zeigte sich eine stabile und gut auswertbare Farbequalitat.
ZEB1, ZEB2 und snail erwiesen sich hinsichtlich der Farbung teilweise als problematisch.
Genaue Angaben zur Auswertbarkeit der einzelnen Farbungen folgen in den jeweiligen Er-
gebnis-Teilen. Von den insgesamt 52 Fallen mussten letztendlich 5 komplett aus dem Kol-
lektiv entfernt werden, da entweder kein Tumorgewebe angeschnitten war oder technische
Grunde, wie schlechte Farbung oder zerstortes Gewebe, eine Auswertung unmoglich mach-
ten. Alle nachfolgend beschriebenen Ergebnisse und Berechnungen beziehen sich somit auf

47 Falle.

3.2 Ergebnisse ZEBa

Die immunhistochemischen Farbungen zu ZEB1 zeigten alle eine nukledre Expression des
Transkriptionsfaktors. In 7 Fallen konnte zusatzlich eine Positivitat im Cytoplasma nachge-
wiesen werden. Die nukledre Expression war ausschlief3lich in sarkomatdsen, die cytoplas-
matische hingegen ausschlief3lich in karzinomatdsen Anteilen nachweisbar. Bei der nukle-
aren Expression konnte in 24 Fallen eine starke, in 20 eine mafige und in 3 eine schwache
Farbeintensitat beobachtet werden. Cytoplasmatisch positive Zellen zeigten hingegen ma-

ximal eine schwache Anfarbung.
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ZEBi1-Reaktionsmuster

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente Kumulierte
Prozente
nuklear und cytoplasmatisch 7 14,9 14,9 14,9
Gultig  nuklear 40 85,1 85,1 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0
Tab. 12: ZEB1-Reaktionsmuster
ZEBa-Farbeintensitaten
Haufigkeit Prozent Gultige Prozente Kumulierte
Prozente
schwach 3 6,4 6,4 6,4
mafig 20 42,6 42,6 48,9
Giltig
stark 24 51,1 51,1 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 13: ZEB1-Fdrbeintensitdt Nukledir-Sarkom
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Abb.23: ZEB1 positive Zellkerne in Sarkom-Anteilen des Tumors; die darin eingebetteten Karzinom-Anteile sind
negativ (4-fach vergréf3ert)
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Abb.25: ZEB1 positive Zellkerne (40-fach vergréf3ert)
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Haufigkeit Prozent Glltige Prozente Kumulierte

Prozente
keine 40 85,0 85,0 85,0
Glltig  schwach 7 15,0 15,0 100,0

Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 14: ZEB1-Fdrbeintensitdt Cytoplasma-Karzinom

Ll e Sl calion —a
Abb.26: ZEB1-positives Cytoplasma in Karzinom-Anteilen des Tumors sowie positive Zellkerne in Sarkom-Anteilen
(20-fach vergréfSert)
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3.3 Ergebnisse ZEB2

ZEB2 zeigte in 21 Fallen eine nukleare und zugleich cytoplasmatische Positivitat der Zel-
len. Am zweit hdufigsten konnte mit 15 Vorkommnissen eine rein cytoplasmatische Far-
bung nachgewiesen werden. Hingegen gab es, verglichen mit ZEB1, nur 6 Falle mit einer
rein nukledaren Positivitat. 5 zeigten gar keine Farbung. Wie bei ZEB1, waren auch hier
die positiven nukledren Anteile im Sarkom, die positiven cytoplasmatischen Anteile im
Karzinom zu finden. Die Farbeintensitat der Zellen mit nuklearer Expression war in 16
Fallen maRig, in 6 schwach und in 4 stark. In 21 Féllen konnte jedoch gar keine ZEB2-
Farbung im Kern nachgewiesen werden. Die cytoplasmatisch positiven Zellen zeigten
hingegen in 35 Kasus eine schwache, in 6 eine mal3ige und in 11 gar keine Farbeintensi-

tat.

ZEB2-Reaktionsmuster

Tab. 16: ZEB2-Firbeintensitdt Nukledr-Sarkom
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Haufigkeit Prozent | Giiltige Prozente Kumulierte Prozente
keine 5 10,6 10,6 10,6
cytoplasmatisch 15 31,9 31,9 42,6
Gilltig nuklear und cytoplasma- 1 447 447 87.2
tisch
nuklear 6 12,8 12,8 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0
Tab. 15: ZEB2-Reaktionsmuster
ZEB2-Farbeintensitaten
Haufigkeit Prozent Gultige Prozente Kumulierte
Prozente
keine 21 44,7 44,7 44,7
schwach 6 12,8 12,8 57,4
Glltig  maRig 16 34,0 34,0 91,5
stark 4 8,5 8,5 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0




Abb.29: ZEB2-positive Zellkerne in Sarkom-Anteilen des Tumors (40-fach vergréfSert)
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Haufigkeit Prozent | Gultige Prozen- | Kumulierte Pro-
te zente
keine 11 23,4 23,4 23,4
schwach 35 74,5 74,5 97,9
Giltig
mafig 1 2,1 2,1 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 17: ZEB2-Fiirbeintensitdt Cytoplasma-Karzinom

Abb.31: ZEB2-positives Cytoplasma in Karzinom-Anteilen des Tumors (40-fach vergréfSert)
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3.4

Ergebnisse snail

Der Transkriptionsfaktor Snail zeigte in 40 der 47 Félle eine nukledre Positivitat. Die restli-
chen 7 Falle waren negativ. Somit konnte keine einzige cytoplasmatische Farbung nachge-
wiesen werden. Die 40 positiven nukledren Kasus wurden mit dem in Kapitel 4.1 beschrie-

benen Remmele-Scores ausgewertet. Daraus ergaben sich sieben Falle ohne, 20 Falle mit

geringer, 16 mit malf3iger und 4 mit starker Expression.

Snail-Reaktionsmuster

Haufigkeit Prozent | Giltige Prozen- | Kumulierte Pro-
te zente
keine 7 14,9 14,9 14,9
Glltig  nuklear 40 85,1 85,1 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 18: Snail-Reaktionsmuster

Snail-Remmele-Score

Die Ergebnisse der einzeln berechneten Remmele-Scores fir den Transkriptionsfaktor snail

und deren Haufigkeiten sind in nachfolgender Tabelle und Graphik dargestellt.

Haufigkeit Prozent | Giltige Prozente Kumulierte
Prozente
0 7 14,9 14,9 14,9
1 10 21,3 21,3 36,2
2 10 21,3 21,3 57,4
4 14 29,8 29,8 87,2
Glltig

6 2 4,3 4,3 91,5
9 3 6,4 6,4 97,9
12 1 2,1 2,1 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 19: Snail-Remmele-Score
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Abb 32: Snail-Remmele-Score

Mann-Whitney-U-Test

Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests konnte untersucht werden, ob sich die homolog und
heterolog differenzierten Tumore in der Hohe des Remmele-Scores des Trankskriptionsfak-

tors Snail signifikant unterscheiden. Im Ergebnis zeigte sich mit p=0,921 keine statistische

Signifikanz.
Differenzierung N Mittlerer Rang Rangsumme
homolog 20 16,38 327,50
SNAILRemmeleScore  heterolog 12 16,71 200,50
Gesamt 32

Tab. 20: Rdnge
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SNAIL Remmele-Score

Mann-Whitney-U

Wilcoxon-W

z

Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)]

117,500
327,500
-,100
921
,924°

Tab. 21: Teststatistik
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Abb.33: Snail-positive Zellkerne in Karzinom- sowie Sarkom-Anteilen des Tumors (10-fach vergréf3ert)
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3.5  Ergebnisse fir pg3

P53-Reaktionsmuster

Die immunhistochemischen Untersuchungen von p53 lief3en in 36 Fallen eine nukle&re Far-
bung erkennen. 10 Félle erbrachten ein negatives Resultat und nur 1 Fall zeigte eine cyto-

plasmatische Positivitat.

Haufigkeit Prozent | Gultige Prozen- | Kumulierte Pro-
te zente
keine 10 21,3 21,3 21,3
cytoplasmatisch 1 2,1 2,1 23,4
Giiltig
nukleér 36 76,6 76,6 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 22: p53-Reaktionsmuster

Lokalisation positiver Zellen

Mit einem prozentualen Anteil von 45,9 % befanden sich die meisten p53-positiven Zellen
gleichzeitig in Karzinom- sowie in Sarkomanteilen der Tumore. 35,1 % der Falle waren aus-

schliefRlich im Sarkom und 18,9 % im Karzinom p53-positiv.

p53 - Lokalisation positiver Zellen

Haufigkeit Prozent | Gultige Prozen- | Kumulierte Pro-
te zente
Karzinom 7 18,9 18,9 18,9
Karzinom+Sarkom 17 45,9 45,9 64,9
Glltig
Sarkom 13 35,1 35,1 100,0
Gesamt 37 100,0 100,0

Tab. 23: p53-Lokalisation positiver Zellen
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p53 - Lokalisation positiver Zellen
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p53 - Lokalisation positiver Zellen

Abb. 36: p53-Lokalisation

P53-Remmele-Score

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertung und die darauffolgende Berech-
nung des Remmele-Scores fir den Transkriptionsfaktor p53 werden in nachfolgender Tabel-

le und Graphik aufgefihrt.

P53Remmele-Score

Haufigkeit Prozent | Giltige Prozente Kumulierte

Prozente
0 10 21,3 21,3 21,3
1 7 14,9 14,9 36,2
2 4 8,5 8,5 44,7
4 5 10,6 10,6 55,3
Gultig 6 10 21,3 21,3 76,6
8 1 2,1 2,1 78,7
9 8 17,0 17,0 95,7
12 2 4,3 4,3 100,0

Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 24: p53-Remmele-Score
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Abb.37: p53-Remmele-Score

Mann-Whitney-U-Test

Der Mann-Whitney-U-Test sollte zeigen, ob ein signifikanter Unterschied zwischen homo-
log und heterolog differenzierter Tumore in der Hohe des p53-Remmele-Scores existiert.
Mit einem berechneten p-Wert von 0,026 |dsst sich somit ein statistisch signifikanter Unter-

schied zwischen den beiden Gruppen feststellen.

Differenzierung N Mittlerer Rang Rangsumme
Homolog 20 13,70 274,00

P53RemmeleScore Heterolog 12 21,17 254,00
Gesamt 32

Tab. 25: Ringe
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P53RemmeleScore

Mann-Whitney-U 64,000
Wilcoxon-W 274,000
z -2,224
Asymptotische Signifikanz (2- ,026
seitig)

Exakte Signifikanz [2*(1-seitig ,029°
Sig.)]

Tab. 26: Teststatistik

109

5

P53-Remmele-Score
i}

T
homolog

T
heterolog

Differenzierung

Abb.38: Boxplot-Diagramm zu Differenzierung und Héhe des Remmele-Scores
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Abb.41: p53-positive Zellkerne in Karzinom-Anteilen des Tumors (40-fach vergréfSert)
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3.6

Korrelationen zwischen den Transkriptionsfaktoren

ZEB1- ZEB1- SNAIL P53 ZEB2- ZEB2-
Férbein- | Féarbeintensitdt | Remmele- | Remmele- | Féarbein- | Féarbeintensitat
tensitat Cytoplasma- Score Score tensitat Cytoplasma-
Nukleér- Karzinom Nukleér- Karzinom
Sarkom Sarkom
ZEB1-Farbeintensitat Korrelation nach 1 ,024 -,106 -,183 ,118 ,203
Nukle&r-Sarkom Pearson
Signifikanz (2-seitig) ,875 479 ,219 431 172
ZEB1-Farbeintensitat  Korrelation nach ,024 1 ,078 -,372 293 ,087
Cytoplasma-Karzinom Pearson
Signifikanz (2-seitig) ,875 ,601 ,010 ,045 ,562
SNAIL Remmele- Korrelation nach -,106 ,078 1 ,083 ,281 ,020
Score Pearson
Signifikanz (2-seitig) 479 ,601 577 ,056 ,894
Korrelation nach -,183 372 ,083 1 -,203 -,149
p53 Remmele-Score
Pearson
Signifikanz (2-seitig) ,219 ,010 577 172 ,318
ZEB2-Féarbeintensitat  Korrelation nach ,118 ,293" ,281 -,203 1 ,203
Nukle&r-Sarkom Pearson
Signifikanz (2-seitig) 431 ,045 ,056 172 171
Korrelation nach ,203 ,087 ,020 -,149 ,203 1
ZEB2-Féarbeintensitat Pearson
Cytoplasma-Karzinom
Signifikanz (2-seitig) 172 ,562 ,894 ,318 171

Tab. 27: Korrelationen

*. Die Korrelation ist auf dem Niveau von o,05 (2-seitig) signifikant.

Um zu untersuchen, ob zwischen der Expression der einzelnen Transkriptionsfaktoren ein

Zusammenhang besteht, wurde fir jedes Variablenpaar der Korrelationskoeffizient nach

Pearson berechnet und dessen Signifikanz bestimmt. Ein signifikantes Ergebnis konnte

zum einen zwischen dem Remmele-Score von p53 und der Farbeintensitat von ZEB1 im Cy-

toplasma der Karzinomzellen nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um eine nega-
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tive Korrelation mit maRiger Starke. Des Weiteren konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der nukledren Farbeintensitat von ZEB2 im Sarkom und der cytoplasmatischen
Farbeintensitat von ZEB1 im Karzinom nachgewiesen werden. Die Korrelation war hierbei

positiv und ebenfalls maRig stark ausgepragt.

3.7 Auswertung der Uberlebensdaten

Anhand des Tumorregisters Minchen (TRM) konnten die Daten der hier genannten 47 Falle
hinsichtlich des Uberlebens abgerufen werden. Es wurde zwischen den Kategorien ,,am Le-
ben", ,tot" und ,unklar® unterschieden. Der Zeitpunkt der Datenerhebung war der
26.04.2013. Bei 13 der 47 Falle fehlte eine Angabe zum aktuellen Lebensstatus. 27 Patien-

tinnen sind bereits verstorben und 7 waren zu dem oben genannten Zeitpunkt noch am Le-

ben.
Haufigkeit Prozent Glultige Prozente | Kumulierte Prozente
tot 27 57,4 57,4 57,4
am Leben 7 14,9 14,9 72,3
Giltig
unklar 13 27,7 27,7 100,0
Gesamt 47 100,0 100,0

Tab. 28: Lebensstatus

Daruber hinaus wurde unterschieden zwischen tumorabhangigem und tumorunabhangi-

gem Tod. 18 der 27 verstorbenen Patientinnen sind tumorabhangig verstorben, 2 tumorun-

abhéngig und bei 7 Fallen fehlte die Angabe zur Todesursache.

Haufigkeit Prozent | Giiltige Prozen- | Kumulierte Pro-
te zente
tumorabhangig 18 66,7 66,7 66,7
tumorunabhéngig 2 7,4 7,4 74,1
Glltig
unklar 7 25,9 25,9 100,0
Gesamt 27 100,0 100,0

Tab. 29: Todesursache
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Das Uberleben der Patientinnen wurde in Tagen ab Diagnosedatum definiert. Minimal be-

trug dies 34, maximal 4528 Tage (= 12,4 Jahre).

Giiltig 32
N

Fehlend 0
Mittelwert 799,09
Median 456,00
Standardabweichung 984,881
Spannweite 4494
Minimum 34
Maximum 4528

Tab. 30: Uberleben in Tagen

Die 7 Falle mit unklarer Todesursache wurden in die Statistik mit aufgenommen, da bei allen
Patientinnen mit grof3er Wahrscheinlichkeit davon auszugehen ist, dass sie ebenfalls tu-
morabhangig verstorben sind, da in allen Fallen ein ausgedehntes Tumorleiden (FIGO-

Stadium Il und Ill) vorlag.

Gesamtiberleben in Abhangigkeit der FIGO-Klassifikation

In den folgenden Tabellen und Graphiken wird das Gesamtiberleben der Patientinnen ver-
glichen mit den einzelnen FIGO-Stadien. Zum einen werden die Stadien klassisch in I-IV
untergliedert, zum anderen wurde eine etwas grobere Einteilung vorgenommen, wobei hier
die Stadien I/Il und llI/IV zusammenfasst worden sind. Weder bei der Unterteilung in 4
(p=0,097) FIGO-Gruppen, noch bei der in 2 (p=0,161), lasst sich eine signifikante Beziehung

zwischen den einzelnen Stadien und der GesamtUberlebenszeit feststellen.

FIGO Gesamtzahl | Anzahl der Er- | Zensiert (=am Leben)
eignisse (=Tod) N Prozent

I 5 5 0 0,0%

Il 6 2 4 66,7%

Il 18 15 3 16,7%

\ 3 3 0 0,0%

Gesamt 32 25 7 21,9%

Tab. 31: FIGO-Stadien — Hdufigkeiten
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Chi-Quadrat

Freiheitsgrade

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

6,316

3

,097

Tab. 32: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die veschie-
denen Stufen von FIGO.

Uberlebensfunktionen
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Abb. 42: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve
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Abb. 43: Boxplot-Diagramm der Uberlebensanalyse
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FIGO Gesamtzahl | Anzahl der Zensiert (zam Leben)
Ereignisse N Prozent
(=Tod)

FIGO I/l 11 7 4 36,4%
FIGO IlI/1V 21 18 3 14,3%
Gesamt 32 25 7 21,9%
Tab. 33: FIGO-Stadien - Hdufigkeiten

Chi-Quadrat Freiheitsgrade Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1,965 1 ,161

Tab. 34: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die verschiede-

nen Stufen von FIGOsehrgrob.

Uberlebensfunktionen
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Abb. 44: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion
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Abb. 45: Boxplot-Diagramm der Uberlebensanalyse;
Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere Begrenzung der Box) und Maximum
(obere Begrenzung der Box).

Gesamtuberleben in Abhangigkeit des ZEB1-Farbeverhaltens

Auch hier wurde mittels der Kaplan-Meier Uberlebensanalyse und dem Log-rank-Test das
Gesamtiberleben mit dem Farbeverhalten des Transkriptionsfaktors verglichen. Es konnte
weder zwischen der nuklearen Farbeintensitat in Sarkomanteilen (p=0,797), noch zwischen
der cytoplasmatischen Farbeintensitat in Karzinomanteilen (p=0,530) und der Uberlebens-

zeit ein statistisch signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.

ZEB1FarbeintensitatNuklear | Gesamtzahl Anzahl der Zensiert

Sarkom Ereignisse N Prozent
MaRig 17 13 4 23,5%
Stark 15 12 3 20,0%
Gesamt 32 25 7 21,9%
Tab. 35: ZEB1-Fdrbeintensitdt-Sarkom - Hdufigkeiten

Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,066 1 797

Tab. 36: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschie-
denen Stufen von ZEB1FarbeintensitatNukledrSarkom.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 46: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion
ZEB1 Farbeintensitat Gesamtzahl | Anzahl der Er- Zensiert
Cytoplasma Karzinom eignisse N Prozent
Keine 25 19 6 24,0%
schwach 7 6 1 14,3%
Gesamt 32 25 7 21,9%
Tab. 37: ZEB1-Fdrbeintensitdt-Karzinom - Hdufigkeiten
Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,395 1 ,530

Tab. 38: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die verschie-

denen Stufen von ZEB1FdrbeintensitdtCytoplasmaKarzinom.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 47: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion
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Gesamtuberleben in Abhangigkeit des ZEB2-Farbeverhaltens

Auch hier konnte mit p=0,348 fir die nuklear positiven Falle kein signifikanter Unterschied
im GesamtUberleben festgestellt werden. Allerdings lasst sich aus der Graphik in Abbildung
51 ablesen, dass eine starke ZEB2-Expression im Kern mit einer kurzen Uberlebenszeit ein-
hergeht, und dass Langzeitiberlebende vor allem in der Gruppe ohne ZEB2-Expression vor-
kommen. Ein Zusammenhang zwischen der cytoplasmatischen Farbeintensitat in Karzi-
nomanteilen der Tumore und dem Uberleben konnte mit einem p-Wert von 0,059 ebenfalls
nicht nachgewiesen werden. Allerdings befinden sich auch hier graphisch dargestellt in Ab-
bildung 52 Langzeitiberlebende vor allem in der Gruppe, in der keine Expression von ZEB2

festgestellt werden konnte.

ZEB2FarbeintensitatNuklearSarkom Gesamtzahl Anzahl der Zensiert
Ereignisse N Prozent
Keine 14 11 3 21,4%
schwach 4 3 1 25,0%
| MaRig 12 9 3 25,0%
Stark 2 2 0 0,0%
Gesamt 32 25 7 21,9%

Tab. 39: ZEB2-Fdrbeintensitdt-Sarkom - Héiufigkeiten

Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 3,300 3 ,348
Tab. 40: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschie-
denen Stufen von ZEB2FdrbeintensitdtNukledrSarkom.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 48: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion
ZEB2FarbeintensitatCytoplasmaKarzinom Gesamtzahl Anzahl der Zensiert
Ereignisse N Prozent
Keine 7 3 4 57,1%
Schwach 24 21 3 12,5%
MaRig 1 1 0 0,0%
Gesamt 32 25 7 21,9%
Tab. 41: ZEB2-Fdrbeintensitdt-Karzinom - Hiufigkeiten
Chi-Quadrat Freiheitsgrade Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 5,672 2 ,059

Tab. 42: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschiede-
nen Stufen von ZEB2FdrbeintensitdtCytoplasmaKarzinom.
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Abb. 49: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion
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Gesamtuberleben in Abhangigkeit des snail-Farbeverhaltens

Die Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen sowie der Log-rank-Test zeigten keinen signifikan-
ten Unterschied zwischen dem Uberleben der Patientinnen und der snail-Expression
(p=0,187). Hingegen ist in der Kaplan-Meier Uberlebensfunktion (Abbildung 53) zu erken-
nen, dass die Falle mit einer negativen Expression eine etwas bessere Prognose aufweisen.
Auch das Boxplot-Diagramm (Abbildung 54) zeigt, dass die mediane Uberlebeszeit bei
nicht vorhandener Expression hoher ist, als bei Positivitat. Der Vergleich der unterschiedli-
chen Stufen des Remmele-Scores fir snail hinsichtlich des GesamtUberlebens zeigte eben-

falls mit p=0,348 keine signifikanten Unterschiede.

SNAIL-Positivitat Gesamtzahl | Anzahl der Zensiert
Ereignisse N Prozent
negativ (0-2) 19 13 6 31,6%
positiv (ab einschlie3lich 3) 13 12 1 7,7%
Gesamt 32 25 7 21,9%

Tab. 43: Snail-positive Fille - Haufigkeiten

Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 1,744 1 ,187

Tab. 44: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fiir die verschie-
denen Stufen von SNAIL-Positivitdt.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 51: Boxplot-Diagramm der Uberlebensanalyse;
Daten sind jeweils angegeben als Median (Querbalken), Minimum (untere Begrenzung der Box) und Maximum
(obere Begrenzung der Box).
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SNAIL Remmele-Score Gesamtzahl | Anzahl der Er- Zensiert
eignisse N Prozent
keine Expression 5 3 2 40,0%
geringe Expression (1-3) 14 10 4 28,6%
mafige Expression (4-8) 9 9 0 0,0%
starke Expression (9-12) 4 3 1 25,0%
Gesamt 32 25 7 21,9%
Tab. 45: Snail-Remmele-Score - Haufigkeiten
Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 3,300 3 ,348

Tab. 46: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die verschie-
denen Stufen von SNAILRemmeleScore.
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Abb. 52: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion
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Gesamtuberleben in Abhangigkeit des p53-Farbeverhaltens

Die Untersuchung auf Unterschiede im Gesamtiberleben hinsichtlich der positiven Ex-

pression von ps3 sowie der Hohe des Remmele-Scores, ergab in beiden Fallen mit p-

Werten von 0,534 und 0,925 keine statistische Signifikanz. Es sind somit keine Unterschie-

de im Hinblick auf die Uberlebensraten zu verzeichnen.

p53-Positivitat Gesamtzahl | Anzahl der Er- Zensiert
eignisse N Prozent
negativ (0-2) 17 12 29,4%
positiv (ab einschlie3lich 3) 15 13 13,3%
Gesamt 32 25 21,9%
Tab. 47: P53-positive Flle - Haufigkeiten
Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,388 1 ,534

Tab. 48: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die verschie-
denen Stufen von p53-Positivitdt.
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Uberlebensfunktionen
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Abb. 53: Kaplan-Meier Uberlebensfunktion

p53Remmele-Score Gesamtzahl Anzahl der Zensiert
Ereignisse N Prozent
0 9 7 2 22,2%
1 (1-3) 10 7 3 30,0%
2 (4-8) 6 5 1 16,7%
3(9-12) 7 6 1 14,3%
Gesamt 32 25 7 21,9%

Tab. 49: p53-Remmele-Score - Héufigkeiten

Chi-Quadrat | Freiheitsgrade Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) AT1 3 ,925
Tab. 50: Test auf Gleichheit der Uberlebensverteilungen fir die verschie-
denen Stufen von p53Remmele-Score.
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4. Diskussion

Karzinosarkome beziehungsweise maligne mesodermale Mullersche Mischtumore (MMMT)
sind gekennzeichnet durch das gleichzeitige Auftreten von sowohl karzinomatdsen als auch
sarkomatdsen Komponenten im gleichen Malignom. In Abhangigkeit von der Histologie der
sarkomatdsen Komponente unterscheidet man homologe und heterologe Karzinosarkome.
Die Frage nach der Entstehung dieser Tumore bietet weiterhin Grundlage zahlreicher Dis-
kussionen, die im Wesentlichen von vier Entstehungstherorien gepragt sind. Vor allem die
sogenannte Konversionstheorie stellte dabei die Grundlage der immunhistochemischen
Untersuchungen dieser Arbeit dar. Im Moment findet die genannte Theorie breiten Zu-
spruch. Zahlreiche Studien kommen zu dem Ergebnis, dass die sarkomatése Komponente

162

aus der karzinomatdsen entstanden ist™*. Hierbei wird vermutet, dass eine sogenannte

Epithelial-Mesenchymale Transition(EMT) stattgefunden hat.

Die Kollisionstheorie, bei der die zwei Komponenten als voneinander unabhangige Neopla-
sien angesehen werden, kann nahezu ausgeschlossen werden, da das histologische Bild mit
zahlreichen sarkomatdsen Inseln mitten im Karzinomgewebe dagegen spricht. Dariber
hinaus gibt es eine Studie aus dem Jahr 2012, die die gleichzeitige Anwesenheit von Zyto-
kreatin- und Vimentin-postiven Zellen in karzinomatésem Gewebe nachweisen konnte™®3,

Dies wirde ebenfalls darauf hindeuten, dass es sich bei der sarkomatdsen Komponente um

eine Art Metaplasie bzw. Transformation des Karzinoms handelt.

Bei der Kompositionstheorie wird vermutet, dass die im Tumor vorkommenden Spindelzel-
len eine pseudosarkomatdse Reaktion des Stroma auf das Karzinom sind. Diese Theorie
kann ebenso widerlegt werden, da es sich bei der sarkomatdsen Komponente um ein voll-
standig ausdifferenziertes, also ,echtes" Sarkom handelt, welches Knorpel, Knochen, Fett-

gewebe oder Skelettmuskulatur enthalten kann.

Die letzte der vier Theorien, die sogenannte Kombinationstheorie besagt, dass die zwei his-
tologischen Komponenten der Karzinosarkome aus einer Stammzelle entstanden sind. Die
Plausibilitat dieser Theorie kann nicht ausgeschlossen werden, da in einer Studie aus dem

Jahr 2011 Gene in uterinen Karzinosarkomen nachgewiesen werden konnten, die spezifisch

162 stewart CJ et al., 2013. Voutsadakis IA 2012. Lopez-Garcia MA et al., 2010. Horn et al., 2009.

McCluggage WG, 2002. Brito PA et al., 1993. Mayall F et al., 1994.
183 Kedzia W et al., 2012.
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fir die Ausbildung des Miller-Gangs sind*®4. Andererseits spricht das Vorhandensein
epithelialer Antigene in Karzinom- als auch in Sarkomanteilen*®> wiederum gegen diese

Theorie.

Wie bereits erwdhnt, wird in den letzten Jahren die Konversionstheorie samt stattgefunde-
ner Epithelial-Mesenchymaler Transition zunehmend wissenschaftlich anerkannt. Auf die in
dieser Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren wird nun im Einzelnen ndher eingegan-

gen.

Der Zinkfingertranskriptionsfaktor ZEBa stellt, Uber eine Inaktivierung des Adhasionspro-
teins E-Cadherin auf transkriptioneller Ebene, einen wichtigen Regulator der EMT dar. Die
ZEB1-Expression in Karzinosarkomen des Ovars bzw. Endometriums sowie deren Bedeu-
tung sollte in dieser Arbeit untersucht werden. Alle immunhistochemischen Farbungen der
47 Falle zeigten eine Positivitat im Zellkern. Diese war allerdings ausschliefRlich in Sarko-
manteilen der Tumore nachweisbar. In sieben Fallen konnte ZEB1 zusatzlich im Cytoplasma
nachgewiesen werden. Hier hingegen befanden sich die positiven Zellen in karzinomatosen
Tumoranteilen. Die Farbeintensitaten waren in nuklear positiven Zellen Gberwiegend stark
(51,1 % der Falle), jedoch bei cytoplasmatischer Positivitat in allen sieben Fallen maximal
schwach. Mittels Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse und Log-Rank-Test wurde das Gesamt-
Uberleben verglichen mit den unterschiedlichen Farbeintensitaten in Sarkom- und Karzi-
nomanteilen der Tumore. Im Ergebnis zeigte sich in beiden Fallen kein statistisch signifikan-
ter Unterschied hinsichtlich der Uberlebenszeiten. Wenn man die Ergebnisse dieser Arbeit
jedoch mit aktueller Literatur vergleicht, so musste eigentlich ein Unterschied erkennbar
sein. Eine Studie an Ovarialkarzinomen aus dem Jahr 2013 zeigt, dass die Inhibition von
ZEB1 eine EMT verhindern kann sowie mit einer verminderten Zellmigration und somit

66 | aut einer Publikation aus dem Jahr 2008 ist

niedrigeren Metastasierungsrate einhergeht
eine Uberexpression von ZEB1 in Endometriumkarzinomen direkt mit hoher Aggressivitat
und schlechter Prognose vergesellschaftet'®. Hierbei stellt sich natirlich die Frage, inwie-
weit man von Endometrium- und Ovarialkarzinomen auf Karzinosarkome schlieRen kann.

Die Studie von Singh et al. bestatigt allerdings auch ein Vorkommen von ZEB1 in Karzi-

184 Choijamts B et al., 2011.

Kedzia W et al., 2012.
Chen D et al., 2013.
Singh M et al., 2008.
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nosarkomen des Uterus. DariUber hinaus wurde festgestellt, dass der Transkriptionsfaktor
vor allem in Tumor-assoziiertem Stroma der Endometriumkarzinome expremiert ist. Dies
wirde auch unsere Beobachtung Uber das gehaufte Vorkommen von ZEB1 in den mesen-
chymalen bzw. sarkomatdsen Tumoranteilen untermauern. Eine andere wissenschaftliche
Arbeit aus dem Jahr 2006 besagt, dass die sarkomatdse Komponente aggressiver Ute-
rustumoren immer ZEB1 expremiert, fUr die karzinomatdse Komponente ist die Expression
jedoch nur fakultativ der Fall**®. Diese Aussage entspricht genau unseren Ergebnissen. Wa-
rum allerdings bei der vorliegenden Arbeit die Analyse der Uberlebensdaten im Vergleich
mit den unterschiedlichen Farbeintensitaten keinen signifikanten Unterschied ergeben hat,
bleibt weiterhin offen. Wenn man die verschiedenen Forschungsarbeiten miteinander ver-
gleicht, so fallen vor allem die stark unterschiedlichen Fallzahlen auf. Da es sich bei Karzi-
nosarkomen an Ovar bzw. Endometrium um sehr seltene Tumoren handelt, war es diesbe-
ziglich schwierig, ein grofRes Kollektiv zu erstellen. Leider mussten wahrend der laufenden
Untersuchungen mehrmals einzelne Falle aus dem Kollektiv herausgenommen werden.
Ursache hierfir war meist die schlechte Darstellung der Tumoranteile. Bei Berechnungen
mit relativ kleinen Fallzahlen ist die statistische Variationsbreite der Ergebnisse entspre-
chend hoch. Etwaige Vertiefungen der bisher greifbaren Ergebnisse kdnnten also durch eine

Erweiterung des Kollektivs erreicht werden.

Wie bei ZEB1 handelt es sich auch bei ZEB2 um einen sogenannten Zinkfingertranskripti-
onsfaktor, der Uber eine Unterdrickung der Transkription wichtiger Zielgene eine entschei-
dende Rolle bei der Steuerung der EMT spielt. ZEB2 bindet ebenso wie ZEB1 an die E-Box-
Elemente im proximalen Promotorbereich des E-Cadherins und inaktiviert dieses auf tran-
skriptioneller Ebene. So besagt etwa eine Studie aus dem Jahr 2013, dass ZEB2 EMT und
damit Invasion und Metastasierung induziert*®. Ziel dieser Arbeit war es unter anderem,
Karzinosarkome des Ovars bzw. Uterus auf die Expression von ZEB2 zu untersuchen und
RUckschlisse aus den immunhistochemischen Ergebnissen beziglich einer maglich stattge-
fundenen EMT zu ziehen. Bei der Auswertung des Reaktionsmusters konnten folgende Hau-
figkeiten beobachtet werden: 21 der 47 ausgewerteten Falle zeigten sowohl eine positive
Reaktion im Kern als auch im Cytoplasma, 15 Falle waren ausschlief3lich cytoplasmatisch

und sechs Falle ausschlieRRlich nukledr positiv. Weitere finf Falle wurden als komplett nega-

168 Spoelstra NS et al., 2006.

1% Nam EH et al., 2013.
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tiv eingestuft. Wie bei ZEB1 waren auch hier die positiven nukledren Anteile im Sarkom, die
positiven cytoplasmatischen Anteile im Karzinom zu finden. Die Farbeintensitaten konnten,
verglichen mit ZEB1, als deutlich weniger stark bewertet werden. Nuklear positive Zellen
waren mit einem Anteil von 8,5 % stark, mit 34 % mafRig und mit 12,8 % schwach ange-
farbt. Der Grol3teil der Praparate (44,7 %) zeigte dagegen gar keine Positivitdt im Kern. Im
Cytoplasma war die Anfarbung der Zellen maximal maRig stark ausgepragt (2,1 %). 74,5 %
der Falle liel3en eine schwache Positivitdt erkennen und 23,4 % wurden der Kategorie ,ne-
gativ" zugeteilt. Einer Studie aus dem Jahr 2006 zufolge reguliert ZEB2 in menschlichen
Brustkrebszellen die Expression von Vimentin wahrend der EMT und triggert dadurch

*7° Damals konnte sowohl eine ZEB2- als auch eine Vimentin-

Zellinvasion und Migration
Expression nur in invasiven Tumorzellen nachgewiesen werden. Eine weitere Forschungsar-
beit aus dem Jahr 2010 besagt, dass ZEB2 nicht ausschlie3lich im Zellkern maligner Tumor-

zellen vorkommt, sondern auch in deren Cytoplasma™*

. In diesen Untersuchungen, die an
einer Vielzahl unterschiedlicher Tumore durchgefihrt wurden, konnte sogar eine vorherr-
schende Expression von ZEB2 im Cytoplasma beobachtet werden. In der hier vorgelegten
Arbeit wurde ein gleichzeitiges Vorkommen positiver Zellen in Kern und Cytoplasma am
haufigsten beobachtet. Eine rein cytoplasmatische Positivitat war allerdings mit 31,9 % das
zweithdufigste Reaktionsmuster. Beim Vergleich der Uberlebensdaten der unterschiedli-
chen immunhistochemischen Farbemuster konnte ebenfalls keine statistische Signifikanz
nachgewiesen werden. Jedoch bestatigen die Kaplan-Meier-Kurven in den Graphiken 51
und 52 eine etwas bessere Prognose fir Patientinnen, bei denen keine ZEB2-Expression im
Tumorgewebe festzustellen war. Diese Beobachtung deckt sich mit den Aussagen anderer
Studien, welche behaupten, dass ein ZEB2-Vorkommen in Tumorzellen mit einer schlech-
ten Prognose bzw. Invasion und Metastasierung verbunden ist'’* *3. Wie schon bei der Dis-
kussion zu ZEB1 erwahnt, stellt auch hier die niedrige Fallzahl eine mogliche Fehlerquelle

bei der statistischen Auswertung dar, was wiederum eine Aufstockung des Kollektivs nahe-

legt.

70 Bindels S et al., 2006.

Oztas E et al., 2010.
Oztas E et al., 2010.
Sayan AE et al., 2009.
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Snail kann, ebenso wie ZEB1 und ZEB2, als Zinkfingertranskriptionsfaktor die Expression
von E-Cadherin unterdricken. Mesenchymale Gene werden dagegen hochreguliert. Als so-
genannter ,EMT-Inducer" scheint der Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle bei der Ein-
leitung der EMT zu spielen. Insbesondere aus diesem Grund wurde er in die vorliegenden
Untersuchungen mit aufgenommen. Eine Studie aus dem Jahr 2013 definiert den EMT-
Status Uber eine verminderte Expression von E-Cadherin bei gleichzeitiger nuklearer Ex-
pression von snail*’*. Die immunhistochemischen Auswertungen ergaben in 40 von 47 Féllen
eine positive Reaktion im Kern der Tumorzellen. Mit Hilfe des Remmele-Scores wurde ver-
sucht, diese Beobachtung zu quantifizieren, und es zeigten 20 Falle eine geringe, 16 Falle
eine maRige und 4 Falle eine starke snail-Expression. Als komplett negativ waren 7 einzu-
stufen. Ein Unterschied in der Hohe des Remmele-Scores zwischen homolog und heterolog
differenzierter Karzinosarkome konnte mit p=0,921 nicht festgestellt werden. Auch bei der
Analyse der Uberlebensdaten in Abhangigkeit der snail-Positivitat (p=0,187) und der Hohe
des Remmele-Scores (p=348) wurden statistisch keine signifikanten Unterschiede im Ge-
samtUberleben ermittelt. Jedoch war es moglich, in den Kaplan-Meier-Kurven (Graphik 53
und 55) und im Boxplot-Diagramm (Graphik 54) ein besseres Uberleben bei geringerer snail-
Expression abzulesen. Dies konnte indirekt die Aussage einer Studie aus dem Jahr 2009 un-
terstutzen, die besagt, dass der Nachweis von snail mit einem hoheren Vorkommen von
Fernmetastasen vergesellschaftet ist"/>. Da in unserem Kollektiv insgesamt nur bei finf Pa-
tientinnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Fernmetastasen diagnostiziert wurden,
kann Uber den Zusammenhang von Fernmetastasen und einer snail-Positivitat keine ausrei-
chende Antwort gegeben werden. Interessanterweise waren aber genau alle der funf ge-
nannten Patientinnen snail-negativ. Diese Beobachtung Uberrascht, ist aber mit grof3er
Wabhrscheinlichkeit auf die geringe Anzahl (n=5) der Patientinnen mit diagnostizierten
Fernmetastasen zurickzufihren. Inwiefern snail ein spezifischer Marker fir eine stattfin-
dende EMT sein kann, bleibt weiterhin fraglich, da eine Publikation aus dem Jahr 2013 die
Beobachtung schildert, dass der Transkriptionsfaktor nicht ausschlieBlich auf maligne Zel-

len begrenzt, sondern auch in gesunden Oberflachenepithelien des Ovars exprimiert ist'7°.

7% Tanaka Y et al., 2013.

Polyak K, Weinberg RA. 2009.
Wakahashi S et al., 2013.
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Dem Tumorsuppressor p53 wird eine zentrale Funktion bei der Kontrolle des Zellwachs-
tums zugeschrieben. Er kann eine Inhibition des Zellzyklus (Zellzyklus-Arrest) oder die Tran-
skription von Apoptose-Mediatoren hervorrufen, was somit den Zelluntergang zur Folge
hat. Da in ungeféhr 55% aller menschlichen Tumore eine p53-Mutation nachgewiesen wer-
den kann und da das Protein eine wichtige Rolle bei der Regulierung der EMT zu spielen
scheint, wurde es ebenfalls Gegenstand unserer immunhistochemischen Untersuchungen.
Dabei konnte in 76,6 % der Falle eine nukleare Farbung von p53 im Tumorgewebe nachge-
wiesen werden. Nur ein einzelner Fall zeigte eine cytoplasmatische Reaktion, wahrend die
restlichen zehn Falle Gberhaupt nicht reagierten. Hinsichtlich der Lokalisation konnte in
beiden Tumoranteilen, also sowohl in Karzinom als auch in Sarkom, positive Zellen ausfin-
dig gemacht werden. Mit einem p-Wert von 0,026 war es moglich, einen statistisch signifi-
kanten Unterschied zwischen homologer und heterologer Differenzierung beziglich der
Hohe des p53-Remmele-Scores festzustellen. Dieser war bei heterologer Differenzierung im
Durchschnitt hoher als bei homologer. Bei der Uberlebensanalyse war zwischen den einzel-
nen Gruppen unterschiedlicher p53-Expression sowie der Hohe des Remmele-Scores kein
signifikanter Unterschied ausfindig zu machen. Auch die dazugehdérigen Graphiken zeigen
keine relevanten Differenzen im GesamtUberleben. Einer im Jahr 2009 veréffentlichten
Studie zufolge finden sich p53-positive Zellen sowohl in mesenchymalen als auch in epithe-
lialen Anteilen der Tumore™’. Diese Annahme kann durch die durchgefihrten Untersuchun-
gen im Rahmen unserer Arbeit bestatigt werden, da 45,9 % der Praparate eine gleichzeitige
Positivitat sowohl in Karzinom- als auch in Sarkomanteilen der Malignome aufgewiesen
haben. Eine weitere wissenschaftliche Untersuchung hat gezeigt, dass p53 aus dem Kern ins
Cytoplasma transportiert werden kann, wodurch ps53 in der eigentlichen Funktion gestort
wird7. Leider war eine Uberprifung dieses Phanomens in der vorliegenden Arbeit nicht
moglich, da nur ein Fall aus unserem Kollektiv eine cytoplasmatische Positivitat gezeigt hat
und dieser wiederum bei der Uberlebensanalyse zensiert werden musste. Dass mutiertes
p53 zu Tumorprogression und Metastasierung fUhrt, belegt zusatzlich eine Studie aus dem
Jahr 2013, in der mutiertes p53 einen Proteinkomplex mit ZEB2 und p63 eingeht und so Uber

eine Hemmung des p63-Proteins eine gesteigerte snail-Aktivitat und somit die Einleitung

" Horn et al., 2009.

178 Haupt et al., 1997.
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der EMT bedingt™”®. Daruber hinaus konnte in derselben Studie eine p53-Mutation in nahezu
96% der untersuchten serdsen Ovarialkarzinome festgestellt werden. Diese Beobachtung
unterstreicht die zentrale Rolle des p53-Proteins bei Tumorwachstum, Metastasierung und

somit auch bei der Epithelial-Mesenchymalen Transition.

In Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit und im Hinblick auf die aktuelle Literatur scheint
eine stattgefundene EMT bei Karzinosarkomen des Ovars und Uterus sehr wahrscheinlich
zu sein. Dass alle vier untersuchten Faktoren in den 47 Praparaten immunhistochemisch
nachweisbar waren, dirfte — insbesondere unter Bericksichtigung aktueller Forschungsar-
beiten — den Hinweis auf eine stattgefundene Epithelial-Mesenchymale Transition darstel-
len. So konnte etwa bei allen Préparaten eine nukledre ZEB1-Positivitat festgestellt werden.
ZEB2 war nur in funf Fallen komplett negativ und snail zeigte in 40 von 47 Fallen ebenfalls
eine nukledre Positivitat. Auch p53 war mit 76,6% der Falle in den Zellkernen nachweisbar.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Transkriptionsfaktoren ZEB1, ZEB2, snail und
das p53-Protein entscheidende Funktionen bei der Entstehung und Progression von malig-
nen mesodermalen Millerschen Mischtumoren (MMMT) innehaben. Dariber hinaus spre-
chen Beobachtungen wie das Vorkommen sowohl epithelialer als auch mesenchymaler
Marker in den Sarkomanteilen der Tumore fir die Konversionstheorie. Auch der Nachweis
von identischen p53-Proteinen in MMMTs und hochmalignen Endometriumkarzinomen®®°
ist ein Hinweis auf eine stattgefundene metaplastische Umwandlung des Karzinomgewe-
bes. Die karzinomatdse Komponente scheint im Hinblick auf Aggressivitdt und Prognose

aulRerdem der dominante Teil der Karzinosarkome zu sein®®*

. Es wurde zudem festgestellt,
dass Metastasen in bis zu 94% aller Falle rein karzinomatos oder karzinosarkomatos, aber
nur selten rein sarkomatos sind*®. In der Summe ist deshalb zu resimieren, dass die ge-
nannten Argumente — in Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit — das Zutreffen der
Konversionstheorie noch wahrscheinlicher machen. WeiterfGhrende Ergebnisse kdnnten im

Rahmen molekularpathologischer Untersuchungen und eventuell unter Einbezug breiterer

Patientenkollektive erbracht werden.

" HuJetal., 2013.

Taylor NP et al., 2006.

Taylor NP et al., 2006.

Uterine Sarkome und Mischtumoren, Kéhler und Evert, 2009, S.179-184.
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5. Zusammenfassung

Karzinosarkome oder maligne mesodermale Millersche Mischtumoren (MMMT) sind sehr
seltene, hochmaligne Tumoren der Frau, die vor allem im Corpus, seltener in der Cervix ute-
ri, und in den Ovarien auftreten. Bei 2-3% der Uterusmalignome und weniger als 1% der
Ovarialtumore handelt es sich um Karzinosarkome. Die Bezeichnung Mischtumor erklart
sich durch das gleichzeitige Auftreten von karzinomatdsen und sarkomatdsen Anteilen im
gleichen Tumor. In Abhangigkeit von der sarkomatésen Komponente unterscheidet man
zwischen homologen und heterologen Karzinosarkomen. Der heterologe Typ besteht —
neben entartetem Uterus- bzw. Ovarialgewebe — zusatzlich aus Knorpel, Knochen, Fettge-
webe oder Skelettmuskulatur. Die Prognose eines diagnostizierten Karzinosarkoms ist
schlecht und geht mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 30-40% fUr das uterine und
unter 10% fir das ovarielle Karzinosarkom einher. Viele Aspekte dieser Tumore sind bis
heute ungeklart. Vor allem die Frage nach der Entstehung der Karzinosarkome ist weiterhin
Gegenstand vielfacher Diskussionen. Jedoch gibt es mittlerweile zahlreiche Hinweise, die
das Zutreffen der sogenannten Konversionstheorie vermuten lassen. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte anhand immunhistochemischer Methoden die Gultigkeit dieser Theorie samt
der damit verbundenen Epithelial-Mesenchymalen Transition (EMT) untersucht werden. Bei
der EMT handelt es sich um einen Prozess, bei dem Epithelzellen in Zellen mit mesen-
chymalen Eigenschaften Ubergehen, was somit einer Phanotyptransition gleich kommt.
Hinsichtlich der Entstehung der Karzinosarkome bedeutet dies, dass die sarkomatdse Kom-
ponente aus der karzinomatdsen entstanden ist. Ziel dieser Arbeit war es, die an der EMT
beteiligten Transkriptionsfaktoren ZEB1, ZEB2, snail sowie das p53-Protein in ihrem Expres-
sionsverhalten speziell bei Karzinosarkomen zu untersuchen. Hierzu wurden Gewebeproben
von 47 —in den Jahren 1988 bis 2005 gesammelten — Fallen immunhistochemisch angefarbt
und mikroskopisch ausgewertet. Das mittlere Erkrankungsalter der Patientinnen betrug 69
Jahre. Bei 30 Fallen handelte es sich jeweils um ein Malignom des Ovars, in den restlichen 17
Fallen war der Tumor uterin lokalisiert. Beziglich der Differenzierung konnten 24 Maligno-
me in homologe und 23 Malignome in heterologe Karzinosarkome eingestuft werden. Die
Auswertung der immunhistochemischen Farbungen zeigte bei allen Praparaten eine nukle-
are ZEBa-Positivitat in den sarkomatdsen Tumoranteilen. Diese waren zu 51% stark ange-
farbt. Weitere 7 Falle wiesen eine schwache cytoplasmatische Reaktion auf, die allerdings

nur in den Karzinomkomponenten zu beobachten war. ZEB2 zeigte in 45% der Falle sowohl
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nukledre als auch cytoplasmatische, in 32% der Falle eine rein cytoplasmatische und in 13%
der Falle eine rein nukleare Positivitat. Wie bei ZEB1 waren auch hier die positiven nukle-
aren Anteile im Sarkom, die postiven cytoplasmatischen Anteile im Karzinom zu finden,
allerdings mussten die Farbeintensitaten deutlich schwacher eingestuft werden (lediglich
9% stark nukledr positiv, cytoplasmatisch maximal maRig positiv in 13% der Falle). Der
Transkriptionsfaktor snail zeigte ausschlieRlich im Kern eine Positivitat (85% der Félle) und
nicht im Cytoplasma der Tumorzellen. Jedoch konnte man die angefarbten Zellen sowohl in
Karzinom- als auch in Sarkomkomponenten der Tumore finden. Anhand des Remmele-
Scores wurden 20 Falle mit geringer, 16 mit mafiger und 4 mit starker snail-Expression
nachgewiesen. Der Tumorsuppressor p53 war in 77% der Falle ebenfalls in den Zellkernen
der Karzinom- und Sarkomanteile zu finden. Nur ein Fall zeigte eine schwach positive Reak-
tion im Cytoplasma. Auch hier konnte mit Hilfe des Remmele-Scores in 11 Fallen eine gerin-
ge, in 16 eine maliige und in 10 eine starke Expression ermittelt werden. Ein statistisch sig-
nifikanter Unterschied (p=0,026) zwischen homologer und heterologer Differenzierung be-
ziglich der Hohe des p53-Remmele-Scores wurde zusatzlich festgestellt. Dieser war bei
heterologer Differenzierung im Durchschnitt hoher als bei homologer. Die Ergebnisse dieser
Arbeit, insbesondere die immunhistochemische Nachweisbarkeit der untersuchten Fakto-
ren, deuten darauf hin, dass ZEB1, ZEB2, snail sowie p53 bei der Entstehung und Progressi-
on von Karzinosarkomen durchaus von Bedeutung sind. Eine stattgefundene Epithelial-
Mesenchymale Transition scheint somit wahrscheinlich zu sein, was die Gultigkeit der Kon-
versionstheorie unterstUtzt. Es ware denkbar, dass weiterfUhrende Ergebnisse unter Einbe-
zug breiterer Patientenkollektive und im Rahmen molekularpathologischer Untersuchun-

gen erbracht werden konnten.
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