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1 Einleitung
1.1 Zervixkarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Das Zervixkarzinom ist weltweit eines der haufigsten Genitalkarzinome
der Frau, wobei durch die Einflhrung und Verbreitung der von Papanicolaou
und Traut entwickelten zytologischen Vorsorgeuntersuchungen die Inzidenz der
Karzinome auf Kosten der Diagnose préainvasiver Lasionen zurlickgegangen ist
— das gilt zumindest fir die Industrienationen mit hohem soziookénomischem
Status. Weltweit steht es jedoch bei Frauen an dritter Stelle nach dem Mamma-
und dem Kolonkarzinom . Pro Jahr bekommen insgesamt 370.000 Frauen die
Diagnose eines Gebarmutterhalskarzinoms. Fir Deutschland wird diese Zahl
auf ungefahr 4600 pro Jahr geschatzt ', 2 Somit ist das Zervixkarzinom in
Deutschland auch nur an zehnter Stelle der bésartigen Neubildungen der Frau
8. Durch die multimodale Therapie ist in Deutschland die altersstandartisierte
Mortalitat auf einem stabilen niedrigen Niveau von 2,6/100.000. Fur Lander
ohne Screening-Programme und mit nur begrenzten Therapiemdglichkeiten wie
fir die Staaten des afrikanischen Kontinents ist die Inzidenz 4 mal héher und
die Mortalitit 10 mal hdher 3. Durch das verbesserte Langzeitiiberleben der
vorwiegend jlungeren betroffenen Patientinnen (Altersgipfel deutlich friher als
bei den meisten anderen genitalen Malignomen der Frau) ist in Deutschland die
Entwicklung von schonenden morbiditatssenkenden Therapieformen in den
Vordergrund getreten.

Das durchschnittliche Alter bei Diagnose invasiver Lasionen liegt bei 50
Jahren, wobei dieses bei In-Situ-Karzinomen deutlich friher liegt — bei 35
Jahren *. Der Nachweis eines der relevantesten Risikofaktoren wiederum, der
HPV-Infektion, erfolgt dabei bereits ungeféhr ein Jahrzehnt friher (Altersgipfel
zwischen dem 20. und 24. Lebensjahr).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Humane Papillomaviren und viralbedingte Onkogenese

Der Hinweis auf diesen wichtigen Risikofaktor hat sich aus der Beobachtung
ergeben, dass das Zervixkarzinom bei sexuell aktiven Frauen und praktisch nie
bei Jungfrauen vorkommt. Die Durchseuchung mit dem Virus beginnt mit
Aufnahme der sexuellen Aktivitat, erreicht ihren Gipfel zwischen dem 15. und
25. Lebensjahr und hat Pravalenzen je nach Kollektiv und Nachweismethode
zwischen 5 und 30% °. Der Riickgang der nachweisbaren HPV-Infektionen im
spateren Lebensalter kénnte sich einerseits durch Abnahme der Zahl der
Sexualpartner, andererseits durch die erfolgreiche Infektionsbekdmpfung bei
steigender Immunkompetenz erklaren.



Je nach Kanzerogenesepotential unterscheidet man bei den Viren low risk
(HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44 , 54), intermediate risk (HPV 33, 35, 51, 52) und high
risk Gruppen (HPV 16, 18, 31, 45). Obwohl Infektionen mit HR-HPV-Viren
meistens innerhalb 12-18 Monaten remittieren und danach erfolgreich vom
Immunsystem eliminiert werden, kdnnen sie in 10% der infizierten Frauen
langerfristig persistieren und zur malignen Entartung fiihren ©. Die beiden high
risk-Typen HPV-16 und HPV-18 findet man in 50-60%, beziehungsweise in 10-
20% der malignen Zervixtumoren ’, 8. Umgekehrt findet man in > 99% der
Zervixkazinome HPV-DNA °. Die Geninformation des HPV-Virus verteilt sich auf
kodierenden (early genes: E1, E2, E4, E5, E6, E7 fUr die frihe Virusreplikation
und late genes L1, L2 fiir Kapsidproteine) und nicht kodierenden Regionen .
Die Proteinprodukte von den Onkogenen E6 und E7 spielen dabei die
entscheidende Rolle bei der malignen Transformation der Plattenepithelzellen
der Zervix, indem sie die physiologischen Tumorsuppressoren Rb (Interaktion
mit E6/E7) und p53 (Interaktion mit E7) ausschalten (siehe Abb. 1) '°. Das Rb-
Protein verhindert in seiner Funktion als Tumorsuppressorgen normalerweise
die Freisetzung der Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie und blockiert somit
den Zellteilungsprozess ©, siche Abb. 1. Das p53-Protein ist wiederum in seiner
Rolle als Tumorsuppressor vor allem fiir die Apoptoseeinleitung zustandig ™.
Nach anfanglicher Infektion kann sich die DNA des Virus dabei als Episom
parallel zur Zellteilung replizieren °. Das ist einer noch latenten Persistenz
gleichzusetzen. Am Anfang der malignen Entartung steht dann die Integration
des Virusgenoms in das humane Genom. Die Entstehung von malignen
Neoplasien hangt dabei von einer Reihe von Faktoren ab - der
Immunkompetenz der Patientin, dem onkogenen Potential des Virustyps und
ganz wesentlich von der Integration der zunachst episomal vorliegenden DNA in
das Wirtsgenom mit Uberexpression von E6 und E7.

Wahrend eine HPV-Infektion nicht zwingend eine Neoplasie hervorbringt,
zeigen Studiendaten, dass in 99% aller Zervixkarzinome und dessen Vorstufen
HPV-DNA nachweisbar ist °, . Bei 70-80% heilt die Infektion folgenlos mit
Ausbildung einer Immunitat fir 12-18 Monate aus, 20% der infizierten
Patientinnen entwickeln eine subklinische und 10% eine manisfeste Infektion
und 2-3% davon wiederum schwere Dysplasien. Diese gehen nun mit einer
Wahrscheinlichkeit von 30-50% in ein invasives Karzinom tber .
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Abb. 1 Das Bild zeigt die Integration der viralen DNA in das humane Genom und die Blockade von den
Tumorsuppressorgenen p53 (durch E6) und (Rb durch E7). .

Die verschiedenen Dysplasiegrade haben entsprechend ein unterschiedliches
Entartungspotential wie die Tabelle 1 zeigt (schwere Dysplasien fihren zum
Beispiel haufiger zur malignen Entartung). Neuere Studien beschéftigen sich
deswegen vor allem mit dem Regressionspotential von schweren Dysplasien
wie CIN 2/3. Der HPV-Status kann dazu zur Risikostratifizierung genutzt
werden. HPV-16-positive CIN 2 Lé&sionen zeigen namlich eine hohere
Persistenzneigung '3. Trimble et al. weisen in Ihrer Studie eine Regressionsrate
von 28% von CIN 2 / CIN 3 innerhalb von 15 Wochen und zeigen ebenfalls,
dass die HPV-16-positive Lasionen ein niedrigeres Regressionspotential haben.
Von den HPV-16-positiven Patientinnen erlangten zudem diese mit der
niedrigeren Viruslast die Remission '*. Durch die HPV-Genotypisierung kénnen
somit HPV-16-negative Frauen mit CIN 2 / ASCUS / LSIL von weniger
invasivem Vorgehen profitieren.

Dysplasiegrad n Regression Persistenz Progression Invasion
(%) (%) (%) (%)
4505 57 32 11 1
2247 43 35 22 5
767 32 <56 - 12

Tab. 1 Progressionsneigung der prékanzerésen Zervixlésionen.



Weitere Risikofaktoren

Sexuelle und reproduktive Faktoren wie frihe Kohabitarche, Anzahl der
Sexualpartner und Multiparitat korrelieren eng mit der Wahrscheinlichkeit einer
HPV-Infektion, wodurch auch das Erkrankungsrisiko steigt. Das sind deswegen
keine unabhangigen Risikofaktoren . Mit der Entdeckung der zentralen Rolle
von HPV in der Onkogenese ist die Bedeutung dieser Risikofaktoren relativiert.
Das Rauchen und die karzinogene Wirkung von polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen kann allerdings als ein HPV-unabhangiger Faktor
postuliert werden ''. Das hat vor allem Roura et al. in der EPIC-Cohort-Study
nachgewiesen, die tUber 300.000 Frauen verlaufsbeobachtet hat, ein zweifach
héheres Risiko fiir CIN 3 / Carcinoma in situ / invasiven Zervixkarzinom bei
Raucherinnen sowie eine zweifache Risikoreduktion nach Expositionsstop
zeigt. Dabei wurden die Ergebnisse anhand von serologischem Nachweis von
L1-Antikdrpern fir multiple HPV-Genotypen fiir HPV adjustiert '°.

Eine allgemeine Immunsuppression, wie sie im Rahmen einer HIV-Infektion '°,
einer Organtransplantation ' oder Immunsuppressiva-Einnahme ' auftritt
beziehungsweise erwilnscht ist, erhéht ebenfalls die Detektionsrate von
Papillomaviren und die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten oder fehlender
Remission von zervikalen Dysplasien. Eine leichte gestationsbedingte
Immunschwéache kann ebenfalls die Erklarung fir den erhéhten HPV-Nachweis
und dysplastischen Veranderungen in der Schwangerschaft sein ™.
Ovulationshemmereinnahme als weiterer Risikofaktor Uber einen langeren
Zeitraum (mehr als 3 Jahre) ist laut Vanakankovit et al. (2008) mit einem
statistisch signifikant erhéhten Risiko flr das Zervixkarzinom verbunden (OR
2.57), wohingegen eine Einnahme fir weniger als 3 Jahre keine Korrelation zu
dieser Tumorentitat zeigt. Deswegen ist die Durchfiihrung eines Screenings
mittels PAP-Abstrichen bei Langzeitanwenderinnen von oralen Antikonzeptiva
von besonderer Bedeutung. '°.

1.1.3 Préavention

Primare Pravention

Die primare Pravention ist zweifelsohne die effektivste Form von Pravention
sowohl des Zervixkarzinoms als auch von seinen Vorstufen. Nach dem
Herauskristallisieren des onkogenen Potentials des HPV-Virus wurden
Impfungen entwickelt, die leere Viruskapside ohne onkogene HPV-DNA
enthalten und eine Immunitdt induzieren sollen. Es gibt derzeit einen
tetravalenten Impfstoff zur Prophylaxe der Ansteckung mit HPV Typ 6, 11, 16
und 18 und einen bivalenten, der nur die High-Risk-HPV-Typen 16 und 18
abdeckt. Der tetravalente Impfstoff bietet zusatzlich Schutz vor Condylomata
acuminata durch den Schutz vor HPV-Typ 6 und 11 . In der groBen Studie
,Efficacy of human papillomavirus (HPV)-16/18 ASO04-adjuventet vaccine
against cervical infection and precancer caused by oncogenic HPV types” (=



Papilloma Trial against Cancer in young Adults oder PATRICIA)* wurde die
Effizienz des Impfstoffes Cervarix (gegen HPV-16 und -18) in der Verhinderung
von CIN 2-Lasionen, die HPV assoziiert waren, gepriift 2'. Der Erfolg in der
Gruppe ungeachtet des HPV-Status (reprasentiert die normale Bevdlkerung) lag
bei 30,4% gegenlber der Kontrolle (durchgeflhrte Hepatitis A Impfung). In der
Gruppe ohne HPV-Infektion mit onkogenen Viren (reprasentiert Frauen vor dem
ersten Sexualkontakt) ist der Erfolg bei 70,2% gewesen. Die Erfolgsraten fur die
Verhinderung von CIN 3 sind sogar héher ausgefallen — 33,4% in der ersten
(Normalpopulation ungeachtet des HPV-Status) und 87,0% in der zweiten
Gruppe (HPV-negativen Frauen). Durch eine Kreuzprotektion verhinderte die
Impfung sogar CIN 2-L&sionen, die mit anderen onkogenen Viren assoziiert
waren und nicht durch die Impfung abgedeckt waren (insbesondere HPV-31,
HPV-33 und HPV-45) 2", Laut Hillemanns et al. wiirde durch die HPV-Impfung in
Zukunft bei 120 vor ihrem Geschlechtsverkehr geimpften M&dchen ein
Zervixkarzinom und in 4 weiteren Fallen behandlungspflichtige Dysplasien
verhindert werden ?°. Die Standige Impfkommission (STIKO) am Robert Koch-
Institut hat somit 2014 eine Empfehlung zur generellen Impfung gegen HPV fur
alle Madchen von 9 bis 14 Jahren zur Primarpravention des Zervixkarzinoms
ausgesprochen 2*. Die Frilherkennung mittels PAP-Abstrich sollte allerdings
weiterhin erfolgen, da die Impfung gegen HPV-16 und HPV-18 vor Infektion mit
anderen onkogenen Virustypen nicht schitzt und derzeit bekannt ist, dass 30%
der Zervixkarzinomerkrankungen mit anderen onkogenen HPV-Typen als HPV-
16 und -18 assoziiert sind ?°. Die Grundlage fiir die Altersempfehlung ist, dass
74% der Infektionen mit HPV im Alterskollektiv zwischen 15 und 24 Jahren
beobachtet werden und die Pravalenz der Infektion mit zunehmendem Alter
abfallt %. Die Pravalenzzahlen beriicksichtigen allerdings nicht, dass in 70-90%
der Falle eine Spontanremission erfolgt und in 1-2 Jahren keine HPV-DNA mehr
nachweisbar ist, das hei3t es ist ein dynamischer Prozess vieler Neuinfektionen
und Remissionen ’.

Eine weitere Kernaussage der bisherigen Forschung ist, dass bereits
bestehende HPV-Infektionen und Folgeerkrankungen wie zum Beispiel CIN,
VIN, VAIN durch eine Impfung nicht therapiert werden kénnen ?°. In der Studie
von Hildesheim et al. “Effect of Human Papillomavirus 16/18 L1 Viruslike
Particle Vaccine Among Young Women With Preexisting Infection” wurden
speziell zur Erforschung des Therapiepotentials einer HPV-Impfung HPV-DNA-
positive Frauen rekrutiert und mit HPV-16/18 L1 protein viruslike particle AS04
oder Hepatitis-A-Vakkzine als Kontrolle geimpft #’. Das Ergebnis zeigte keine
erhéhten Remissionsraten und keine erhdhte Viruseliminierung in der Gruppe
mit der durchgefihrten HPV-Imfpung. Das Ziel der Impfung ist und bleibt folglich
die Priméarpravention von Neuinfektionen und den damit assoziierten
Erkrankungen.



Sekundére Prédvention

A.) Zytologie

Bei der sekundaren Pravention spielt der PAP-Abstrich sowie die Kenntnis zum
Aufbau der Portioschleimhaut die entscheidende Rolle. Die Ektozervix ist von
einem nicht verhornenden Plattenepithel bedeckt, wahrend die Endozervix ein
einschichtiges drisenreiches Zylinderepithel an der Oberflache tragt. Wahrend
bei der geschlechtsreifen Frau die Transformationszone (die Grenze zwischen
den Epithelienarten mit hoher Zellteilungsaktivitdt) an der Portiooberflache zu
identifizieren ist, ist sie bei jungen Madchen sowie bei postmenopausalen
Frauen nach endozervikal verschoben, wo sie auch schwerer zuganglich fir die
makroskopische Beurteilung ist. Diese Transformationszone ist der Bereich, in
dem vor allem das Zervixkarzinom entsteht und dessen Zellen bei der
Abstrichentnahme miterfasst werden sollten ©.

Zur Bewertung des gewonnenen Materials werden die zwei verbreitetsten
Nomenklaturen verwendet — die nach Papanicolaou (das “Minchner Schema”)
und das Bethesda-System ®. Eine Ubersicht ist in der Tabelle 2 dargestellt.



Gruppe
PAP 0
PAP |
PAP Il-a
PAP 11
PAP ll-p
PAP ll-g
PAP Il-e
PAP 111
PAP llI-p
PAP llI-g
PAP Ill-e
PAP 111-x
PAP 11ID
PAP 11ID1
PAP 11ID2
PAP IV

Definition

Unzureichendes Material — Abstrichwiederholung
Unaufféllige Befunde — Abstrich im Vorsorgeintervall
Unauffallige Befunde bei aufféalliger Anamnese
— ggf. zytologische Kontrolle wegen
auffalliger Anamnese (zytologischer /
histologischer / kolposkopischer / klinischer
Befund)
Befunde mit eingeschrankt protektivem Wert
Plattenepithel mit geringgradigen Kernveranderungen
als bei CIN1
— zytologische Kontrolle evtl. nach
Entzindungsbehandlung und/oder
hormoneller Aufhellung

Zervikale Driisenzellen mit Anomalien, die Gber das

Spektrum reaktiver Verdnderungen hinausreichen
— zytologische Kontrolle evtl. nach
Entziindungsbehandlung

Endometriumzellen bei Frauen > 40. Lebensjahr in
der zweiten Zyklushélfte
— klinische Kontrolle unter Berlicksichtigung
von Anamnese und Befund
Unklare bzw. zweifelhafte Befunde
CIN2/CIN3/Plattenepithelkarzinom nicht
auszuschlieBen
— Differentialkolposkopie, evil. kurzfristige
zytologische Kontrolle nach
Entziindungsbehandlung und/oder
hormoneller Aufhellung

Ausgepragte Atypien des Driisenepithels, invasives
Adenokarzinom nicht auszuschlieBen
— Differentialkolposkopie

Abnorme endometriale Zellen (insbesondere
postmenopausal)
— Weiterflihrende klinische Diagnostik, ggf.
mit histologischer Klarung)

Zweifelhafte Driisenzellen ungewissen Ursprungs
— Weiterfilhrende Diagnostik (z.B. Abrasio,
Differentialkolposkopie)

Dysplasiebefunde mit grésserer

Regressionsneigung

Zellbild einer leichten Dysplasie analog CIN1
— Zytologische Kontrolle in 6 Monaten, bei
Persistenz langer als 1 Jahr
Differentialkolposkopie

Zellbild einer maBigen Dysplasie analog CIN2
— Zytologische Kontrolle in 3 Monaten, bei
Persistenz langer als 6 Monate
Differentialkolposkopie

Unmittelbare Vorstadien des Zervixkarzinoms, die
Differentialkolposkopie und Therapie erfordern

Korrelat im Bethesda-System

NILM
NILM

ASC-US (atypical squamous cells
of undetermined significance)

AGC endocervical NOS (Atypical
glandular endocervical cells not
otherwise specified)

Endometrial cells

ASC-H (Atypical cells of
undetermined significance cannot
exclude HSIL)

AGC endocervical favor
neoplastic (Atypical glandular
endocervical cells favor
neoplastic)

AGC endometrial (Atypical
glandular endometrial cells)

AGC favor neoplastic (Atypical
glandular cells favor neoplastic)

LSIL (low-grade squamous
intraepithelial lesion)

HSIL (high-grade squamous
intraepithelial lesion)



PAP IVa-p | Zellbild einer schweren Dysplasie/eines Carcinomain  HSIL
situ analog CIN3

PAP IVa-g | Zellbild eines Adenocarcinoma in situ AIS (Adenocarcinoma in situ)
PAP IVb-p | Zellbild einer CIN3, Invasion nicht auszuschlieBen HSIL with features suspicious for
invasion
PAP 1Vb-g Zellbild eines Adenocarcinoma in situ, Invasion nicht AIS with features suspicious for
auszuschlieBen invasion
PAP V Malignome, die weiterfiihrende Diagnostik mit

Histologie und Therapie erfordern

PAP V-p Plattenepithelkarzinom Squamous cell carcinoma
PAP V-g Endozervikales Adenokarzinom Endocervical adenocarcinoma
PAP V-e Endometriales Adenokarzinom Endometrial adenocarcinoma
PAP V-x Andere Malignome, auch unklaren Ursprungs Other malignant neoplasms

Tab. 2 Gegeniberstellung der Minchner und Bethesda-Nomenklaturen zur Beschreibung
histologischer und zytologischer Befunde an der Zervix uteri sowie der jeweils empfohlenen
MaBnahmen .

B.) HPV-DNA-Nachweis

Zu den zusatzlichen wund sinnvollen diagnostischen Mdaglichkeiten (in
Deutschland noch nicht in der Jahreskontrolle einbezogen), vor allem bei
wiederholtem PAP IIID (CIN 1 bzw. CIN 2) Gber mehr als 1 Jahr indiziert, gehort
die HPV-Hybridisierung. Bei der Untersuchung von 60.000 Frauen zeigt eine
Meta-Analyse, dass der HPV-Nachweis als Mittel zur Identifikation von Frauen
mit CIN Il und CIN Il deutlich sensitiver als die konventionelle Zytologie ist
(96.1% vs. 53.0%), aber weniger spezifisch (90.7% vs. 96.3%) *', % Das heift,
Frauen mit negativem HPV-Nachweis-Ergebnis haben ein geringeres Risiko fur
CIN 3+ Lasionen und Karzinom als Frauen mit zytologisch negativem Ergebnis
— das Risiko fur CIN 3+ Lasionen nach negativem HPV-Nachweis oder Co-Test
(HPV-Nachweis + Zytologie) ist 0,27% bzw. 0,28%, wahrend nach alleinigem
negativem Zytologieresultat das 6-Jahres-Risiko flir CIN 3+ bei 0,97% deutlich
héher liegt *. Diese Korrelation zeigt auch das Ergebnis in der Studie von Katki
et al. “Cervical Cancer Risk for 330,000 Women Undergoing Concurrent HPV
Testing and Cervical Cytology in Routine Clinical Practice at a Large Managed
Care Organization” — das 3-Jahres-Risiko fir CIN3+ ist nach alleiniger negativer
Zytologie gleich wie das 5-Jahres-Risiko nach alleinigem negativem HPV-
Nachweis (0,17%) **, siehe Abb. 2 a). Das ist auch der Grund dafir, dass bei
der Anwendung eines Co-Verfahrens (Zytologie und HPV-Nachweis) das
Screeningintervall von 3 auf 5 Jahren verlangert werden kann.
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Abb. 2 a) Das Diagramm zeigt, dass der HPV-Test die Hochrisiko-Patientinnen effektiver
entdeckt - HPV-positive Frauen bei Studienbeginn haben héheres CIN3+ Risiko als Pap-
positive in den nachsten 5 Jahren. Die zweite Grafik zeigt die noch bessere prognostische
Bedeutung vom Co-Test (HPV-Test und Zytologie). b) Das Diagramm soll das niedrige Risiko
eines HPV-negativen ASC-US (Atypical squamous cells of undetermined significance oder PAP
[I-p nach der neuen Minchner Nomenklatur) zeigen. Das soll zur besseren Triage von
Patientinnen mit ASC-US-Zytologie fihren (bei HPV-Positivitdt sollte die kolposkopische
Kontrolle erfolgen, bei HPV-Negativitat regulare Kontrollen) ,

Wahrend die Sensitivitdt des HPV-Nachweisverfahrens in allen Altersgruppen
unbeeinflusst bleibt, steigt die Spezifitdt mit dem Alter. Verantwortlich flir das
Ph&nomen ist die hohe Pravalenz der transienten HPV-Infektionen unter jungen
Frauen (90% der Infektionen sind in 2 Jahren nicht mehr nachweisbar %), die
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einen  virologischen  Nachweis als  Screening-Verfahren  wesentlich
unspezifischer als die Zytologie macht. Dieser Fakt ist auch die Grundlage far
die Empfehlung der HPV-DNA-Sequenzierung als Screeningverhalten erst ab
dem 30. Lebensjahr in den USA.

Neben der obengenannten Indikation fir die HPV-Hybridisierung (wiederholte
PAP IlID-Resultate, Co-Testung ab dem 30. Lebensjahr) stellt der DNA-
Nachweis der HPV-Viren die sensitivere und gleich spezifische Variante fir die
Erkennung von CIN 2/3 oder ggf. invasiven Karzinomen bei Frauen mit
atypischen Abstrichen - ASC-US (Atypical squamous cells of undetermined
significance) - als die Zytologie *', % dar. Also im Falle eines ASC-US wére die
HPV-Testung statt die wiederholte zytologische Untersuchung empfohlen. Dies
wird in Amerika auch in der Triage von Patientinnen mit ASC-US angewendet -
bei HPV-Negativitdt werden regulare Kontrollen weitergefihrt, bei HPV-
Positivitdt werden ASC-US Patientinnen entsprechend dem hdheren
Progressionsrisiko einer Kolposkopie zugefiihrt (siche Abb. 2 a) und b)), .
Dariber hinaus wurde ebenfalls gezeigt, dass das Vorhersagerisiko fur die
Rekurrenz der CIN nach behandelten héhergradigen Zervixdysplasien durch die
HPV-Testung besser eingeschatzt wird als im Zytologieverfahren * und die
HPV-Persistenz als wichtiger prognostischer Faktor nach Therapie von
Bedeutung ist *’.

C.) Kolposkopie

Die Kolposkopie ist eine entscheidende und informative
Untersuchungsmethode vor allem bei auffélligen zytologischen Abstrichen.
Zuerst erfolgt die makroskopische Beurteilung und in der Folge werden
aufféllige Bereiche chemisch behandelt — mittels Essigsaure (meistens 5%)
sowie Jod °'. Kernreiche Bereiche mit entsprechend hohem Proteingehalt wie
dysplastische Zellen werden durch die Denaturierung der Proteine weil3
dargestellt und gelten somit als essigweiB und auffillig °. Eine anschlieBende
Behandlung mit Jod fuhrt bei normalem ausdifferenziertem Plattenepithel mit
hohem Glykogengehalt zu einer Braunfarbung und bei einem dysplastischen,
undifferenzierten Epithel (aber auch dem normalen Zylinderepithel) zu einer
ausbleibenden Farbung °2. Der Grund dafiir ist, dass beim normalen
Plattenepithel die Zellen ihre Kerne verlieren und diese komplexe
Kohlenhydrate anreichern, das dann als Energiereserve der kernlosen Zellen in
den oberen Schichten dient. Dysplastische Zellen behalten eher ihr Kerne und
reichern weniger Glykogen an. Die Kolposkopie und die Essig-/Jodprobe wird
auch vor allem vor einer Knipsbiopsie und ggf. Konisation zur Lokalisierung der
dysplastischen Bereiche angewendet.
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1.1.4 Histologische Einteilung

Unter den invasiven Karzinomen der Zervix uteri ist das Plattenepithelkarzinom
der verbreitetste Typ mit Anteil zwischen 80% und 90% laut verschiedenen
Literaturangaben . Am zweithaufigsten findet man das Adenokarzinom mit
15% °*. Die Friiherkennung hat allerdings dazu gefiihrt, dass die Inzidenz des
Plattenepithelkarzinoms sich verringert hat, wahrend sich die Inzidenz des
Adenokarzinoms, in Relation zu allen Zervixmalignomen, verdoppelt hat . Das
zeigt die Insuffizienz des Screeningsprogramms fur die Friherkennung des
zuletzt genannten  Karzinomsubtyps. Die anderen Entitdten des
Zervixkarzinoms findet man durchaus seltener (darunter adenosquamés und
neuroendokrin). Mit prognostisch ungunstigen Kriterien verbindet man das
neuroendokrine (groB3- und kleinzelliges) und das klarzellige Zervixkarzinom 2,
Das Plattenepithelkarzinom zeigt verschiedene Subtypen — verhornt und nicht
verhornt sind darunter die haufigsten. Weitere seltenere histologische
Einteilungen des Plattenepithelkarzinoms waren die basaloiden, verrukésen,
kondylomatdsen, papillaren und lymphoepitheliomartigen Gruppen der
Plattenepithelkarzinome.

Das Adenokarzinom wird ebenfalls in verschiedene Subtypen unterteilt — das
muzindse (57%), endometroide (830%) und das klarzellige (4%) Adenokarzinom.
Im Falle eines Nachweises eines Adenokarzinoms sollte differentialdiagnostisch
ein Endometriumkarzinom ausgeschlossen werden, das bis in die Zervix
vorgewachsen ist.

1.1.5 Klinische Symptome des Zervixkarzinoms

Prainvasive Lasionen des Zervixkarzinoms sind meistens symptomarm bis -frei
und werden h&ufig bei Vorsorgeuntersuchungen entdeckt. Typisch sind
abnorme Blutungen in der Form von Zwischen- und Schmierblutungen bei
pramenopausalen Frauen und postmenopausale Blutungen, genau wie
Kontaktblutungen, beispielsweise beim/nach dem Geschlechtsverkehr.

Bei lokal fortgeschrittenen Stadien des Karzinomleidens gibt es als Symptome
lumbosakrale Schmerzen als Zeichen der Plexusinfiliration, Beinbdeme bei
pelvinen/paraaortalen Lymphknoteninfiltration % und ab Stadium 1lIB
Ureterobstruktion ®" durch befallene Parametrien mit daraus resultierender
Hydronephrose bis hin zur Uramie und postrenaler Niereninsuffizienz. Durch
Einmauerung und Einengung von Beckenvenen kann es auch zu
Beinvenenthrombosen kommen. Symptome kbénnen sowohl Zeichen einer
Invasion, einer Re-Invasion nach Therapie als auch der Therapie selbst
(Lymph&édeme der unteren Extremitaten infolge Lymphonodektomie) sein.
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1.1.6 Stadieneinteilung vom invasiven Zervixkarzinom, stadiengerechte
Therapie und Prognose

Die Tumoreinteilung des Zervixkarzinoms erfolgt nach TNM und FIGO, wobei
die FIGO-Klassifikation den Lymphknotenbefall und die Fernmetastasen
beriicksichtigt (siehe Tab. 3), *°. Sehr wichtig, vor allem fiir die stadiengerechte
Therapie ausschlaggebend, sind die TumorgréBe und der Organbefall. Die
Einzelheiten der Stadieneinteilung sind in der unten stehenden Tab. 3 und in
der Abb. 3 zusammengefasst.

Staging of cervix cancer

Stage 0] I I 1l v
Extent of Carcinoma Confined Disease Disease Invades bladder,
tumor in-situ to cervix beyond cervix to pelvic rectum or
but not to pelvic wall or metastasis
wall or lower lower 1/3
1/3 of vagina vagina
5-year 100% 85% 65% 35% 7%
survival
Stage a.t Uterine 47% 28% 2 Ede 4%
presentation  cavity I

— sidewall _—

Fallopian - =
tube

Uterine
wall
Internal Os

External Os 1B

Source: Longo DL, Fauci AS, Kasper DL, Hauser S, Jameson IL, Loscalzo 1.
Harrison’s Principles of Internal Medicing, 18th Edition: www.accessmeadicing, com

Copyright € The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Abb. 3 Abbildung der Tumorstadienklassifikation anhand anatomischer Verhaltnisse und entsprechende
5-Jahresiliberlebensraten (Harrison’s Principles of Internal Medicin, 18. Edition (2011).



X Primartumor kann nicht beurteilt
werden

TO - - - Kein Anhalt fir Primartumor

Tis NO MO 0 Carcinoma in situ

T NOD MO | Zervixkarzinom beschrénkt auf den
Uterus

T1a MNOD MO 1A Invasives Karzinom, ausschlieBlich
durch Mikroskopie diagnostiziert.
Maximale Tiefe 5 mm, maximale
horiziontale Ausdehnung 7 mm.

-T1al MNO MO 141 Stromainvasion unter 3 mm in der
Tiefe und nicht mehr als 7 mm in
gréBter horizontaler Ausdehnung

- T1a2 NO MO 1A2 Stromainsavion von 3 bis 5 mm und
nicht mehr als 7 mm in gréBter
horizontaler Ausdehnung

Tib NO MO 1B Klinisch sichtbare Lasion auf die
Zervix begrenzt oder mikroskopische
Lasion = T1a/1A

- T1b1 MND MO 1B1 Klinisch sichtbare Lasion <4 cmin
gréBter Ausdehnung

-T1b2 NOD MO 1B2 Klinisch sichtbare Lasion =4 cm in
gréBter Ausdehnung

T2 NO MO ] Tumor infiltriert jenseits des
Uterus aber nicht bis zur
Beckenwand und nicht bis zum
unteren Drittel der Vagina

T2a ND MO A Qhne Infiltration des Parametriums

- T2a1 MNOD MO A1 Klinische Lasion =4 cm

- T2a2 ND MO a2 Klinische Lésion =4 cm

T2b NO MO 1B Mit Infiltration des Parametriums.

T3 NOD MO ] Tumor breitet sich bis zur
Beckenwand aus, befillt das
untere Drittel der Vagina, oder
verursacht Hydronephrose

T3a NO MO A Tumor befallt unteres Drittel der
Vagina, keine Ausbreitung zur
Beckenwand

T3b Jedes N MO 1B Tumeor breitet sich bis zur

T1-3 M1 MO Beckenwand aus oder verursacht
Hydronephrose

T4 JedesN MO IVA Tumor infiltriert Schleimhaut von
Blase oder Rektum oder
iiberschreitet die Grenzen des
kleinen Beckens

Jedes T  Jedes M M1 IVB Fernmetastasen

Tab. 3 TNM- und FIGO-Stadienklassifikation des Zervixkarzinoms. NX - keine Beurteilung der
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regionalen Lymphknoten mdéglich, NO - keine Metastasierung der regionalen Lymphknoten, N1 -
Metastasierung der regionalen Lymphknoten. MO - keine Fernmetastasen, M1 -
Fernmetasasen. *°,



15

Therapie

Beim friihen Stadium des Zervixkarzinoms, vor allem beim FIGO IA1 mit bis zu
einem Risikofaktor (lymphogener oder vaskularer Beteiligung - L1 bzw. V1,
nicht beurteilbarem Absetzungsrand, G3, neuroendokrines Karzinom), ist eine
organerhaltende Therapie (Konisation mit ausreichenden Sicherheitsabstéanden
oder ggf. Trachelektomie) im Falle eines Kinderwunsches mdglich.
Voraussetzung in diesem Fall sind tumorfreie Praparatrénder, ggf. sollte eine
Rekonisation erfolgen *°. Bei abgeschlossener Familienplanung wird allerdings
die einfache Hysterektomie ohne Adnexektomie empfohlen, die pelvine
Lymphonodektomie ist nicht indiziiert. >°.

Ab zwei Risikofaktoren im Stadium IA1 und bis maximal 1 Risikofaktor im
Stadium 1A2 wird ein operatives Staging mit Lymphknoten-Asservierung
durchgefihrt. Das wird weiterhin laut den deutschen Leitlinien empfohlen,
obwohl ein positiver Lymphknoten nur in 0.5% und nicht wie bisher vermutet in
7.3% bis 8.3% der Patientinnen im Stadium IA2 nachgewiesen wird ®. Bei
negativem Lymphknotenstatus kann ebenfalls fertilitadtserhaltend operiert
werden (Konisation oder radikale Trachelektomie), generell gilt aber die
Empfehlung zur Hysterekiomie ohne Parametrienresektion. Im Falle eines
pelvinen Lymphknotenbefalls kann keine organerhaltende Operation
durchgefihrt werden und die paraaortalen Lymphknoten werden mit entfernt.
Eine Adnexektomie ist nicht indiziert, eine Ovariopexie kann im
pramenopausalen Status zur Ovarialfunktionserhaltung durchgefiihrt werden *°.

Im Stadium 1A2 mit mindestens 2 Risikofaktoren ist keine fertilitdtserhaltende
Therapie mehr méglich. Es wird eine radikale Hysterektomie unter Parametrien-
Mitnahme durchgefihrt und im Falle positiver pelviner Lymphknoten ebenfalls
eine paraaortale Lymphonodektomie  durchgefihrt. Eine adjuvante
Radiochemotherapie sollte erfolgen.

In den Stadien IB1 bis I[IA1 kann bei Kinderwunsch eine radikale
Trachelektomie lediglich bei Tumoren < 2 cm und bei fehlenden Risikofaktoren
durchgefihrt werden. Das geht ebenfalls aus der Studie von Biliatis et al., die
ein gleichwertiges Outcome in Patientinnen im IB1-Stadium nach Konisation
und Hysterektomie belegte - Voraussetzung dafir ist allerdings eine niedrige
Tumormasse mit 500 mm?® TumorgrdBe bis 9.75 mm und Invasionstiefe bis
1.55 mm °'. Fir die fertilitatserhaltende Therapie miissen allerdings unbedingt
Lymphknotenmetastasen mittels pelviner Lymphknoten-Asservierung
ausgeschlossen werden (in der Studie von Biliatis et al. ist entsprechend nur in
einem einzigen Fall ein Lymphknotenbefall nachgewiesen). Ansonsten wird eine
radikale Hysterektomie mit Parametrienresektion und im Falle von positiven
Lymphknoten im Staging zusétzlich die paraaortale Lymphonodektomie
empfohlen.

Im Falle von I1B2 und IIA2 wird eine erweiterte Hysterektomie nach Piver llI
durchgefihrt, Organerhaltung kann nicht angeboten werden. Ab diesen Stadien
wird im postmenopausalen Status ebenfalls eine Adnexektomie durchgeflihrt
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und bei Adenokarzinomen generell unabhangig vom Menopausalstatus
empfohlen >°. Bei positivem Lymphknotenbefall im 1B2 - 1IA2 und generell im
Stadium IIB ist die adjuvante Radiochemotherapie indiziert. Eine Benefit von
neoadjuvanter Therapie vor operativer Behandlung kann im lokal
fortgeschrittenen Stadium 1B2 - IIA nicht erzielt werden .

Im Stadium Il nach FIGO wird eine Staging-Operation durchgefiihrt, diese hat
meistens die Bestimmung der Tumorausdehnung und die Entfernung von
Lymphknoten vor geplanter Radiochemotherapie (Therapie der Wahl) zum Ziel
%, 8 Dabei gilt streng genommen die Inoperabilitat ab Stadium I1IB - ab Befall
der Beckenwand. Liegt ein Stadium IlIIA mit ausgedehntem Vaginalbefall
allerdings ohne Beckenwandinfiltration vor, ist unter Umsténden eine erweiterte
Operation unter Mitnahme der gesamten Scheide und Anlegen einer Neovagina
moglich.

Die Empfehlung fur Patientinnen im Stadium [V ist die Radiochemotherapie.
Falls die Beckenwand nicht infiltriert ist, kénnte man allerdings im Stadium IVA
bei isolierter Blasen- und/oder Darminfiltration die Exenteration (neben der
radikalen gynakologischen Operation Entfernung der Blase und/oder des
Enddarms) als gleichwertige Option  zur primaren Radiochemotherapie
angesehen werden und zeigt in Studien immerhin ein 2-Jahrestiberleben von
60%, wenn die Operation in kurativer Absicht stattfindet .

Waéhrend bei primaren Plattenepithelkarzinomen stadiumabhangig niedrige
Metastasierungsraten in den Ovarien (0.22% im Stadium IB und 2.2% im
Stadium [IB) festgestellt werden, fallen diese beim Adenokarzinom deutlich
héher aus (3.72% im Stadium IB und 9.85% im Stadium 1IB) >, ®°. Insgesamt
postulieren Shimada et al. 6 dass Ovarialmetastasen mindestens 5 mal
haufiger beim Adenokarzinom vorliegen (5.31% vs. 0.79%). Somit wird ab dem
Stadium IB1 entsprechend des Metastasierungsrisikos bei postmenopausalen
Frauen die Adnexektomie durchgefiihrt, beim Adenokarzinom allerdings auch

bei pramenopausalen Frauen ab 1B2.

Eine adjuvante Radio-Chemotherapie nach initialer operativer Sanierung ergibt
sich aus dem Vorliegen von verschiedenen Risikofaktoren - Lymphknotenbefall,
groBen Tumoren (> 4 cm), tiefer Stromainvasion, ausgedehntem parametranem
Befall, unzureichender Lymphonodektomie (pelvin < 15 Lymphknoten,
paraaortal < 10 Lymphknoten), R1-Resektion, Grading G3, ausgepragter
lymphovaskularer Infiltration .

In Zukunft sollte ein neues operatives Verfahren moglicherweise eine Rolle in
der Therapie des Zervixkarzinoms spielen - die totale mesometriale Resektion
(TMMR). Das Konzept beruht darauf, dass man den Tumor in den Grenzen
seiner aus der Embryonalentwicklung abgeleiteten morphogenetischen Einheit
operiert, dabei wichtige Nervengeflechte schont und trotz Risikofaktoren auf
Radiotherapie verzichtet. Durch dieses Konzept erzielt man tatsachlich geringe
Rezidivrate (2% bei TMMR ohne Strahlentherapie vs. 6% bei Kontrollen aus
dem FIGO-Annual Report), besseres rezidivfreies 5-Jahrestberleben (94% vs.
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80%) sowie besseres Gesamtiiberleben (98% vs 81%) °. Durch das

nervenschonende Vorgehen und die fehlende Radiotherapie verspricht man
sich zusétzlich eine geringere Morbiditat. Weitere prospektive Studien werden
Uberprifen, ob dieses Verfahren wirklich der Standardtherapie (berlegen ist
und ob eine Chemotherapie eine sinnvolle Kombinationsmdglichkeit darstellt.

Prognose

Zu den Prognosefaktoren beim Zervixkarzinom zahlen das Tumorstadium nach
FIGO mit GréBe (beim makroinvasiven Karzinom), Status der Resektionsrander
sowie der Befall der pelvinen/paraaortalen Lymphknoten. Die Tabelle 4 zeigt
das 5-Jahresiberleben abhangig vom FIGO-Statium vor einer und wéahrend
laufender Radiochemotherapie . Der histologische Tumortyp spielt (vor allem
bei den Hauptentititen - Adeno- wund Plattenepithelkarzinom) eine
untergeordnete Rolle ® - eine Ausnahme stellt das neuroendokrin differenzierte

Zervixkarzinom dar, was mit einer besonders schlechten Prognose assoziiert ist
55 69

FIGO stage Prior to CCRT era [55,61,66,143] Current CCRT era [55,66,178-180]
1B 85% 95%
IIA-1IB 70% 77%
NA-11B 40% 43%
IVA 15% 18%

Tab. 4 5-Jahres(iberleben beim Zervixkarzinom abhéngig vom FIGO-Stadium ¢’ (CCRT =
Simultane Radiochemotherapie).

Eine bedeutsame Prognoseanderung ergibt sich aus dem Lymphknotenstatus.
Da mit fortgeschrittenem FIGO-Stadium auch die Wahrscheinlichkeit fur pelvine
und paraaortale Lymphknotenmetastasen steigt, ist der Lymphknotenbefall als
starkster Confoundingfaktor in der Prognoseabstufung nach FIGO anzusehen.
So liegt das Risiko fir pelvine Lymphknotenmetastasen im Stadium | bei 10-
15%, bzw. 0% fir paraaortale Lymphknotenmetastasen, wahrend im Stadium
IVA das Risiko fr pelvine bei 85-95% und paraaortale Lymphknotenmetastasen
bei 45-50% liegt ®’. So verdndert sich je nach Lymphknotenbefall das 5-
JahresUberleben signifikant - Patientinnen im Stadium IB haben 88% 5-
Jahrestberlebens-Wahrscheinlichkeit bei nodalnegativem Status und nur 40%
bei nodalpositivem Status. Die Tabelle 5 fasst das krankheitsfreie 3-
Jahresilberleben abhangig vom Lymphknotenbefall zusammen. Eine positive
Korrelation zwischen Invasionstiefe und Lymphknotenbefall wurde ebenfalls in
Studien nachgewiesen wie bei Feng et al., die eine tiefe Muscularisinfiltration
und Parametrieninvolvierung als Risikofaktoren far die
Lymphknotenmetastasierung hervorheben konnten °. Laut S3-Leitlinie gilt
allerdings die Invasionstiefe ebenfalls als eigenstéandiger Prognosefaktor.



Node negative

Node positive

Stage IB-lIA

100 %

67 %

Stage IIB-IVA

56 %

24 %

Tab. 5 Die Tabelle zeigt das krankheitsfreie 3-Jahresiiberleben abhingig vom Nodalstatus. ®'.
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Als Prognosefaktoren haben dagegen die LymphgefaB3-, Veneninvasion sowie

Perineuralscheideninfiltration eine unklare Bedeuetung *°.
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1.2 Epigenetik und Methylierung von DNA als Regulationsmdglichkeit der
Genexpression in der Zelle

Die DNA-Methylierung gehért zu den epigenetischen Prozessen, die eine
Information vermitteln, die unabh&ngig von der Basenpaarsequenz der DNA ist.
Die Regulationsmdglichkeit fur die Expression von bestimmten Proteinen findet
Uber Sequenzen in der DNA, die auBerhalb der kodierenden Regionen liegen
und reich an Cytosin-Guanin-Sequenzen sind, statt - die sogenannten
Promotorregionen oder "Kontrollzentren" der kodierenden Gene - die CpG-
Inseln “'. Durch enzymatische Methylierung der Cytosin-Kohlenstoffringe an
Position 5 in diesen CpG-Inseln wird ein Gen stillgelegt und dieser
Mechanismus findet sowohl bei der Stilllegung des zusatzlichen X-Chromosoms
im  weiblichen Individuum als auch beim genetischen Imprinting
(Hypermethylierung eines Allels - des maternalen oder paternalen - bei
monoalleler Expression) statt. Darlber hinaus spielt er bei der Onkogenese
vieler Tumorarten eine Rolle, wo beispielsweise Tumorsupressorgene
hypermethyliert sein kénnen (gene silencing) ”*, ™.

Die Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytosin findet nicht willklrlich im
Genom sondern vor allem in CpG-Dinukletiden statt. Ca. 3-4% aller
Cytosinmolekulle im Genom sind methyliert. Die CpG-Dinukleotide (sonst selten
im menschlichen Genom) finden sich in hoher Abfolge vor allem in den bereits
obengenannten CpG-Inseln - diese Regionen sind von der Grésse 0.5 - 5 kb,
enthalten zu 60-70% Cytosin und Guanin und haben ein Verhéltnis von CpG zu
GpC von mindestens 0.6 "°, ™. Sie kommen vor allem in den Promotorregionen
vor, die die Expression der Gene regulieren (sowohl bei Housekeeping-Genen
als auch in Genen mit gewebespezifischer Expression). CpG-Dinukleotide im
dbrigen Genom sind meistens hypermethyliert, wahrend sie in Keimzellen oder
Promotorregionen von Genen in normalen somatischen Zellen im Aligemeinen
unmethyliert bleiben - mit Ausnahme beim genetischen Imprinting . Das
epigenetische Gleichgewicht in Tumorzellen ist meist so gestért, dass die
Mehrheit des Genoms (das arm an CpG-Dinukleotiden ist im Vergleich zu den
CpG-Inseln) anders als in den normalen somatischen Zellen hypomethyliert ist
und die CpG-Inseln der Promotorregionen hypermethyliert sind (statt
unmethyliert wie im Normalfall) > Die genomweite Hypomethylierung flhrt
erstens zur Massenexpression von primér stillgelegten Genen, der potentiell
schadlichen Expression von integrierten viralen Genen, der Expression beider
Allele von urspriinglich ,imprinted Genes” (Gene, bei denen 1 Allel in der
Embryonalentwicklung stillgelegt wurde und nur ein Allel abgelesen wird) oder
Genen des inaktivierten X-Chromosoms. Zum Zweiten sorgt die
Hypomethylierung fir eine Instabilitdt des Genoms, da die normale
Methylierung des pericentrometrischen Abschnitts der Chromosomen fir die
Stabilitat und die ordnungsgemaBe DNA-Replikation notwendig ist %, "°. Das
fihrt zu unbalancierten chromosomalen Translokationen und Strangbriichen in
der pericentrometrischen Region - z.B. beim ICF-Syndrom (Komplex aus
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Immunodefizienz, Chromosomeninstabilitdt und facialen Dysmorphien) fihrt die
Mutation von DNMT 3b durch Hypomethylierung der pericentrometrischen
Regionen der Chromosomen 1, 9 und 16 zu deren Instabilitat "*. In bestimmten
Tumoren wie Mamma- oder Ovarialkarzinomen findet man ebenfalls viele
unbalancierte Translokationen mit Strangbriichen ausgerechnet in der
pericentrometrischen Region der Chromosomen 1 und 16, was eine Instabilitat
aufgrund maoglicher Hypomethylierung zeigt.

Die zweite wichtige epigenetische Veranderung in Tumorzellen ist die
Methylierung von CpG-Inseln in den Promotorregionen von
Tumorsuppressorgenen. Nach Knudsons Hypothese missen beide Kopien
eines solchen Gens defekt sein, damit sich das onkogene Potential auswirkt -
das kann entweder durch die Hypermethylierung des Promotors dieses Gens
sein oder durch Deletion/Mutation ’’. Das Silencing des Gens wird durch die
DNA-Methyltransferasen vermittelt (DNMT1 fUr bereits vormethylierte DNA und
wichtig bei der Replikation, DNMT 3a und DNMT 3b fur die De-Novo-
Methylierung in der embryogenetischen Entwicklung) “°. Die methylierten
Cytotosinmolekile bilden einen Komplex mit den MBPs (Methyl cytosine
binding proteins). Die DNA-Methyltransferasen und die MBPs rekrutieren
ihrerseits die Histon-Deacetylasen (HDAC), wie in Abbildung 4 dargestellt. Das
sind Enzyme, die durch Entfernung von negativen Ladungen (Acetatresten) die
positiven Ladungen der Histone freisetzen. Diese kdénnen nun die negativ
geladene DNA binden und die Komprimierung einleiten "®. Zusatzlich kénnen
DNA-Methyltransferasen direkt mit Transkriptionsfaktoren interagieren und
diese hemmen. Zusammengefasst vermitteln DNA-Methyltransferasen und
Histon-Deacetylasen das Silencing von Tumorsuppressorgenen mittels CpG-
Inselmethylierung ihrer Promotorregionen und Komprimieren von DNA-
Bereichen. Beide Enzyme kdnnen ein Ziel von Therapiemdglichkeiten mit
epigenetischem Ansatz sein. 5-Azacytidine kamen zum Beispiel bereits als
DNMT-Hemmer in der Therapie des Myelodysplastischen Syndroms zum
Einsatz ’’. HDAC-Inhibitoren finden ebenfalls bereits Anwendung in der
Behandlung von kutanen T-Zell-Lymphomen .
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Abb. 4 Das obere Bild zeigt eine normale, nicht methylierte Promotorregion eines Gens (weil3e
Punkte = unmethylierte Cytosinmolekile, schwarze Punkte = methylierte Cytosinmolekiile).
Transkriptionsfaktoren (TF), Co-Aktivatoren (CA) und Histon-Acetylasen (HAT) sorgen fir die
aktive Transkription dieses Gens. Nach der DNTM-abhangigen Methylierung sorgen die
rekrutierten MBPs und Histondeacetylasen (HDAC) flr das gene silencing s,
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1.3 Epigenetische Veranderungen im Zervixkarzinom

Epigenetische Verdnderungen des HPV-Genoms

Epigenetische Veradnderungen gibt es auch beim Zervixkarzinom - entweder im
Genoms des HP-Virus oder im Genom der Wirtszelle. In Zervixkarzinom-
Zelllinien (SiHa), die HPV-16 enthalten, konnte eine Hypermethylierung der late
genes des HPV gefunden werden, wahrend die LCR (long control region) und
die Onkogene E6 und E7 nicht methyliert waren 4 Die LCR ist die Region, die
sogenannte Enhancer oder Transkriptionsverstarker fir die E6 und E7 enthalt
und Uber deren Methylierung eine Herunterregulation von deren Produktion
erreicht werden kann °. In einer Studie wurde nachgewiesen, dass mit der
Progredienz des L&sionsgrads (von normalen, prdinvasiven zu invasiven
Lasionen) die Hypomethylierung von LCR- und E6-Genregionen zunimmt und
diese Regionen somit aktiv sind (eine Hypermethylierung fand man in 52% der
PAP-Abstriche von asymptomatischen Patientinnen, in 21.7% der prainvasiven,
und 6.1% der invasiven Befunde) ®. In der Studie von Kalantari et al. wurde die
Methylierung von CpG-Dinukleotiden in der LCR- und L1-Region in 115
Patientenproben untersucht - mit dem Ergebnis von niedrigem
Methylierungsstatus in niedriggradigen Lasionen (hohe Transkiptionsraten der
episomalen Virusform) und hohem Methylierungsstatus im Karzinom nach
Integration (wahrscheinlich durch Schutzmechanismus des Wirtsgenoms vor
integrierten viralen Genen) %. Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl eine
Hypomethylierung als auch Hypermethylierung der LCR-Region in kanzerdsen
Lasionen vorliegen, und sind somit inkonsistent. In der Studie von Turan et al.
wurde 2 Jahre spater gezeigt, dass die L1-Region von HPV-18 in invasiven
Lasionen der Zervix hypermethyliert ist. Bei infektidsen oder prédkanzerdsen
Lasionen fand man die L1-Region kaum methyliert vor, sodass die
Hypermethylierung dieser L1-Region mit invasiven Lasionen korreliert werden
und als médglicher Marker dafir postuliert wurde . In der Studie konnte
zusatzlich mittels 5-Aza-2'-Deoxycytidine eine Demethylierung der L1-Region
erreicht werden, eine klinische Bedeutung dieser Erkenntnisse scheint
allerdings noch nicht relevant.

Epigenetische Verdnderungen im Zervixkarzinom (Wirtsgenom)

Tumorsupprossergene sind meist solche Gene, die die Zellteilung eingrenzen
oder aber auch in Signaltransduktionwege der Apoptose eingeschaltet sind. Es
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass im Zervixkarzinom die Gene fur die
Membranrezeporen DcR1 und DcR2 zu 100% abnorme Methylierung
aufweisen. Diese sind ein Teil der tumor necrosis factor receptor-Superfamilie
und vermitteln Uber Fas-Ligand die Aktivierung von Caspasen - eine Kaskade,
die in die Apoptose mindet. In einer Studie wurde nachgewiesen, dass im
Zervixkarzinom entweder DcR1 oder/und DcR2 in allen untersuchten Fallen
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methyliert waren und somit ein Proliferationsvorteil aufgrund der blockierten
Apoptose entstand ", &.

Ein weiteres Gen, welches epigenetische Veranderungen im Zervixtumor erfahrt
ist das hTERT-Gen. Es ist zusténdig fir die Expression von hTERT - das ist die
katalytische Einheit der Telomerase, die dariber hinaus noch eine RNA-
Untereinheit und telomeraseassoziiertes Protein besitzt und fur die Erhaltung
der Telomere zustandig ist %. Somatische Zellen verfiigen iiber sehr geringe bis
fehlende Aktivitdt dieses Enzyms, sodass die Telomere bei jeder Replikation
sich verklrzen und die Zelle somit "altert" bis zu einem Zeitpunkt, wo keine
Teilung mehr mdglich ist. Immortalisierte Krebszellen verfligen hingegen Uber
hohe Telomeraseaktivitat. So zum Beispiel exprimieren normale Zervixzellen in
0-33% hTERT-mRNA, Karzinomzellen hingegen in 80-100% der Falle ™. In der
Studie von Guilleret et al. wurde bereits gezeigt, dass entgegen der Erwartung
die Hypermethylierung des Promotors hTERT-Gens zu dessen Aktivierung und
die Demethylierung zu dessen Inaktivierung fiihrt 8. So wurde beispielsweise in
der Studie von Widschwendter et al. herausgefunden, dass im Zervixkarzinom
der Promotor des Gens methyliert und somit die hTERT-Expression signifikant
héher als im normalen Zervixgewebe war 8. Zervixkarzinom-Patientinnen mit
unmethyliertem hTERT-Promotor (was eine reduzierte Aktivitat bedeutet) hatten
in derselben Studie ein signifikant besseres Outcome - der Tumor war durch
begrenzte Zellteilung wahrscheinlich weniger aggressiv.

Im Zervixkarzinom sind auch andere Tumorsuppressorgene hypermethyliert
und die Expression derer Genprodukte reduziert. p73 ist zum Beispiel das
Produkt eines Tumorsuppressorgens und es kann ahnlich dem p53 den
Zyklusarrest induzieren. Dessen Hypermethylierung wird mit erhOhter
Radiotherapie-Resistenz der Zervixkarzinome assoziiert, wohingegen dessen
Uberexpression mit radiosensitiven Tumoren und besserer Prognose korreliert
ist 8 & _ Klinisch relevant ware in diesem Fall, wenn eine
Demethylierungstherapie zur erhofften Tumorsensibiliserung fihren kénnte.
Weitere Proteine, die flr die Adh&sion der Zellen wichtig sind, wie CADM1 und
E-Cadherin, werden im Zervixkarzinom durch Hypermethylierung derer
Promotorregionen signifikant weniger exprimiert - das flhrt zur Ausbreitung und
Invasion 8.

Ein anderes Tumorsuppressorgen - das RASSF1A, das die ras-vermittelte
Onkogenese antagonisiert - zeigt Hypermethylierungsmuster abhangig vom
histologischen Typ. Es ist vor allem im Adenokarzinom hypermethyliert und
selten im Plattenepithelkarzinom der Zervix, sodass es eine Rolle fiir die
Entstehung dieser Tumorentitét spielen kdnnte °.
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Gene Rate Function
DcR1/DcR2 100% Apoptosis

hTERT 57% Apoptosis

p73 39% Apoptosis

plé 8-42% Cell-cycle

PTEN 58% WNT-pathway
E-cadherin 28-80.5% WNT-pathway

APC 1 1-94% WNT-pathway
MGMT 5-81% DNA repair

FANCF 30% FA-BRAC pathway
BRACI 6.1% FA-BRAC pathway
hMLHI 5% Mismatch repair
RASSFIA 0-45% Negative ras-effector
DAPK 45-100% Metastasis/cell death
TSLCI 58-65% Tumor suppressor
FHIT I 1-88% DNA repair!/cell death?
HICI 18—45% Transcription factor
RARB 33-66% Cell differentiation
TIMPZ/TIMP3 47%/1-10% Tissue inhibitor MTs
Caveolin-| 6% Caveolae membrane
ER o 25% Steroid hormone receptor

Tab. 6 Liste der hypermethylierten Tumorsuppressogene im invasiven Zervixkarzinom. ™

Die Kenntnis und die Bedeutung der Epigenetik des Zervixkarzinoms kann als
Erganzung fur dessen Friherkennung genutzt werden. Wahrend beispielsweise
die Hypermethylierung einzelner Gene geringeren Stellenwert als einziger
Marker besitzt, so kann man beispielsweise das Methylierungsmuster einer
kompletten Reihe von Genen untersuchen, von denen man weif3, dass sie eine
Rolle in der Tumorentstehung spielen. So wurde in der Studie von Feng et al.
"Detection of hypermethylated genes in women with and without cervical
neoplasia” die Promotor-Hypermethylierung von 20 Genen untersucht - diese
wurden aufgrund ihrer Rolle beim Zervixkarzinom ausgewahlt . Fir 4 Gene
(CDH13, DAPK1, RARB und TWISTT1) wurde insgesamt eine Zunahme der
Methylierungshaufigkeit mit der Zunahme des Dysplasiegrads gefunden. Und
fir die Kombination von 3 von diesen Genen - DAPK1, RARB und TWIST1
(sogenanntes "Panel") - wurden die besten Ergebnisse flur eine Korrelation mit
hohen Dysplasiegraden gefunden. Mindestens 1 von ihnen war in 57% der CIN
3-Proben und 74% der Karzinomproben hypermethyliert. Nur in 5% der CIN 1
war eine Methylierung nachzuweisen, was eine bessere Auslese hdhergradiger
Lasionen erlauben sollte. So hatte dieser 3-Genpanel-Test eine sehr hohe
Spezifitat fur CIN 3 / Karzinom (95%), die Sensitivitat fir das Karzinom ist
allerdings 74% und fur CIN3 52% gewesen. Da herkdmmliche Verfahren wie
der PAP-Abstrich und der HR-HPV-Nachweis genau in puncto Spezifitat
schlecht abschneiden, kann man eventuell die Proben einer
methylierungsspezifischen PCR fur Genpanels unterziehen, um eine hdhere
Spezifitat zu erreichen.

In einer weiteren Studie von Wisman et al. wurde beispielsweise ein weiteres 4-
Gen-Panel (hypermethylierte CALCA, DAPK, ESR1, APC) als gleichsensitiv fir
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das Zervixkarzinom wie der PAP-Abstrich und HR-HPV-Nachweis (Sensitivitat
von ca. 89%) allerdings als weitaus spezifischer postuliert - Spezifitdt von 100%
vs. 83% der zytomorphologischen und 68% der HR-HPV-Untersuchung °'.
Basierend auf solchen Ergebnissen kdnnten in Zukunft Tests vorliegen, die
mittels methylierungsspezifischer PCR von einer bestimmten Genkombination
die Aussagekraft einer rein zytologischen Untersuchung der PAP-Abstriche
verbessern.

Durch epigenetische Tests kann man ebenfalls eine zuverlassigere Triage von
Patientinnen mit ASCUS-Zytologie erreichen. Der HPV-Test ist bis jetzt das
beste Triagemittel, wobei 40-60% der Patientinnen mit ASCUS HPV-positiv sind
und nur bei < 1% ein Karzinom diagnostiziert wird ®. Lin et al. haben einen Test
entwickelt, bei dem die Sensitivitat der fir 3 hypermethylierte Marker flr die
Diagnose fur CIN3+ unter Patientinnen mit ASCUS gleich hoch wie bei der HR-
HPV-Bestimmung war - jedoch bei nur einem Drittel falsch-positiven
Ergebnissen im Vergleich dazu sowie weniger Zuweisungen zur Kolposkopie %.
Diese Testung war somit besser im klinischen Setting. Cjao et al. konnten 2013
ebenfalls zeigen, dass der Nachweis der Methylierung des PAX1-Gens eine
héhere Spezifitat und Sensitivitdt fir HSIL bei Patientinnen mit unklaren
zytologischen Ergebnissen (ASCUS) als der HPV-Nachweis hat und fir die
Triage genutzt werden kdnnte (Sensitivtat 87.5% vs. 62.5% und Spezifitat
98.0% vs. 86.0%) *. Bei Patientinnen mit positivem HR-HPV-Test ist eine
Triage mittels neuen Genpanels ebenfalls besser als die Zytologie bei der
Entdeckung von CIN3 und héhergradigen Lasionen *.

In der Studie von Miller et al. fand man einen Hinweis daflr, dass die
Anwendung solcher Gen-Panels nicht nur praventiver Intention dient, sondern
auch prognostische Bedeutung haben kann. Er konnte anhand des
Methylierungsmusters von 25 Genen in normalem und Tumorgewebe zeigen,
dass Karzinom-Patientinnen mit Methylierung &hnlich einer gesunden
Kontroligruppe ein signifikant besseres Uberleben hatten als solche, die
deutliche Abweichungen von dem Methylierungsmuster des normalen
Zervixgewebes zeigten (p < 0,03) *. Trotz des Fehlens eines zeitlichen
Stufenkonzeptes der Methylierungsvorgénge im Zervixkarzinom, konnte laut
Virmani et al. nachgewiesen werden, dass die Methylierung in frihen
Dysplasiestufen beginnt, mit fortschreitender pathologischer Veranderung
zunimmt und bestimmte Gene frih (RARb, GSTP1) oder erst spéat (p16, MGMT,
FHIT) in der Onkogenese mittels Methylierung ausgeschaltet werden .
Vorausgesetzt, dass die Methylierung von Genen im Zervixkarzinom
stufenweise zunimmt und mit einer schlechten Prognose einhergeht, sollte dann
auch die Uberlegung einer potentiellen Therapie mit demethylierenden
Agenzien angestellt werden. In humanen Zervixkarzinom-Zelllinien (HeLa und
CaSki - in beiden liegt das Tumorsuppressorgen APC methyliert oder
teilmethyliert vor) konnte mittels Hydralazin eine Demethylierung des APC-Gens
und dessen Re-Expression in vitro um das 10- bis 11-fache erreicht werden.
Dies bewirkte den Zellzyklusarrest und flihrte zu einer signifikant héheren
Apoptoserate als in nicht behandelten Zelllinien *’. Hydralazin ist auBerdem
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eine gut vertragliche Substanz, so dass seine Potenz zur Demethylierung von
Tumorsuppressorgenen in vivo an Patientinnen mit Plattenepithelkarzinom der
Zervix in einer klinischen Studie von Zambrano et al. nachgewiesen werden
konnte. Dazu wurden die Gene p16, RARb, MGMT, ER, FHIT, APC, DAPK vor
und nach epigenetischer Therapie getestet und es wurden je nach Gen
Demethylierungsraten von 15% bis 67% nachgewiesen. Da Hydralazin
allerdings lediglich fir 10 Tage verabreicht wurde und die Patientinnen sich im
Anschluss einer definitiven Therapie unterzogen, konnte ein therapeutisches
Benefit nicht evaluiert werden 8. Coronel et al. konnten jedoch einen
signifikanten Vorteil im progressionsfreien Uberleben beim fortgeschrittenen
Zervixkarzinom nachweisen, wenn zur Standardtherapie mit Cisplatin und
Topotecan zusatzlich Hydralazin und Valproat kontinuierlich bis zur Progression
verabreicht wurde *°. Beide Substanzen sind synergistisch wirksam in der Re-
Expression von stillgelegten Genen wund brachten den Patienten 4
progressionsfreie Monate mehr (10 statt 6 Monate, p = 0,0384) *. Es bleibt in
dieser Hinsicht abzuwarten, wann sich die epigenetische Therapie einen Weg in
den klinischen Alltag bahnen wird.
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1.4 Der Ostrogenrezeptor und das Tumorsuppressorgen ESR1 - Funktion und
Rolle in der Tumorentstehung des Zervixkarzinoms

Das Ostrogen gehért zu der Gruppe der lipidiéslichen Steroidhormone, die die
zellulare Membran ungehindert passieren kdnnen, um an ihren intrazellularen
lokalisierten Rezeptor (ER) zu binden. Dieser Komplex dimerisiert und bindet
entweder direkt oder Uber Proteinkomplexe an estrogen response elements
(EREs) in den Promotorregionen von &dstrogenabhangigen Genen, wie in der
Abb. 5 gezeigt. Neben diesem genomischen Wirkmechanismus, kann Ostrogen
ebenfalls  Ostrogenrezeptor-unabhéngig an  plasmamembran-assoziierte
Proteine binden und zu zelluldren Veranderungen wie Erhdhung des Ca®*- oder
NO-Spiegels fiihren '®. Ebenfalls kénnen auch Kinasen (B-RAF, IP3K, Src,
ERK, AKT, PKA, PKC) aktiviert werden, die Transkiptionsfaktoren von Genen
phosphorylieren und beeinflussen kénnen %',

Eslrogen or SERMs
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Insgesamt sind 2 Subtypen von Ostrogenrezeptoren bekannt - ERa und ERB.
Der ERa wurde in den 1980ern Jahren von MCF-7-Zellen isoliert (humanen
Mammakarzinomzellen) und wies mehrere Isoformen durch unterschiedliche
Splicingprodukte auf. Zehn Jahre spater wurde ERp zuerst aus Prostatazellen
der Ratte und spater von Maus und Mensch isoliert. Die Gene fir diese
Rezeptoren liegen auf unterschiedlichen Chromosomen - ESR1 fir ERa auf
Chromosom 6g25.1 und ESR2 fiir ERB auf Chromosom 14g23.2 %2 1% Dje
beiden Proteine zeigen nur zu 30% eine Ahnlichkeit, wobei die DNA-
Bindungsdoméne den am besten konservierten Anteil mit 96% Uberstimmung
reprasentiert. Die Ostrogenrezeptoren werden in verschiedenen Geweben
exprimiert - Brustgewebe, Gehirn, kardiovaskuldarem System, Urogenitaltrakt,
Knochen, wobei in jedem ein Subtyp dominiert - beispielsweise ERa in der
Leber und ERB im Colon. Ebenfalls kénnen sie im selben Gewebe in
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unterschiedlichen Zelltypen verteilt sein - im Ovar ERa in den Thekazellen, ERp
in den Granulosazellen ',

Am besten untersucht sind die Rezeptoren und ihre Rolle im Mammakarzinom.
In der klinischen Routine wird die Expression des ER und PR hinzugezogen.
2/3 der diagnostizierten Karzinome sind ER positiv, 1/3 exprimieren den ER
dagegen nicht, was mit nicht differenzierten Tumoren mit hohem
Proliferationsindex, schlechtem Ansprechen einer endokrinen Therapie ' und
insgesamt schlechter Prognose assoziiert ist %, %, Das dazugehérige Gen
ESR1, auf dem Chromosom 69g25.1 liegend, besitzt im Exon 1 CpG-
Sequenzen, die in Zelllinien wie MCF-7, T47-d und ZR75-1 (ER exprimierend,
ER+) nicht methyliert und in Zelllinien wie MDA-MB-231, MDA-MB-435 (ER
nicht exprimirend, ER-) in tiber 50% methyliert sind '®. Studien haben gezeigt,
dass die ER-Negativitdt bei Mammakarzinom-Patientinnen wesentlich auf die
Hypermethylierung vom ESR1-Promotor =zuriickzufiihren ist, so dass
experimentelle Versuche angestellt wurden, diese riickgangig zu machen und
auf diese Weise ein Tumoransprechen flr endokrine Therapie durch Re-
Expression von ER zu erlangen. So konnte bei ER-negativen humanen
Mammakarzinomzellen durch einen Methyltransferase-Inhibitor (5-aza-2-
deoxycytidine) bereits eine partielle Demethylierung, Re-Expression von ER-
mRNA und Synthese von funktionierendem ER-Protein erreicht werden '%. Das
ware ein wichtiger Therapieansatz, vor allem weil man weif3, dass auch ein Teil
der ER-positiven Karzinome sekundar die Fahigkeit verlieren, ER zu
exprimieren und somit sich einer antiendokrinen Therapie entziehen.

Das Ostrogen spielt ebenfalls im Zervixkarzinom eine Rolle, wo es seine
Wirkung vor allem Uber ERo entfaltet '%’. Laut gepoolten Daten von 8
Fallkontrollstudien konnte nachgewiesen werden, dass die Langzeiteinnahme
von oralen Kontrazeptiva das Risiko flr Zervixkarzinome bis zum vierfachen in
HPV-positiven Frauen erhdohen kann - Einnahme oraler Antikonzeptiva far
weniger als 5 Jahre ergab kein Risiko (OR 0.73), 5-9 Jahre mindestens 2-
faches Risiko (OR 2.82) und ab 10 Jahre das 4-fache Risiko (OR 4.03) '°. Das
und die Tatsache, dass die Paritdt 2- bis 4-fach das Risiko fir
Plattenepithelkarzinome gegentber Nullipara in HPV-positivem Kollektiv erhéht
199 fihrt zu der Annahme, dass weibliche Sexualhormone ein wichtiger
Cofaktor fur die Entstehung des Zervixkarzinoms sind.

Meilenstein in der Untersuchung der hormonabhangigen Onkogenese des
Zervixkarzinoms ist die Entwicklung von Mausmodellen, die die Onkogene E6
oder E7 von HPV-16 unter der Kontrolle des human keratin 14 (K14) Promotor
in ihren Epithelien, einschlieBlich des Zervixepithels, produzieren ''°. Transgene
K14E6- und K14E7-Mause entwickelten spontan Tumore des Hautepitheliums,
allerdings keine Malignome des reproduktiven Trakts. Solchen transgenen
Mé&usen wurde in Versuchen 6 Monate lang exogenes Ostrogen (17p-Estradiol)
verabreicht mit dem Ergebnis, dass das exogene Ostrogen zur Entwicklung
vom Zervixkarzinom beitrug - weder HPV (die Onkogene E6 oder E7) allein
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noch Ostrogen allein waren suffizient fir die Tumorentstehung. Man sah
allerdings auch einen Unterschied im onkogenen Potential von E6 und E7 ',
12 Unter physiologischen Spiegeln exogen zugefiihrten Ostrogens entwickelten
K14E7-Mause einen Zervixkarzinom, nicht transgene Mause oder K14E6
allerdings nicht (E6 trug trotzdem bei &strogenbehandelten K14E6/E7+/+
"doppelt" transgenen Mausen zur weiteren GréBenzunahme der Tumoren
gegenltber K14E7-Stdammen bei). In der Studie von Brake et al. hat man auch
gezeigt, dass nach langerer Exposition transgener K14E7-Mause mit Ostrogen
(nach 9 Monaten statt nach 6 Monaten) die Tumormasse um das 6-fache
gegeniiber dieser nach 6-monatiger Exposition gestiegen ist ''2. Bei doppelt-
transgenen K14E6/E7+/+ Mausen ist die Tumormasse nach 9-monatiger
Exposition sogar um das 18-fache gegenlber der 6-monatigen Exposition
gestiegen - das unterstreicht die synergistische Wirkung von EG6. In der Studie
hat man zusétzlich nachgewiesen, dass nach 6 Monaten Ostrogenbehandlung
und nachfolgendem Ostrogenentzug teilweise oder komplette Remission
erreicht wird, was erneut die Rolle von Ostrogen nicht nur fir die
Tumorentstehung, sondern auch fur die Persistenz, Erhaltung und Progredienz
des Zervixkarzinoms hervorhebt. In der Studie von Chung et al. "Requirement
for Estrogen Receptor a in a Mouse Model for Human Papillomavirus—
Associated Cervical Cancer"” konnte in einem weiteren Schritt nachgewiesen
werden, dass fir diese Wirkung des Ostrogens der ERa zustandig und sogar
absolut erforderlich ist ''>. Fir den Versuch wurden Knock out Mause fiir das
ERa-Gen verwendet - K14E7/ERa”. Der GroBteil der Wildtyp-Mause
(K14E7/ERa*), die den Ostrogenrezeptor produzierten, entwickelten unter
Ostrogengabe ein  Zervixkarzinom und eine CIN3. Die K14E7/ERa”
entwickelten hingegen weder Karzinome noch Dysplasien. So konnte gezeigt
werden, dass das Ostrogen (iber seinen Rezeptor ERa. eine wesentliche Rolle
in der Karzinogenese des Zervixkarzinoms im Mausmodel spielt. Uber den
genauen Mechanismus ist weniger bekannt, man wei3 allerdings, dass Uber
den ERa generell verschiedene Protoonkogene wie c-myc, Cyclin D1,
epidermal growth factor receptor (EGFR), insulin-like growth factor | (IGF-I)
aktiviert werden und proapoptotische Gene supprimiert werden kénnen '*. Das
kann auch eine Erklarung fiir die beobachtete Uberexpression von Cyclin D1 in
Zervixkarzinomen und der c-myc-Uberexpression in E6- und E7 produzierenden
Zervixzellen sein "%,

Ausgehend von der Rolle des Ostrogens und des ERa in der Onkogenese des
Zervixkarzinoms hat man die Vermutung angestellt, dass eine antihormonelle
Therapie ein Benefit in der Behandlung haben kénnte. Das konnte in Studien
fur Tamoxifen nicht sicher nachgewiesen werden, was allerdings damit
zusammenhangt, dass Tamoxifen zwar als Antagonist im Brustgewebe aber als
Agonist im Endometrium- und Zervixgewebe fungiert [41], ''°. Man konnte
darUber hinaus zeigen, dass Tamoxifen trotz seiner dstrogen-synergistischen
Wirkung keine Dysplasien im Zervixgewebe hervorrufen kann '®.
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Nach dem Nachweis der Rolle des ERa im transgenen Mausmodel, hat man
deswegen versucht diesen Rezeptor experimentell zu blocken, um den Benefit
einer moglichen antihormonellen Therapie zu untersuchen. Man hat dazu
K14E6/K14E7 transgene Mause mit exogenem Ostrogen behandelt, die zu
100% Karzinome entwickelten. Nach 1 Monat Ostrogenentzug hat man in einer
Subgruppe wie erwartet in nur 79% der Félle Karzinome nachweisen kénnen. In
einer weiteren Subgruppe, wo man zusatzlich Fulvestrant (voller ER-
Antagonist) oder Raloxifen (selective estrogen receptor modulator oder SERM -
agonistisch an Knochen, antagonistisch im Endometrium) gab, hatten nur noch
8% respektive 0% der Mause Karzinome '. Das heiBt, dass endogenes
Ostrogen ebenfalls zur Aufrechterhaltung dieser Tumorentitat beitrdgt und die
Blockade der ERa-Rezeptoren zur Eliminierung von Karzinomen und deren
Vorstufen im Mausmodel des HPV-assoziierten Zervixkarzinoms beitragt.

Uber klinische Daten in Bezug hormonelle Therapieansatze verfligen wir bis
jetzt vom NSABP (National Surgical Adjuvant Breast und Bowel Project), im
Rahmen dessen beide selective estrogen receptor modulators (SERMs)
Tamoxifen und Raloxifen nach ihrer Potenz zur Mammakarzinom-Préavention
getestet wurden. Wahrend beide antiéstrogen im Brustgewebe wirken, weil3
man, dass Tamoxifen Agonist und Raloxifen Antagonist am Ostrogenrezeptor im
weiblichen reproduktiven Trakt ist. Entgegen Vermutungen wurde das Risiko fur
Carcinoma in situ und Zervixkarzinom weder durch Tamoxifen erhéht noch
durch Raloxifen reduziert "'8. Diese Ergebnisse deuten daraufhin hin, dass die
vielversprechenden Mausmodelle nicht ohne Weiteres auf den Menschen
Ubertragbar sind.

Unabhangig von der Rolle des Ostrogens und des ERa in Mausmodellen oder
Humanstudien beschaftigten sich bis jetzt wenige Forscher mit der
Untersuchung der Methylierung vom Ostrogenrezeptor im Zervixkarzinom. Das
Interesse flir dessen Methylierung ist durch seine Bedeutung im
Mammakarzinom entstanden, wo in ER-negativen Patientinnen keine
chromosomalen Veranderungen wie Deletionen oder Mutationen sondern eben
epigenetische Mechanismen fir die veranderte Expression eine Rolle spielten
9 Die Methylierung des ESR1-Promotors im Zervixkarzinom variiert je nach
Studie - zwischen 32% laut Wisman et al. °' und 74% laut Miller et al. *° (beide
haben quantitative oder RT-PCR - Real-time Polymerase Chain Reaction dazu
benutzt). Dagegen wurde in der Studie von Wisman et al. gezeigt, dass normale
Zervixzellen zu einem viel geringeren Anteil eine Methylierung aufweisen (in
5,2% der Félle). Bis jetzt wurden vor allem Forschungen angestellt, die diese
Modifikation des Tumorsuppressorgens in Zusammenhang mit der anderer
Gene als Friherkennungsmarker untersuchen. Dies geschieht durch die
Anwendung von Gen-Panels wie bereits erwahnt. Eine prognostische
Bedeutung und Korrelation der ESR1-Promotor-Methylierung mit klinischen
Merkmalen wurde bis jetzt nicht untersucht.
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1.5 Zielsetzung

Wie bereits in Studien untersucht wurde, liegt eine Methylierung des ESR1-
Promotors in einem Teil der Zervixkarzinome vor, wohingegen gesundes
Gewebe fast keine Methylierung aufweist °', . Diese epigenetische
Veranderung ist jedoch nicht obligat (sie liegt also nicht in allen Karzinomen vor)
und manche Zervixkarzinome behalten das Methylierungsmuster des normalen
Zervixepithels. Das heiB3t die Spezifitat fir maligne L&sionen ist nicht sehr hoch,
da der aktive unmethylierte ESR1-Promotor sowohl in Karzinomen als auch in
gesunden Proben vorliegt. Obwohl sich aus dem Grund dieser einzelne Marker
nicht zur Primarselektion von invasiven Lasionen in der Allgemeinpopulation
eignet, ist die ESR1-Methylierung doch ein karzinomspezifisches Phanomen,
was in obengenannten Prozentzahlen auftritt.

In dieser Hinsicht wollen wir in unserer Studie an einem Kollektiv aus
Zervixkarzinom-Patientinnen herausfinden, ob das Vorliegen oder die
Abwesenheit dieser epigenetischen Modifikation mit dem histopathologischen
Befund, FIGO-Stadium, Grading oder dem Uberleben beim Zervixkazinom in
einem relevanten Zusammenhang steht.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 DNA-Isolation aus Tumorgewebe

Far die DNA-Isolation wird das ,QIAamp DNA FFPE Tissue Kit“ von der Firma
QIAGEN® benutzt. Dieses ist speziell fur die Aufreinigung von genomischer

DNA aus formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeproben geeignet
120 Das Kit enthélt folgende Reagenzien und Zubehér:

» QIAamp MinElute Columns 50

» Collection Tubes (2 ml) - Sammelréhrchen 3 x50
» Puffer ATL (Gewebelysepuffer) 10 ml
» Puffer AL 12 ml
» Puffer AWL 1 (Waschpuffer, Konzentrat) 19 ml
» Puffer AWL 2 (Waschpuffer, Konzentrat) 13 ml
» Puffer ATE 12 ml
» Proteinase K 1,25 ml

Dariber hinaus werden folgende, nicht im Kit enthaltene Chemikalien und
Zubehor gebraucht:

Xylol

Ethanol (96-100%)

1,5 ml Mikrozentrifuge-Rdhrchen far die Lyseschritte
Pipettenspitzen

Thermalblock, fahig zur 90°C Inkubation
Mikrozentrifuge

Vortex ®

VVVYVYVYYY

Die Puffermischungen missen laut Arbeitsanweisung fir den Gebrauch
folgendermalen vorbereitet werden:

o Puffer ATL — wenn Préazipitate vorhanden sind, sollten diese bei 70°C
durch sanftes Schitteln aufgelést werden.

o Puffer AL — wenn Prazipitate vorhanden sind, sollten diese bei 70°C
durch sanftes Schitteln aufgeldst werden.

e Puffer AW1 — Hinzufligen von 25 ml Ethanol (96-100%). In dieser Form
ist das Puffer bis zu 1 Jahr bei Raumtemperatur (15-25°C) lagerbar. Vor
jeder Prozedur ist Mischen durch Schiitteln erforderlich.

o Puffer AW2 — Hinzufligen von 30 ml Ethanol (96-100%). In dieser Form
ist das Puffer bis zu 1 Jahr bei Raumtemperatur (15-25°C) lagerbar. Vor
jeder Prozedur ist Mischen durch Schiitteln erforderlich.



21.2

33

Bisulfitkonversion der gewonnenen DNA

Fir die Bisulfitbehandlung der aufgereinigten DNA wird das ,EpiTect Bisulfite
Kit“ von der Firma QIAGEN® benutzt, das speziell fiir die Bisulfitkonversion und
die DNA-Aufreinigung fiir Methylierungsanalysen zusammengestellt ist 2.
Dieses Kit enthélt folgende Reagenzien und Zubehor:

VVVYYVYYYYVYVY

Bisulfit-Mix (Teilproben fir jeweils 8 Reaktionen) 6 X

DNA Schutzpuffer (DNA Protect Buffer) 1,9 ml
RNAse-freies Wasser 3x1,9ml
,EpiTect Spin Columns* 48 X
Collection Tubes (2 ml) — Sammelréhrchen 96 x
Puffer BL 31 ml
Puffer BW (Konzentrat) 2x 13 ml
Puffer BD (Konzentrat) 3 ml
Puffer EB 15 ml
Carrier RNA 310 ug

Dariiber hinaus werden folgende, nicht im Kit enthaltene Chemikalien und
Zubehor gebraucht:

VVVVVY

Ethanol (96-100%)

Pipetten und Pipettenspitzen

PCR-Réhrchen

Thermalcycler

1,5 ml Mikrozentrifuge-Réhrchen flr die Lyseschritte
Mikrozentrifuge

Folgende Vorbereitungen sind vor Gebrauch zu treffen:

Puffer BW — Hinzufigen von 30 ml Ethanol (96-100%) und Lagerung bei
Raumtemperatur (15-25°C). Vor der Prozedur wird der Behalter zum
Mischen geschwenkt.

Puffer BD — Hinzufligen von 27 ml Ethanol (96-100%) und Lagerung bei
2-8°C. Vor der Prozedur wird der Behalter zum Mischen geschwenkt und
es wird fir den sofortigen Verschluss der Flasche nach Gebrauch
gesorgt. Eventuelle Prazipitate beeinflussen das Ergebnis nicht, sollten
jedoch nicht auf die ,EpiTect Spin Columns*transferiert werden.

Carrier RNA (310 pg) — Vor Gebrauch werden 310 ug RNAase-freies
Wasser hinzugefligt um eine Konzentration von 1 pg/ul zu erreichen. So
ist die Losung bei -20°C fur bis zu 1 Jahr lagerbar. Die Carrier RNA und
das Puffer BL werden zu einer Lésung gemischt, deren Volumen von der
Anzahl der zu behandelnden Proben abhangig ist. Aus der folgenden
Tabelle werden die benétigten Volumina fur die Mischung bei
verschiedener Anzahl der Proben entnommen:
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Anzahl der Proben 1 4 8 16 24 48
Puffer BL 620 ul | 2,5ml | 5ml 10 ml 15 ml 31 ml
Carrier-RNA-Lésung” 62pul [ 25u [ 50ul [ 100wl [ 150 ul | 310 i

" Nach Hinzufiigen der Carrier-RNA zum Puffer BL wird die Konzentration von 10 ul/ml Carrier RNA erreicht.
2.1.3 Methylierungsspezifische Polymerase-Kettenreaktion

Primersequenzen und -kits

Far die PCR des ESR1-Promotors werden Primer mit folgenden Sequenzen
benutzt:

» Forward: 5-GGCGTTCGTTTTGGGATTG-3’

> Reverse: 5-GCCGACACGCGAACTCTAA-3’

» Sonde: FAM-5-CGATAAAACCGAACGACCCGACGA-3’-TAMRA

Fir die PCR des Housekeeping-Gens CK19 wird das_TaqMan® Gene
Expression Assay Hs00761767 von Life Technologies® benutzt, welches die

hergestellten Primer und Sonde bereits enthalt.

Agenzienzusammensetzung flir die PCR-Reaktionen

Far die RT-PCR der Abschnitte des ESR1-Promotor Gens werden folgende
Agenzien im angegebenen Verhéltnis mit Gesamtvolumen von 25 pl fir je 1
Probe angewendet:

» TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2X) 12,5 ul
No AmpErase® UNG, Applied Biosystems®

» Forward-Primer, Applied Biosystems® 2,5ul
o mit Konzentration 9 uM

> Reverse-Primer, Applied Biosystems® 2,5 ul
o mit Konzentration 3 uM

> Sonde, Applied Biosystems® 2,5 ul

» Aqua 3,0 ul

» Proben-DNA (mit Bisulfit behandelt) 2,0 ul

Fir die RT-PCR der Kontrollprobe mit Cytokeratin 19 (KRT19, Chromosom
17912-g21) werden folgende Agenzien im angegebenen Verhaltnis mit
Gesamtvolumen von 25 pl fur je 1 Probe angewendet:

» TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (2X) 12,5 pl
No AmpErase® UNG, Applied Biosystems®
> Cytokeratin 19 TagMan® Gene Expression Assay,
Hs00761767, Life Technologies® 1l
» Aqua 9,5 ul
» Proben-DNA (nativ, nicht mit Bisulfit behandelt) 2 ul
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Die PCR wird mit Geraten vom Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR
System durchgefuhrt (Abb. 6 und Abb. 7):

Fast{ (1
plate has "\
notch at
top-left
corner by
Al

30 L—IF_L:J Ejj
reaction
volume

a) b)

Abb. 6 a) Fiir die RT-PCR angewendeten Plates. b) Einsetzen der Plate ins Thermal Cycler. .

Abb. 7 Der Thermalcycler des Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System '?.

Fir den Vorgang der PCR werden auBBerdem verwendet:
» PCR-Platten: MicroAmp®, Fast Optical 96-Well Reaction Plate with
Barcode (0,1 ml), Applied Biosystems®
> Plattenabdeckfolie: MicroAmp®, Optical Adhesive Film, PCR Compatible,
DNA-/RNA-/RNAasefree
» PCR-Tubes

2.1.4 Allgemeine Utensilien fir alle Versuchsteile

» Thermalcycler: Mastercycler gradient von Eppendorf®
> Zentrifuge: MiniSpin Plus von Eppendorf®
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Thermalblock: Techne Dri-Block® DB-2A
Photometer: Nanophotometer von IMPLEN mit Einsatzen factor 50 LP
0,2 mm und factor 10 LP 1 mm
Shaker: IKA® MS1 Minishaker
Pipetten von Eppendorf Research Plus® und Eppendorf Reference® mit
je 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl Pipettiervolumen
Pipetten von Falcon Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA mit
je 5 ml, 10 ml und 25 ml Pipettiervolumen
Reaktionsgefal3e 2,0 ml, farblos, graduiert, mit Druckverschluss, DNA-,
DNase-, RNasefrei von Biozym Scientific GmbH, Art.-Nr. 710320
Reaktionsgefale 1,6 ml, RCF = 25.000 x g, graduiert, mit
Druckverschluss, DNA-, DNase-, RNasefrei von Biozym Scientific
GmbH, Art.-Nr. 710360
Pipettenspitzen:

o Biozym Premium Tips, pyrogen-, DNA-, DNase-, RNase-free

o 1 ml Safe Seal-Tips Premium®, Biozym Budget Line, Art.-Nr.

691000

Ethanol: Emprove® exp, Ph Eur, BP, JP, USP, absolute suitable for use
as excipient, Index-No: 603-002-00-5, Merck KGaA, 64271 Darmstadt
Molecular Biology Grade Water von Nalgene®
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2.2 Methoden
2.2.1 DNA-Isolation aus Tumorgewebe

Erster Schritt in der Versuchsanordnung ist die Gewinnung der DNA aus
formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeproben. Diese liegen als
Paraffinblécke vor, so dass dinne Schnitte der Tumorbereiche angefertigt
werden. Diese werden mit dem ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* von der Firma
QIAGEN® wie im Folgenden beschriecben nach Anweisungen des Kit-
Herstellers aufgearbeitet '?°. Dazu wird die Gewebeprobe in ein 1,5 ml
Rdéhrchen gegeben und nach 1 ml Xylol-Gabe fir 10 Sek. mit dem Mixer
vermischt. Nach Zentrifugieren der Probe wird die Uberstehende Ldsung
abpipettiert und zu dem verbliebenden Pellet 1 ml Ethanol (96-100%)
hinzugefiigt. Nach erneutem Mixen und Entfernen des Uberstands wird die
Probe bis zur Ausdlinstung des restlichen Alkohols fir 10 Minuten offen
inkubiert. Das verbliebende Pellet, welches die DNA enthalt, wird in 100 pl ATL-
Puffer und 20 ml Proteinase K aufgelést und vermischt. Die Probe wird bei 56°C
Uber Nacht bis zur Auflésung der Pelletbestandteile inkubiert. Nachfolgend wird
die Temperatur fir 1h auf 90°C eingestellt und weiter inkubiert - der ATL-Puffer
hat die Funktion, die Formaldehyd-Modifkation der DNA teilweise rickgangig zu
machen.

Nach Zugabe von 200 pl AL-Puffer und 200 pl Ethanol (96-100%) zu jeder
Probe und Zentrifugieren werden die Proben in das vorgefertigte "MinElute
columne"-Rbéhrchen gegeben. Diese Réhrchen enthalten eine Membran, die die
DNA nach Zugabe von Puffern auffangt. Nach Zentrifugieren bei 8000 rpm
(repeats per minute) fir 1 Minute wird die Lésung, die in das Eppendorf-Geféass
durchgeflossen ist, entfernt und das "MinElute Columne" in ein sauberes
Gefass platziert. Im Folgenden werden 500 pl AW1-Puffer in die "MinElute
Columne" gegeben und es wird flir 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die
durchgeflossene Flussigkeit wird entfernt und dasselbe wird nach Zugabe von
500 ul AW2-Puffer durchgeflhrt.

Nachdem die DNA auf diese Weise "gewaschen" wurde, wird erneut bei 14000
rom flr 3 Minuten zentrifugiert, um die gesamte Ubriggebliebene Flissigkeit
durch die Membran zu pressen und lediglich die DNA auf der Membran des
"MinElute Columne" zu erhalten. Nachfolgend wird das "MinElute Columne”
Rdéhrchen in ein sauberes 1,5 ml Gefal3 platziert und es werden 50 ml des ATE-
Puffers hinzugegeben, welches die auf der Membran haftende DNA herauslést.
Nach 5 bis 10 Minuten Inkubation mit diesem Puffer wird fir 1 Minute bei 14000
rpm zentrifugiert. Die geléste DNA befindet sich jetzt in dem Uberstehenden 1,5
ml Eppendorf-Gefal3, in ATE-Puffer gel6st, und wird bei -20°C gelagert. Die
Konzentration der DNA in jeder einzelnen Probe wird im nachhinein
photometrisch bestimmt, da im nachfolgenden Schritt eine bestimmte Menge
der DNA der Bisulfitkonversion unterzogen wird.
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2.2.2 Bisulfitkonversion der gewonnenen DNA

Die Bisulfitkonversion der DNA ist die Voraussetzung fir die Durchfihrung der
methylierungsspezifischen PCR (MSP). Nach einer Bisulfitbehandlung werden
unmethylierte Cytosine der DNA-Abfolge in Uracil umgewandelt, wahrend
methylierte Cytosinmolekille unbeeinflusst bleiben ”'. So "libersetzt" man den
Methylierungsstatus in eine neue DNA-Abfolge, wo nur methylierte Cytosine
tatséchlich als Cytosine detektiert werden und unmethylierte Cytosine (in Uracil
umgewandelt) auBen vor bleiben '?°. Die Bisulfit-DNA ist dann das Substrat fiir
die im nachfolgenden Kapitel durchgefihrte MSP (Methylierungsspezifische
Polymerasenkettenreaktion).

Far die Bisulfitkonversion wird das ,EpiTect Bisulfite Kit“ von der Firma
QIAGEN® benutzt "', Bei jeder Reaktion werden 2000 ng DNA behandel,
wobei sich unterschiedliche Volumina wegen der unterschiedlichen DNA-
Konzentrationen der isolierten Proben ergeben. Zu den verschiedenen
Volumina wird das entsprechende Volumen RNAase-freies Wasser hinzugefigt.
Die Mischung enthadlt zum Schluss ein Volumen von 20 pl mit 2000 ng
Patienten-DNA. Dazu werden folgende Komponente pipettiert:

Komponente Volumen
DNA-Lésung variabel
RNAase-freies Wasser variabel

Bisulfit-Mix (vorher aufgeldst in 800 ml RNAase- | 85 ul
freiem Wasser)

DNA-Protect-Puffer 35 ul

Totales Volumen 140 ul

Der korrekte pH-Wert fir die Reaktion wird durch den Farbwechsel des DNA-
Protect-Puffers von griin in blau angezeigt, so dass die Bisulfitkonversion in
einem Thermalcycler wie folgt durchgefhrt wird:

Schritt Zeit Temperatur
Denaturierung 5 Min. 95°C
Inkubation 25 Min. 60°C
Denaturierung 5 Min. 95°C
Inkubation 85 Min. 60°C
Denaturierung 5 Min. 95°C
Inkubation 175 Min. 60°C
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Die Proben kdnnen problemlos Uber Nacht bei 20°C im Thermalcycler belassen
werden. Daraufhin wird mit der Reinigung der konvertierten DNA begonnen,
indem die Proben zentrifugiert werden und ihnen je 310 pl BL-Puffer
(Préaparation desselben mittels RNA-Carrier-Lésung im Kapitel "Material"
enthalten) hinzugeflgt wird. Nach Mischen und Zentrifugieren werden weitere
250 ml Ethanol (96-100%) hinzugefligt und erneut gemischt.

Die so vorbereitete Lésung wird in die "EpiTect spin columne"-Rdhrchen
gegeben, zentrifugiert und die durchgeflossene Flissigkeit entfernt.
Nachfolgend werden je 500 pl BW-Puffer und 500 ul BD-Puffer hinzugeftigt und
zentrifugiert, die durchflieBende Flissigkeit wird entfernt. Nach Zugabe des BD-
Puffers wird die Lésung vor Zentrifugieren fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wird erneut zweimalig 500 ul BW-Puffer hinzugegeben und
erneut zentrifugiert. Nach Inkubation der offenen Behalter fir 5 Minuten bei
56°C wird dafir gesorgt, dass die komplette Restflissigkeit von den "EpiTect
spin columnes” verdunstet.

Auf die Membran der "EpiTect spin columnes”, die jetzt die bisulfitkonvertierte
DNA enthalt, werden 20 ul EB-Puffer pipettiert und erneut fir 1 Minute bei
12000 rpm zentrifugiert. Die so behandelte DNA-Lésung kann bei -20°C far
mindestens 3 Jahre gelagert werden.
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2.2.3 Methylierungsspezifische Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode, die in den 80-er Jahren
entwickelt wurde, um enzymatisch spezifische Bereiche der DNA exponentiell in
multiplen Zyklen zu replizieren und so eine detektierbare Anzahl von Kopien zu
produzieren. Das erfolgt durch den Einsatz von genspezifischen Primern, die an
den Enden der Sequenz andocken und Ausgangspunkt flir die Synthese eines
neuen komplementaren DNA-Strangs sind. Nach mehreren Zyklen thermischer
Denaturierung und erneuter Synthese entsteht eine exponentielle Anzahl von
Sequenzkopien '?*. Eine gute Effizienz des Prinzips wurde erst nach der
Entdeckung der thermostabilen Tag-DNA-Polymerase (isoliert vom Thermos
aquaticus) erreicht, die bei hohen Temperaturen nicht denaturiert. Dieses DNA-
synthetisierendes Enzym verflgt ebenfalls tGber eine DNA-5-3’-Exonuklease-
Aktivitat, aufgrund der sie bei der Synthese des neuen Strangs bereits
eingefligte Nukleotide "rlickwérts" spalten kann '?°. Diese Fahigkeit macht man
sich bei der Real-Time-PCR zunutze, bei der die ampflifizierten Kopien
quantitativ. wahrend der PCR gemessen werden (im Unterschied zur
konventionellen PCR, bei der mithilfe der Gelelektrophorese die Produkte erst
im Anschluss nach Beendigung der Zyklen detektiert werden). Dazu figt man
der Probe eine Sonde (ein Oligonukleotid) hinzu, die eine spezifische
Nukleotidabfolge hat, am 5’-Ende einen Reporter (fluoreszierende Substanz,
z.B. 6-Carboxyfluorescein, FAM) und am 3’-Ende einen nicht fluoreszierenden
Quencher (z.B. 6-Carboxy-tertramethyl-rhodamin, TAMRA) tragt (siehe Abb. 8),
122 Wird die Sonde in einer bestimmten Wellenldnge zum Fluoreszieren
angeregt, kann der Reporter wegen der rdumlichen Nahe zum Quencher
aufgrund des stattfindenden Fluoreszenz-Energietransfers nicht fluoreszieren.
In der Extensionsphase der RT-PCR geschieht eben die rdumliche Trennung
von beiden, da auf dem Weg entlang des Matrizenstrangs die DNA-Polymerase
auf die Sonde trifft und diese aufgrund ihrer 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat spaltet.
Der Reporter wird freigesetzt und gibt ein fluoreszierendes Signal ab '2°, ¢,
Das geschieht sequenzspezifisch, weil nur hybridisierte Sonden von der DNA-
Polymerase gespalten werden. Sonden, die aufgrund nicht komplementérer
Basenabfolge am Matrizenstrang nicht andocken kénnen, werden nicht
hydrolysiert. Wahrend der Amplifikation steigt deswegen sequenzspezifisch das
Reportersignal (Spezifitdt durch die Sonde vorausgesetzt) und das simultan
wahrend der PCR.

Wahrend die Menge der amplifizierten DNA (und damit das Fluoreszenzsignal)
exponentiell Gber einen Cut-Off-Bereich steigen (das Cut-Off trennt die
detektierbaren Signale vom Hintergrundfluoreszenzniveau), wird nach
Verbrauch der Reagenzien ein Plateau erreicht, siehe Abb. 9. Zu diesem
Endpunkt kénnen aber keine Rickschlisse auf die Startmenge der DNA
gezogen werden '%°. Das kann nur im exponentiellen Anstiegsbereich erfolgen,
wo die Nummer der Zyklen, die nétig sind das Cut-Off zu erreichen (sog. cycle
treshhold oder Ct), von der DNA-Startmenge abhangig ist '*° - bei kleiner
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Startmenge werden zum Beispiel mehr Zyklen gebraucht, um das Cut-Off zu
erreichen als bei gréBerer Startmenge.

Polymerization
Forward

Primer
5!

3!

3 5
5 3
<®—_ 5
Reverse
Primer
Strand displacement
Forward @ TagMan
Primer
5 3’
3 5
5 3
-® 5,
Reverse
Primer
Cleavage
A
; ir'r
Forward - - TagMan
, Primer ®

31'

5

3 5
@ Reverse
Primer
Abb. 8 Die Abbildung zeigt die Spaltung der Sonde wahrend der Extensionsphase der DNA-Synthese
durch die DNA-Polymerase und die Freigabe des Reporters, der durch die rdumliche Entfernung vom

Quencher ein messbares Fluoreszenzsignal abgibt. (R - Reporter, NFQ - Nicht fluoreszierender Quencher)
122
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Abb. 9 Die Abbildung zeigt den exponentiellen Anstieg des Fluoreszenzsignal beim Amplifizieren eines
spezifischen Seguenzbereichs Uber das "Hintergrundfluoreszenzsignal" (background noise). Die y-Achse
stellt das Fluoreszenzsignal dar, die x-Achse die Zyklusnummer. Der Zyklus, bei dem das Cut-Off (die
treshhold) erreicht wird, hei3t Ct (cycle treshhold) und ist proportional zur DNA-Startmenge.
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Die PCR wird in unserer Versuchsanstellung in folgenden thermischen Zyklen
durchgefihrt - initiale Denaturierung bei 95°C fir 10 Minuten, daraufhin 50
Zyklen zu je 15 Sek. bei 95°C gefolgt von 1 Minute bei 60°C.

Bei der Durchfiihrung der ESR1-Promotor-PCR werden stets bisulfitbehandelte
DNA von MD-MBA-231-Zelllinien als Positivkontrolle (methylierter ESR1-
Promotor), und MCF7-Zelllinien als Negativkontrolle (nicht methylierter ESR1-
Promotor) verwendet - beide Zelllinien stammen aus menschlichem
Brustdriisengewebe mit Mammakarzinom '#. Zusatzlich wird Wasser als
Indikator flr die fehlende Verunreinigung durch DNA untersucht - diese sollte
stets negativ ausfallen (siehe Abb. 10).
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Abb. 10 Die Abbildung zeigt die ESR1-Promotor-PCR fir die Positivkontrolle MD-MBA 231 (2 x
pipettiert, beide Kurven zeigen einen exponentiellen Verlauf, der die Baseline beim 33. Zyklus
kreuzt) sowie die Negativkontrollen MCF-7 und H,O.

Als Letztes wird die PCR fur jede DNA-Probe aus Tumorgewebe, die Positiv-
und die Negativkontrolle (MD-MBA 231 und MCF-7) mit den Primern far CK-19
durchgefihrt - das Gen fir das humane Cytokeratin, das konstitutiv in den
menschlichen Zellen exprimiert wird (ein sogenanntes Housekeeping-Gen). Die
PCR mit CK-19 fallt als Indikator vorliegender DNA stets positiv aus, solange
sich menschliche DNA in der Probe befindet. Fiir die CK-19-PCR fallen also alle
DNA-haltigen Proben positiv aus - MD-MBA 231, MCF-7 und alle
Patientenproben; nur die H,O-Probe ist als Zeichen, dass keine Kontamination
vorliegt negativ, wie in Abb. 11 dargestellt. Die CK-19-PCR wird allerdings stets
mit nicht bisulfit-behandelten Proben durchgefihrt, da die Bisulfatierung zu
einer negativen Reaktion mit den vorhandenen CK-19-Primern aufgrund einer
zu starken DNA-Veranderung fuhrt.
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Nach der Durchfihrung der PCR wird anhand der positiven MD-MBA-231-
Kontrollprobe die Baseline festgesetzt (das Cut-off ab dem die Reaktion als
positiv flr die Amplifikation des ESR1-Promotor-Bereichs gewertet wird) - in der
logarithmischen Skalierung wird diese in der Mitte des linear ansteigenden Teils
der Kurve gesetzt und es wird darauf geachtet, dass die Kurven beider
negativen Proben (MCF-7 und H>O zeigen keine Amplifikation fir die ESR1-
Promotor-Region) darunter verlaufen '?2. Der Grund dafiir ist, dass genau in
diesem linearen Teil eine direkte Beziehung zwischen Fluoreszenz und DNA-
Menge hergeleitet werden kann '2°.

Als PCR-positiv wird eine Probe gewertet, die einen typischen exponentiellen
Verlauf zeigt und die Baseline (das Cut-Off) spatestens bei Zyklus 39 kreuzt
(siehe Abb. 10). Diese Begrenzung auf Zyklus 39 ergibt sich aus der Tatsache,
dass bei unendlich laufender PCR irgendwann jede Probe aufgrund von
kleinsten Kontaminationen positiv werden kann aber eine spezifische
Ampflikation friiher einsetzen sollte - nicht spater als beim 39. Zyklus.
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Abb. 11 Die Abbildung zeigt die CK-19-PCR flir die Positivkontrolle (MD-MBA 231), die
Negativkontrolle (MCF-7) und H,O. Die ersten beiden Kurven haben einen typischen Verlauf
und kreuzen die Baseline bis zum 39. Zyklus. Die einzige Kurve, die unter der Baseline verlauft,
ist die des H,0, da in der Probe erwartungsgeman keine DNA enthalten ist.
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3 Ergebnisse

Das Gewebe der in Paraffin eingebetteten Praparaten, das wir benutzen, ist
zwischen 2000 und 2002 intraoperativ entnommen worden - dieser Zeitraum
erlaubt noch relativ gute DNA-Qualitat fir die PCR-Analyse (das Alter der
Praparate ist nicht alter als 12 Jahre) bei besserer Follow-Up-Méglichkeit. In der
Studie haben wir von urspringlich 50 Patientinnen mit Zervixkarzinomen
lediglich 44 aufgrund ungentgender DNA-Konzentration der restlichen Proben
nach Extraktion eingeschlossen. Die Patientinnen sind zwischen 1933 und 1974
geboren und deren mittleres Alter bei Diagnose liegt bei 46,5 Jahren (die
jungste Patientin ist 27 und die alteste 69 Jahre alt bei Diagnosestellung). Von
diesen Patientinnen sind zum Zeitpunkt der Datenerhebung im Januar 2013
insgesamt 5 verstorben, die Charakteristika von diesen Patientinnen sind in der
Tab. 11 am Ende des Kapitels zusammengefasst. Von den restlichen 39
Patientinnen ist bei 17 bis dato kein Rezidiv diagnostiziert, bei 22 Patientinnen
kann retrospektiv nicht eruiert werden, ob sie rezidivfrei geblieben sind. Es
handelt sich bei 43 der Patientinnen um  Erkrankungen an
Plattenepithelkarzinomen (davon 28 nicht verhornend, 13 verhornend, 2 gering
differenziert). Im Kollektiv liegt histologisch kein Adenokarzinom vor, in einem
Fall fehlt die histologische Klassifizierung. Die meisten Tumoren weisen eine
maBige Differenzierung mit G2 (26 von 44 Patientinnen, 59.1%) auf, der
zweitgréBte Anteil (16 von 44, 36.4%) weist schlecht differenzierte G3-
Karzinome auf. Eine Patientin hat G1-Grading, bei einer ist das Grading nicht
festgehalten (siehe Tab. 7). Durchschnittlich sind pro Patientin 35,67
Lymphknoten entnommen und untersucht worden, 29 der Patientinnen haben
keine Lymphknotenmetastasen, bei 15 sind die Lymphknoten befallen. Im
Rahmen der operativen Therapie haben sich 42 Patientinnen einer nicht
fertilitatserhaltenden Behandlung in Form einer Hysterektomie unterzogen, eine
Patientin hatte bereits 1992 eine suprazervikale Hysterektomie, ein Fall wurde
nicht ausreichend dokumentiert. Bei ca. der Halfte der Patientinnen (21
Patientinnen, 47.7%) ist zusatzlich eine beidseitige Adnexektomie durchgefihrt
worden. Bei genau demselben Anteil von 47.7% Prozent ist die Operation im
Sinne des klassischen Wertheim-Meiggs-Konzeptes - ohne Adnexektomie -
durchgefihrt worden. Bei einer schwangeren Patientin wurde eine priméare
Sectio in der 36+4 SSW mit gleichzeitiger Wertheim-Operation (Hysterektomie
und pelvine Lymphonodektomie) kombiniert - diese Patientin wurde im Verlauf
relaparotomiert, erlebte 2004 einen Rezidiv mit nachfolgender Ovariopexie und
ist trotz Radio-Chemotherapie verstorben. Die Mehrheit der Patientinnen
(50.0%) entspricht den lokalen, Iymphogen wund systemisch nicht
fortgeschrittenen FIGO-Stadien | und Il. 36,4% der Patientinnen haben bereits
Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen und befinden sich im FIGO-Stadium
l1I-IV. Ein Anteil von 6% weist keine ausreichenden Kriterien zur FIGO-
Klassifikation auf (siehe Tab. 8).
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Merkmal Subpopulationen Absolute Anteil in % von
Patientenzahl = insgesamt 44 P.

Histologischer Plattenepithelkarzinom: 43 97.7%
Befund e  Nicht verhornend 28 63.6%
e Verhornend 13 29.5%
Adenokarzinom 0 -
Gering diff. Karzinome 2 4.6%
Nicht klassifiziert 1 2.3%
Grading G1 (Gut differenziert) 1 2.3%
G2 (Méssig differenziert) 26 59.1%
G3 (Schlecht differenziert) 16 36.4%
Nicht klassifiziert 1 2.3%
Lymphknoten- Nicht befallen 29 65.9%
Status Befallen 15 34.1%
Operative Hysterektomie 42 95.5%
Therapie Keine Hysterektomie (St.n. 1 2.3%
Hysterektomie)
Nicht klassifiziert 1 2.3%
Adnexektomie im | Beidseitige Adnexektomie 21 47.7%
ORSZ",ZZ'J e(:,er Einseitige Adnexektomie 1 2.3%
Therapie Keine Adnexektomie 21 47.7%
Nicht klassifiziert 1 2.3%
Adjuvante Radio- | Keine adjuvante RTX+CTX 21 47.7%
Chemotherapie | ) i \vante RTX+CTX 7 15.9%
Adjuvante RTX (keine oder nicht 9 20.45%
dokumentierte CTX)
Rezidive Rezidiv 0 -
Kein Rezidiv 17 38.6%
Todesfélle 5 11.4%
Nicht klassifiziert 22 50.0%
Rauchverhalten Raucherinnen 13 29.5%
Nicht-Raucherinnen 20 45.5%
Nicht klassifiziert 11 25.0%
BMiI-Index < 18.5 (Untergewicht) 4 9.0%
18.5 - 25 (Normalgewicht) 15 34.1%
25 - 30 (Praadipositas) 8 18.2%
> Adipositas (Adipositas) 8 18.2%
Nicht klassifiziert 9 20.5%

Tab. 7 Die Tabelle zeigt die Aufteilung des Kollektivs nach den evaluierten diagnostischen,
therapeutischen und klinischen Merkmalen.
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FIGO-Stadium TNM-Stadium Absolute Anteil in % von allen
Patientenzahl (N) 44 Patienten

Stadium | 15 34.1%
- Stadium IA T1a NO MO 0
- Stadium IB T1b NO MO 15
Stadium Il T2 NO MO 15.9%
- Stadium 1A T2a NO M0
- Stadium 1B T2b NO M0
Stadium Il T1-3 NO-1 MO 15 34.1%
- Stadium IlIA T3a NO MO 0
- Stadium IlIB T1-3N1 MO 15

T1 N1 MO 3

T2 N1 MO 10

T3 N1 MO 2
Stadium IV 1 2.3%
- Stadium IVA T4 NX MO 0
- Stadium IVB T2b N1 M1 1
Nicht klassifiziert - 6 13.6%

Tab. 8 Die Tabelle zeigt die Aufteilung des Kollektivs nach der FIGO- und TNM-Klassifikation.

Die Mehrheit der Patientinnen im Kollektiv (47.7%) bekam keine adjuvante
Radiochemotherapie, was gut mit den Ergebnissen korreliert, dass die meisten
Falle niedriggradigen FIGO-Stadien (Stadium I-1l) angehéren, die meisten
Patientinnen einen negativen Lymphknotenstatus und ein glnstiges
Gradingprofil (G1-G2) aufweisen (Zusatzkriterien, die gegen die Durchflhrung
einer adjuvanten Therapie sprechen). Eine kombinierte Radiochemotherapie
erhielten ca. 15.9% der Patientinnen, fir einen Teil von 20.5% ist alleinig die
Durchfihrung einer Radiotherapie dokumentiert.

Zusatzlich haben wir bei den Patientinnen weitere Merkmale beriicksichtigt -
wie Rauchverhalten oder BMI. Der gr6Bte Teil der Patientinnen (45.5%) sind
Nichtraucherinnen, die Mehrheit ist norm- oder untergewichtig (43.1%), adipds
hingegen 18.2%.

Nach den im Methodenteil erklarten Kriterien werden 17 von den 44
Patientinnen (38.6%) als PCR-positiv gewertet und weisen somit eine
Methylierung des ESR1-Promotors auf. Die Charakteristika dieser 17
Patientinnen sind am Ende des Kapitels in der Tabelle 10 zusammengefasst.
Die Abbildung 12 zeigt exemplarisch die PCR einer Patientin mit methyliertem
ESR1-Promotor. Die restlichen 27 Patientinnen (61.4%) sind PCR-negativ, ihr
ESR1-Promotor ist also nicht methyliert. Ein Beispiel hierflr zeigt die Abbildung
13. In der Gruppe mit dem methylierten ESR1-Promotor sind zum Zeitpunkt der
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Datenerhebung 16 Patientinnen am Leben, eine ist verstorben. In der Gruppe
wo keine Methylierung vorlag, sind 4 von den 27 Patientinnen verstorben
(zensiert 3 von 26). Fir das durchschnittliche Uberleben ergibt die Kaplan-
Meier-Kurve keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (10-
Jahrestberleben bei methyliertem Promotor 94,1%, bei nicht methyliertem
Promotor 88,5%, p = 0.554). Die absolute Uberlebensdauer betragt fir die
Gruppe mit dem methyliertem Promotor 9,44 Jahre, und mit nicht methyliertem
9,08 Jahre (siehe Tab. 9 und Abb. 14). Der Methylierungsstatus zeigt keine
Korrelation mit dem Uberleben sowohl in der Subgruppe mit verhorntem
Plattenepithelkarzinom (10-Jahres-Uberleben 100% methyliert vs. 85.7%
unmethyliert, p = 0,317) als auch in der Subgruppe mit nicht verhornendem
Karzinom (10-Jahres-Uberleben 90,0% methyliert vs. 88,2 nicht methyliert, p =
0,960).

Delta Rn vs Cycle
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Abb. 12 Die Abbildung zeigt die PCR-Ergebnisse einer 52-jahrigen Patientin, die als PCR-positiv
(ESR1-Promotor methyliert) gewertet wird. Die Kurve der Positivkontrolle MD-MBA 231 (doppelt
angesetzt) kreuzt die Baseline durchschnittlich bei Zyklus 32. Die Kurve der Patientinnenprobe
(ebenfalls doppelt angesetzt) kreuzt die Baseline durchschnittlich bei Zyklus 38. Das ist eine
Patientin im Stadium T2b NO MO (FIGO 1IB) mit schlecht differenziertem (G3), groBzelligem
verhornendem Plattenepithelkarzinom.
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Delta Bn vs Cycle
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Abb. 13 Die Abbildung zeigt die PCR-Ergebnisse einer 45-jahrigen Patientin, die als PCR-negativ
(ESR1-Promotor nicht methyliert) gewertet wird. Die Kurve der Positivkontrolle MD-MBA 231 (doppelt
angesetzt) kreuzt die Baseline durchschnittlich bei Zyklus 32. Die Kurve der Patientinnenprobe
(doppelt angesetzt) erreicht die Baseline nicht. Das ist eine Patientin im Stadium T1b1 NO Mx mit
mittelgradig differenziertem (G2), nicht verhornendem Plattenepithelkarzinom.

Zusammenfassung der Fallverarbeitung

ESR1-Promotor Anzahl der Zensiert

(PCR) Gesamtzahl Ereignisse H Prozent
nicht methyliert 26 3 23 88,5%
methyliert 17 1 16 94,1%
Insgesamt 43 4 39 90,7%
a)

ESR1- Mittelwert?

Promotor 95%-Konfidenzintervall

(PCR) Schétzung Standardfehler Untergrenze Obergrenze
nicht methyliert 9,083 ,500 8,104 10,063
methyliert 9,438 ,545 8,370 10,505
Insgesamt 9,225 372 8,497 9,953
a. Wenn die Schatzung zensiert ist, wird sie auf die gréRte Uberlebenszeit begrenzt.
b)

Tab. 9 Die Tabelle zeigt die statistische Auswertung fiir das Uberleben in den Gruppen mit
methyliertem und nicht methyliertem ESR1-Promotor. a) Das 10-Jahrestiberleben in der Gruppe
korreliert nicht mit dem Methylierungsstatus (p = 0.554). b) Die entsprechende Uberlebensdauer
in Jahren, abhangig vom Methylierungsstatus.
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Uberlebensfunktionen
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h + + + + + Iimethyliert
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Abb. 14 Graphische Darstellung des 10-Jahres-Uberlebens von Patientinnen mit methyliertem
und nicht methyliertem ESR1-Promotor.

Beim Grading zeigt sich allerdings ein signifikanter Unterschied in Abhangigkeit
vom Methylierungsstatus. In der Gruppe mit methyliertem ESR1-Promotor
kommen haufiger schlecht differenzierte G3-Karzinome als in der Gruppe mit
nicht methyliertem ESR1-Promotor vor (G3-Falle: 9 von 16 Patientinnen bei
methyliertem vs. 7 Patienten von 27 bei nicht methyliertem Promotor), p =
0.041, siehe Abb. 15 a). Uber die Halfte der Patientinnen (56.3%) weisen G3-
Befunde auf, falls bei ihnen eine Methylierung vorliegt. Ist der ESR1-Promotor
nicht methyliert, werden um ca. die Halfte weniger G3-Befunde erhoben (G3 in
25.9% der Falle), siehe Abb. 15 a), und 15 b). Bei schlecht differenzierten G3-
Karzinomen liegt haufiger eine Methylierung des ESR1-Promotors als bei gut-
bis maBig differenzierten Karzinomen vor - in G3-Karzinomen ist der ESR1-
Promotor zu 56.3% methyliert, in G2-Karzinomen ist er hingegen zu 23.1%
methyliert, siehe Abb. 15 a) und 15 c).

Kreuztabelle ESR1-Promotor (PCR)*Grading

Grading Gesamtsum
G1 G2 G3 me
ESR1-Promotor nicht methyliert Anzahl 0a 20a 7a 27
(PCR) % in ESR1- . . . .
Promotor (PCR) 0,0%| 74,1%| 259% 100,0%
% in Grading 0,0%| 76,9%| 43,8% 62,8%
methyliert Anzahl 1a Ba 9a 16
% in ESR1-
0, 0, 0, 0,
Promotor (PCR) 6,3%| 37,5%| 56,3% 100,0%
% in Grading 100,0%| 23,1% | 56,3% 37.2%
Gesamtsumme Anzahl 1 26 16 43
% in ESR1-
0, 0, 0, 0,
Promotor (PCR) 2,3%| 605%| 372% 100,0%
% in Grading 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0%

Jeder tiefgestellte Buchstabe gibt ein Subset von Grading Kategorien an, deren Spaltenanteile sich auf dem ,05-
Niveau nicht signifikant voneinander unterscheiden.

a)
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Grading 204 ESR1-Promotor
[ [ (PCR)

Bc2 Mnicht methyliert
a3 @ methyliert

30+

20+

Anzahl
Anzahl

T T
nicht methyliert methyliert G2

ESR1-Promotor (PCR) Grading
b) c)

Abb. 15 a) Die Tabelle zeigt den absoluten und prozentualen Anteil der verschiedenen
Differenzierungsgraden in den Gruppen mit methyliertem und nicht methyliertem ESR1-
Promotor. b) In der Gruppe mit methyliertem Promotor liegt in 56.3% der Félle ein G3 vor, in der
Gruppe mit nicht methyliertem Promotor ist ein G3 in 25.9% vorliegend. ¢) In schlecht
differenzierten Karzinomen liegt der ESR1-Promotor haufiger methyliert vor.

Eine Beziehung zwischen Lymphknotenbefall und Methylierungsstatus des
Tumors kann in unserer Studie nicht gezeigt werden (p = 0,598).

Im unserem Kollektiv zeigen die Patientinnen mit negativen Nodalstatus keinen
signifikanten Uberlebensvorteil gegenilber den Patientinnen mit positivem
Nodalstatus (p = 0,500). Von 16 LK-positiven Patientinnen sind 2 verstorben (1
mit methyliertem und 1 mit nicht methyliertem Promotor), von den 27 LK-
negativen Patientinnen sind ebenfalls 2 verstorben (beide mit nicht
methyliertem Promotor). Sowohl in der LK-positiven als auch in der LK-
negativen Subgruppe ist die Methylierung des ESR1-Promotors nicht mit
Uberlebensunterschieden assoziiert (p = 0,281 bzw. p = 0,881).

Keine Signifikanz zeigt sich ebenfalls zwischen der ESR1-Promotor-
Methylierung und der Durchfiihrung einer adjuvanten Therapie. In der Gruppe
mit methyliertem Promotor erhielten 47,1% der Patientinnen adjuvante Therapie
und in der Gruppe mit nicht methyliertem Promotor erhielten 40,0% eine (p =
0,666), siehe Abb. 16. Die Durchfihrung der adjuvanten Therapie korreliert in
unserer Studie mit einem positiven Nodalstatus - von 13 Patientinnen mit
positiven Lymphknoten erhielten 12 eine adjuvante Therapie (92,3%, p <
0,005). Von den insgesamt 24 LK-negativen Patientinnen erhielten hingegen 4
eine adjuvante Radiochemotherapie (16,7%). Die Differenzierung steht
weiterhin  in  keiner  Assoziation mit durchgeflhrter postoperativer
Weiterbehandlung (p = 0,157) - von 13 Patientinnen mit G3-Tumoren erhielten
8 eine adjuvante Therapie (61,5%), von 22 Patientinnen mit G2-Tumoren 7
(31,8%), die eine Patientin mit G1-Tumor erhielt keine adjuvante Therapie
(0,0%).
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Kreuztabelle ESR1-Promotor (PCR)*Adjuvante Therapie ] Adjuvante Therapie
Adjuvante Therapie

WKeine adjuvante Therapie
[ Adjuvante RETX oder RTX

Keine Adjuvante
adjuvante RCTX Gesamt-
Therapie | oder RTX | summe

ESR1- nicht Anzahl 12 8 20| -
Promotor | methyliert o - §
yieft | % in ESRA 60,0%| 40,0%| 100,0%]| <
Promotor
methyliert Anzahl 9 8 17
94 i -
% in ESRA 52,9%| 47.1%| 100,0%
Promotor
Gesamtsumme Anzahl 21 16 37
oL i - §
A’ n ESR1 56,8% 43,2% 100,0% nicht methyliert methyliert
Promotor ESR1-Promotor (PCR)
a) b)

Abb. 16 Die Tabelle und die Grafik zeigen (a,b), dass in beiden Gruppen - mit methyliertem
oder nicht methyliertem ESR1-Promotor - dhnlich haufig adjuvante Therapie (RCTX oder RTX)
durchgefiihrt wurde (p = 0,666).

In unseren Ergebnissen zeigt sich noch, dass die Methylierung des ESR1-
Promotors keinen Einfluss auf das FIGO-Tumorstadium (p = 0,720) oder das
mittlere Erkrankungsalter (p = 0,605) hat. Der BMI-Index steht auch in keinem
Zusammenhang mit dem Methylierungsstatus (p = 0,465), sowie der
Nikotingenuss - in Raucherinnen- und Nichtraucherinnengruppen unterschied
sich die Methylierungshaufigkeit des ESR1-Promotors nicht (p = 0,840). Die
Ergebnisse sind in der Abbildung 17 dargestellt.

ESR1-Promotor
104 (PCR)

W nicht methyliert
Emethyliert

Anzahl
FIGO
&

FICO1 FIGO Il FICO I FIGO IV
FIGO

T T
nicht methyliert methyliert

ESR1-Promotor (PCR)
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Alter bei Diagnose
BMI

1 1 1T 1

nicht m‘ethvllert meth‘vllert nicht m‘ethvhert mekhlyhzrt
ESR1-Promotor (PCR) ESR1-Promotor (PCR)

c) d)

Abb. 17 Die Graphiken zeigen, dass kein Zusammenhang des FIGO-Stadiums (a,b, p = 0,720),
Erkrankungsalters (c, p = 0,605) und BMI-Index mit dem Methylierungsstatus besteht (d, p =
0,465).

Die Patientinnen sind ebenfalls je nach der durchgeflhrten operativen Therapie
bezlglich etwaiger Adnexektomie evaluiert. Von 42 Féllen (zensiert nach
vorhandenen Daten) ist die Halfte beidseitig adnexektomiert und bei der
anderen Halfte ist keine Adnexektomie durchgefthrt worden. In der Gruppe, wo
beidseits adnexektomiert wurde, sind 4 Patientinnen von insgesamt 21
verstorben (siehe Abb. 18). Bei 3 der 4 verstorbenen Patientinnen ist der ESR1-
Promotor nicht methyliert. In der Gruppe, wo die Adnexe in situ belassen
wurden, ist keine Patientin verstorben (0 von 21), p = 0,032. Das schlechtere
Uberleben in der Gruppe mit der Adnexektomie korreliert weder mit dem FIGO-
Stadium (p = 0,210) noch mit dem Lymphknotenstatus (p = 0,137).
Patientinnen, bei denen eine beidseitige Adnexektomie durchgeflhrt wurde,
haben weder ein hoéheres FIGO-Stadium, noch haufiger befallene
Lymphknoten.

Uberlebensfunktionen

Beidseitige
Adnexektomie

Keine beidseitige
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Beidseitige ESR1-Promotor Gesamt- | Anzahl der Zensiert
Adnexektomie (PCR) zahl Ereignisse H Prozent

Keine beidseitige nicht methyliert 13 0 13 100,0%

Adnexektomie methyliert 8 0 8 100,0%

Insgesamt 21 0 21 100,0%

Beidseitige nicht methyliert 12 3 9 75,0%

Adnexektomie methyliert 9 1 8 88,9%

Insgesamt 21 4 17 81,0%

Insgesamt Insgesamt 42 4 38 90,5%
b)

Abb. 18 a) Signifikant schlechteres Uberleben der Patientengruppe, die eine beidseitige
Adnexkeotmie erhalten hat (p = 0,032). b) Sterbefalle in Abh&ngigkeit vom Adnexektomie- und

Methylierungsstatus.

Plattenepithel-
karzinom-Subtyp

(Verhornung)

LK-Status

Patient
lebt

Beids.
Adnex-
ektomie

G3 ja ja
St. llIB T3b N1 MO G3 nicht verhornend | positiv (5/47) ja ja
St. IIB T2b NO MO G3 verhornend negativ (0/32) ja ja
St. llIB T3b N1 MO - nicht verhornend | positiv (20/22) ja nein
St. llIB T2b N1 MO G3 nicht verhornend | positiv (12/57) nein ja
St. 1A T2a NO MO G3 nicht verhornend | negativ (0/23) ja ja
St IB T1b1 NO MO G2 verhornend negativ (0/43) nein ja
St. 1Bl T1b1 NO MO G2 nicht verhornend | negativ (0/21) ja ja
St. IB2 T1b2 NO MO G1 verhornend negativ (0/25) nein ja
St. IBI T1b1 NO MO G2 gering differenziert | negativ (0/23) nein ja
St. llIB T1b2 N1 MO G3 nicht verhornend | positiv (2/39) nein ja
St. llIB T2b N1 MO G2 verhornend positiv (2/40) nein ja
St. - T2b NO Mx G3 verhornend negativ (0/38) nein ja
St. IBI T1b1 NO MO G2 nicht verhornend | negativ (0/47) ja ja
St. 1IB T2a N1 MO G3 nicht verhornend | positiv (3/25) nein ja
St. IB T1b NO MO G3 nicht verhornend | negativ (0/15) ja ja
St 1A T2a NO MO G2 verhornend negativ (0/21) ja ja

Tab. 10 Zusammenfassung der Charakteristika der 17 PCR-positiven Patientinnen.
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Grading Plattenepithel Beid- ESR1-Promtor
-Karzinom- seitige

Subtyp Adnex-
ektomie

St B | T2b N1 MO G2 nicht positiv ja nicht methyliert
verhornend
St. B | T3b N1 Mx nicht nicht positiv ja methyliert
bekannt verhornend
St IIB | T2b NO MO G2 nicht negativ | ja nicht methyliert
verhornend
St.IBlI | Tib1 NOMO | G2 nicht negativ | nein nicht methyliert
verhornend
St IIB | T2b NO MO G2 verhornend negativ | ja nicht methyliert

Tab. 11 Charakteristika der Patientinnen im Kollektiv, die verstorben sind. Der vierte Fall ist in
der Kaplan-Meier-Kurve zensiert.



55

4 Diskussion
1.1 Repréasentativitat des Kollektivs

Um allgemeine Aussagen Uber onkogenetische Einfluss- oder Risikofaktoren fir
eine bestimmte Tumorentitat zu treffen, ist es wichtig zu wissen, in wie weit das
ausgewahlte Kollektiv der Gesamtpopulation entspricht. Die hier angefliihrten
epidemiologischen Daten fiir Pravalenzen und Uberlebensdaten beim
Zervixkarzinom stammen von der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) und werden uns zur Abschatzung
unseres Kollektivs dienen *°.

Als Erstes ist von Interesse, wie alt unsere Patientinnen bei Diagnose waren, da
das Zervixkarzinom eine Tumorentitat ist, die friiher als andere gynékologische
Malignome auftritt und zusétzlich das Erkrankungsalter sich um 15 Jahre in den
letzten 25 Jahren aufgrund konsequenter Vorsorge reduziert hat. Laut AWMR
liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 53 Jahren, die hdchsten
Erkrankungsraten liegen derzeit far 40- bis 59-jahrige Frauen. In unserem
Kollektiv liegt das Alter bei Diagnose bei 46,5 Jahren. Damit waren die
Patientinnen 8,5 Jahre junger als der Durchschnitt in der Normalbevdlkerung.
Wenn man sich die Altersverteilung in unserer Studie ansieht, macht die
Gruppe der 30- bis 39-Jahrigen den gréBten Anteil aus. Das frihere
Erkrankungsalter unseres Kollektivs kénnte mit der besseren medizinischen
Versorgung in einer GroBstadtbevilkerung zusammenhangen, die
Neuerkrankungen friher detektiert. Wenn man die 40- bis 59-Jahrigen als eine
Gruppe zusammenfasst, wirde sie trotzdem wie oben angegeben den
normkonform gréBten Teil mit 45,5% ausmachen. Dagegen waren nur 36,4%
der Patientinnen jinger und 18,2% alter.

Laut Angaben der AWMF von den Jahren 2009-2010 prasentieren sich die
Patientinnen bei Erstdiagnose in den folgenden Stadien: 62% im Stadium T1,
25% im Stadium T2, 8% im Stadium T3 und 6% im Stadium T4. In unserer
Studie sind 21 Patientinnen im Stadium T1 (47,7%), 21 im Stadium T2 (47,7%)
und 2 im Stadium T3 (4,6%), keine war dem Stadium T4 zuzuordnen. Die
Ursache, dass mehr als 95% der Patientinnen den lokalen Tumorstadien T1
und T2 ohne Ausbreitung auf die Beckenwand angehdéren, ist darauf
zurlckzufihren, dass die Patientinnen in unserem Kollektiv operiert waren und
sich deswegen in einem "operablen" Stadium befinden. Patientinnen, die einzig
Radiochemotherapie aufgrund fortgeschrittener Stadien erhalten haben, wurden
dementsprechend nicht eingeschlossen und die Gruppe im Stadium T3 bis T4
fallt entsprechend mit 4,6% klein aus (vs. 14% in der Normalbevdlkerung).
Warum dennoch Patientinnen dieser Gruppe (T3/T4) operiert wurden, ist wie im
Kapitel "Therapie" erwahnt, darauf zurlckzuflihren, dass man prinzipiell jedes
T-Stadium operieren kann - im T3 solange keine Ausbreitung auf die
Beckenwand vorliegt (weil das technisch sehr schwierig ist) und im T4 dank
aufwendiger Blasen- und Rektum-Rekonstruktionstechniken. Bei einer der
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beiden T3-Patientinnen in unserer Studie wurde zusétzlich eine vordere
Exenteration im Sinne einer radikalen Zystektomie und Anlage einer Neoblase
durchgefihrt, was eigentlich einen Blasen-Befall und ein T4-Stadium suggeriert
- der Anteil der Patienten in den Stadien T3 plus T4 wirde sich dann aber
trotzdem nicht verandern.

Ein wichtiges Populationsmerkmal, das sich vor allem aus dem hohen Standard
der medizinischen Versorgung in den Industrieldandern ableitet und erheblich
von den Ergebnissen in den Entwicklungslandern unterscheidet, ist die
Uberlebensrate. Die Daten, auf die sich die AWMF bezieht, sind aus dem
Bayerischen Krebsregister und die folgenden nach Stadium berechneten 10-
Jahresiiberlebensraten beziehen sich auf den Zeitraum von 1988 bis 2011 °°:
93% fiir Stadium UICC | (T1 NO MO0), 71% fir Stadium UICC Il (T2 NO MO0), 51%
far Stadium UICC Ill (T3 NO MO oder T1-3 N1 MO0), 16% far UICC IV (T4 NO MO,
T4 N1 MO oder Tx Nx M1). Da die Stadieneinteilung der Union internationale
contre le cancer (UICC) der FIGO-Klassifikation entspricht, haben wir einen
direkten Vergleich angestellt und aufgrund geringer Fallzahl Stadien
zusammengefasst. Bei mittlerer Beobachtungsdauer von 9,32 Jahren starb 1
Patientin von den 21 Patientinnen im FIGO-Stadium I-1l und 2 Patientinnen im
FIGO-Stadium lll-1V - entsprechende Uberlebensraten sind 95,2% fiir FIGO I-II
und 87% fur FIGO IlI-IV. Die beiden anderen Patientinnen, die verstorben sind,
kénnen nicht berlcksichtigt werden, da bei einer das FIGO-Stadium und bei der
anderen das genaue Sterbedatum nicht bekannt ist. Warum die Raten so
unterschiedlich ausfallen (bei uns héhere Uberlebensraten), liegt mit Sicherheit
daran, dass wir in unserer Studie eine geringe Zahl von Patientinnen untersucht
haben. AuBerdem kann es sein, dass ein operables Patientenkollektiv wie unser
per se eine geringere Mortalitdt haben kénnte und bei gleichem Tumorgrad
deswegen eine bessere Prognose hat. Das bessere Uberleben unserer
Patientinnen in den Stadien FIGO I-ll (als das vom AWMF angegebene) kann
auf jeden Fall nicht an der operativen Therapie des Kollektivs liegen, da
bewiesen ist, dass in den Stadien FIGO IB-ll eine primare Radio-
Chemotherapie im Falle geringen Allgemeinzustandes durchgeflihrt werden
kann und gleichwertige Ergebnisse (wie die operative Therapie) liefert >°.

Nach Evaluation der histopathologischen Befunde unserer Gruppe haben wir
wie erwartet eine Mehrzahl an Plattenepithelkarzinomen feststellen kdnnen - 43
der 44 Patientinnen sind an einem Plattenepithelkarzinom erkrankt, was mit
einer Pravalenz von 97,7% deutlich Uber den in der Literatur angegebenen
Werten von 75-80% liegt '8, '°. Bei der Patientin, die kein
Plattenepithelkarzinom hat, handelt es sich um einen schlecht differenzierten
Tumor. Wir haben in unserer Studie keinen Fall eines Adenokarzinoms, welches
statistisch mit einer Haufigkeit von 15% bis 20% auftritt '*°. Diese Entitat ware
allerdings von Interesse gewesen, da SERMs primar eine Wirkung auf das
Endometrium zeigen (Tamoxifen steigert das Risiko eines
Endometriumkarzinoms) und eventuell diese Art von Tumoren eher unter
hormonalem Einfluss stehen wirde als das Plattenepithelkarzinom. Eine
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mogliche Erklarung daflr, dass wir keine Patientin mit dieser Tumorentitat
haben, ist dass Adenokarzinome seltener vorkommen, durch ihren
intrazervikalen Sitz schwerer zuganglich sind und trotz
Vorsorgeuntersuchungen spater entdeckt werden. Fortgeschrittene Karzinome
werden aber seltener einer operativen Therapie zugefihrt und bleiben somit
aus unserem Kollektiv ausgeschlossen. Im Ubrigen kénnten alle Parameter, die
durch die Selektion in Bezug auf die operative Therapie beeinflusst sind,
storfaktorfrei an Biopsiepraparaten statt an Operationspréparaten untersucht
werden. Dartber hinaus, kann sich auch die geringe Zahl an Patientinnen in
unserer Studie darin duBBern, dass kein Fall mit Adenokarzinom vorliegt.

FUr unser Follow-Up war auBerdem wichtig die Rezidive zu ermitteln, was sich
allerdings aufgrund der alten Daten und der meist nicht in elektronischer Form
vorliegenden Patienteninformationen schwierig gestaltete. Soweit Rezidive
bestehen, sind sie immer Patientinnen zuzuordnen, die gestorben sind -
insgesamt sind 3 Rezidive bestatigt und die Patientinnen sind im Verlauf
gestorben. Umgekehrt war es schwierig zu eruieren, woran die Patientinnen
tatsachlich gestorben sind. Insgesamt sind 5 Patientinnen verstorben, bei 3 von
ihnen liegt wie bereits erwahnt ein bestéatigtes Rezidiv vor, so dass eine hohe
Wahrscheinlichkeit besteht, dass sie am Zervixkarzinom verstorben sind. Bei
den restlichen zwei Patientinnen ist nicht eruierbar, ob sie ein Rezidiv hatten -
die eine Patientin hatte als Nebenerkrankung ein Bronchialkarzinom und einen
Nierenbeckentumor. Die zweite Patientin hatte kein Rezidiv, bei ihr wurde
allerdings 2 Jahre nach der Zervixkarzinom-Diagnose ebenfalls ein
Bronchialkarzinom diagnostiziert und sie ist 5 Monate spater verstorben. Bei
diesen beiden Fallen ist es sehr wahrscheinlich, dass die Sterbeursache nicht
das Zervixkarzinom ist.

Bei der Erstellung der Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben abhangig
vom Methylierungsstatus des ESR1-Promtors sind nur 4 der Todesfalle
bertcksichtigt, da bei der einen Patientin das genaue Sterbedatum nicht
bekannt ist. Diese Patientin weist einen nicht methylierten ESR1-Promotor auf,
so dass (wenn alle Sterbefélle beriicksichtigt werden) in den Proben von 4 von
5 verstorbenen Patientinnen schlussendlich ein nicht methylierter ESR1-
Promotor vorliegt. Eine bessere Aussagekraft ware mit Sicherheit bei gréBerer
Patientenzahl méglich, da das Zervixkarzinom (vor allem die operablen Stadien)
mit relativ guter Prognose assoziiert ist und man mehr Patientinnen braucht, um
eine relevante Ereigniszahl (Rezidive, Todesfalle) zu beobachten. Wenn man in
einer Studie die Patientinnen in fortgeschrittenen Stadien ohne operative
Therapie (mit alleiniger Radiochemotherapie) mitberticksichtigen wirde
(beispielsweise durch Biopsieuntersuchungen), wirde die Ereigniszahl auch
héher ausfallen.
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4.2 Ergebnisinterpretation

Das Ostrogen und sein Rezeptor ERo. haben eine unklare Funktion in der
Onkogenese des Zervixkarzinoms. Erste vage Zusammenhénge ergaben sich
aus der Tatsache, dass Multiparitat und orale Kontrazeptiva das Risiko dieser
Erkrankung erhdhen '® und Mausmodelle die Notwendigkeit des Ostrogens und
seines Rezeptors ERa fUr die Entwicklung von Zervixmalignomen in HPV-
transgenen Mausen bestatigen "2 Trotz der vielversprechenden Behandlung
von solchen Mausen mit Ostrogenrezeptorantagonisten (Fulvestrant) oder
SERMSs (Raloxifen) in der Studie von Chung et al. ''", konnte allerdings eine
therapeutische Wirkung weder fir Tamoxifen noch flir Raloxifen in klinischen
Studien beim Menschen nachgewiesen werden '8, Die gegenteilige Vorstellung
vom ERa als Tumorsuppressorgen, das laut Studien in 32% bis 74% der Falle
mit Zervixkarzinom methyliert ist ®', %, lasst schlussendlich ungeklart, welche
ERa-vermittelte Wirkung Ostrogen in vivo am Zervixepithel im humanen
Gewebe hat.

Da das Zervixgewebe vor allem dber ERa und nicht Gber ERB hormonell
reguliert wird und sein ESR1-Promotor in einem Anteil der Zervixkarzinome
methyliert vorliegt, wollten wir mit unserer Studie die klinische Relevanz dieser
Methylierung ermitteln, indem wir deren Korrelation mit Parametern wie
histopathlogischem Befund, Stadium, Grading, BMI und Uberleben
untersuchen. Fir die Versuchsanstellung haben wir die Methode der
methylierungsspezifischen Real-time PCR angewandt, die eine prazisere
quantitative Aussage als die klassische PCR zulasst. Das, was wir feststellen
kénnen (p < 0,05), ist dass Tumoren mit ESR1-Promotor-Methylierung
signifikant haufiger schlecht differenziert sind und ein G3-Differenzierungsgrad
zeigen - trotzdem weisen solche Patientinnen mit methyliertem Promotor (und
meist G3-Status) wie oben ausgefiihrt keinen Uberlebensnachteil auf. Eine
weitere Korrelation mit dem FIGO-Stadium, der Histopathologie und dem BMI-
Index lasst sich ebenfalls nicht ermitteln.

Bis jetzt beschaftigte sich noch Mduller et al. mit der klinischen Relevanz einer
Gen-Methylierung im Zervixkarzinom, allerdings fiir eine Anzahl von 25 Genen
(darunter ESR1-Promotor), und stellte fest, dass ein dem Normalgewebe
ahnliches Methylierungsmuster in Zervixkarzinomen ein besseres Uberleben
zeigt ®. Dass sich unsere Ergebnisse diesbezliglich unterscheiden, liegt sicher
daran, dass wir nur ein Gen untersucht haben und ein Methylierungsmuster von
einer Reihe von Genen sensitiver Unterschiede zwischen Normal- und
Zervixkarzinomgewebe sowie in der Klinik (Gesamtiberleben) aufzeigt. Wir
kénnen ebenfalls keine signifikante Korrelation zwischen der Methylierung des
ESR1-Promotors und dem FIGO-Stadium nachweisen - das spricht daflir, dass
es keine stadiumabhéngige obligate Genmodifikation im ESR1-Promotor-
Bereich in der Onkogenese des Zervixkarzinoms gibt und die ESR1-
Promotormethylierung nicht als Parameter einer fortschreitenden malignen



59

Entartung angesehen werden kann. Und das obwohl die Gesamtmethylierung
des Genoms mit Progredienz der Erkrankung laut Miller et al. zunimmt.

Flar ein einzelnes Gen konnte bis jetzt ein signifikanter Unterschied im
Uberleben nur durch Widschwendter et al. nachgewiesen werden, der die
Methylierung von einer Reihe von Genen im Serum und in den Tumoren von
Patientinnen untersucht hat (CALCA, hTERT, MYOD 1, PGR, TIMP3) - nur die
Patientinnen mit unmethylietem MYOD 1 im Serum zeigten signifikant
besseres Uberleben, die Methylierung der anderen Gene zeigte keinen
signifikanten Unterschied '*°. Unsere Studie weist zwar nach, dass die
Methylierung des Promotors mit schlecht differenzierten G3-Tumoren assoziiert
ist aber trotzdem nicht mit einer schlechten Prognose fiir das Gesamttiberleben
verbunden ist - so bleibt die MYOD 1-Genmethylierung als Einzellfall mit
klinischer Bedeutung auf das Gesamtlberleben in der Literatur.

Da das Zervixkarzinom eine Erkrankung ist, deren Entdeckung im Screening
stark an Bedeutung zugenommen hat, beschéftigen sich andere Studien vor
allem aber auch mit der Bedeutung der Methylierung fir die Vorsorge und
sekundare Pravention und nicht nur mit der Prognose und Uberleben bei einer
bereits eingetretenen Erkrankung. So beweist Wisman et al., dass ein Panel
von 4 methylierten Genen (CALCA, DAPK, ESR1 und TIMP3) eine
vergleichbare Potenz mit den etablierten Screeningverfahren hat - bei gleicher
Sensitivitat (Sensitivitat von 89% vs. 89% bei Zytologie und 90% bei HR-HPV-
Nachweis) und besserer Spezifitédt (Spezifitdt von 100% vs. 83% bei Zytologie
und 68% bei HR-HPV-Nachweis) °'. Diese Studie schlieBt allerdings eine groBe
Anzahl von Adenokarzinomen ein (33.3%), was einen direkten Vergleich zu
unseren Ergebnissen schwierig macht. Zusatzlich bericksichtigt sie weder
klinische Parameter noch Outcome wie oben bereits erwahnt. AuBerdem kann
sie eine praventive Bedeutung einer Ein-Gen-Untersuchung nicht zeigen.

Eine interessante Beobachtung ergibt sich aus der Tatsache, dass Patientinnen
mit Adnexektomie ein schlechteres Uberleben zeigen. Die Annahme, dass diese
Patientinnen radikaler aufgrund hoherer FIGO-Stadien oder positiver
Lymphknoten operiert wurden, bestatigt sich nicht. Es zeigt sich, dass bei allen
in der Uberlebenskurve beriicksichtigten Sterbefallen zugleich eine beidseitige
Adnexektomie anamnestisch vorlag. Das heif3t, alle verstorbenen Patientinnen
hatten eine erwartungsgemaB geringere endogene Ostrogenproduktion als
Frauen im prédmenopausalen Status und der Methylierungsstatus des
Ostrogensrezeptors bei mangelnder endogener Aktivierung unerheblich fiir das
Ableben / die schlechte Prognose ware. In dem Fall wéare ein postmenopausaler
Status mit niedrigen Ostrogenspiegeln und ein relativer Ostrogenmangel ein
schlechter Prognosefaktor und wirde fir eine tumorsuppressive Wirkung
dieses Hormons sprechen. Eine solche Vermutung wirde einerseits im
Gegensatz zur onkogenen Wirkung des Ostrogens im Mausmodel stehen 7,
andererseits ~ wird sie durch den fehlenden Einfluss von
Ostrogenrezeptorantagonisten (Fulvestrant) oder SERMs (Raloxifen) auf das
maligne Zervixgeschehen widerlegt.
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Der ineffektive Hormon-/Antihormon-Therpieansatz treibt die Wissenschaft zu
einem Versuch der epigenetischen Behandlung mit demythlierenden Agenzien
wie Hydralazin. Flr Letzteres wurde von Song et al. nachgewiesen, dass es die
die Methylierung des Tumorsupressorgens APC (Adenomatdse Poliposis Coli)
rickgangig macht und die Apoptose in Tumorzelllinien von Zervixkarzinomen
einleitet (HeLa, CaSki, SiHa) %’. Diese Erkenntnisse konnte auf den Menschen
Ubertragen werden und so zeigte Coronel et al., dass Hydralazin und Valproat
zusatzlich zur Standardchemotherapie signifikant das progressionsfreie
Uberleben erhdhen - 10 Monate vs. 6 Monate %°. Eine neue Studie von Mani et
al. zeigt =zusatzlich, dass Hydralazin und Valproat die Toxizitat einer
Radiochemotherapie mit  Cisplatin  nicht erhéhen allerdings deren
Radiosensitivitat '*' - was wahrscheinlich durch die stirker ausgepragte
Apoptoseneigung erklart wird %”. Der Effekt auf das Gesamtiiberleben ist
allerdings nicht evaluiert, sodass die epigenetische Therapie bis heute eher
marginale Vorteile aufzeigt und weiterer Studien zur Etablierung bedarf.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Laut der Ergebnisse unserer Studie hat die Methylierung des ESR1-Promotors
keine prognostische Bedeutung fir den klinischen Verlauf des Zervixkarzinoms.
Weder das Gesamtiberleben noch Tumorstadium Kkorrelieren mit der
epigenetischen Modifikation des Ostrogenrezeptor-Promotors. Eine Reihe von
klinischen Faktoren, darunter Erkrankungsalter und der BMI-Index, stehen
ebenfalls in keinem Zusammenhang damit. Die einzige signifikante
Beobachtung ist, dass ein methylierter ESR1-Promotor haufiger mit schlecht
differenzierten G3-Tumoren assoziiert ist. Das spiegelt sich allerdings nicht in
der Prognose wieder. Unsere Studie st6B3t an ihre Grenze vor allem aufgrund
der geringen Zahl der Patientinnen bei einem Tumor mit guter Prognose in den
operablen Stadien (das bedeutet geringe Zahl an Ereignissen/Rezidiven). Ein
Konzept fir mehr Informationsgewinn ware die Untersuchung des Promotors in
Biopsien (um auch fortgeschrittene inoperable Stadien zu erfassen) und eine
gréBere Zahl an Patientinnen einzuschlieBBen.

Zusammenfassend schlussfolgern wir, dass die ESR1-Methylierung mit
niedrigdifferenzierten Tumoren einhergeht und sich der Nachweis eines
Uberlebensnachteils aufgrund geringer Fallzahlen nicht darstellen I&sst. In
Bezug auf kinftige epigenetische Therapieansatze und mdglichen Benefit von
Patientinnen mit ESR1-Methylierung (und undifferenzierten Tumoren) durch
Behandlung mit demethylierenden Agenzien koénnte sich allerdings eine
umfangreichere Studie positiv auf die Erkenntnisse fur den klinischen Alltag
auswirken. Bis dahin bleibt die Untersuchung von einer Mehrzahl an Genen
(Gen-Panels) fir Praventionszwecke ein vielversprechenderes Einsatzgebiet fiir
epigenetische Tests.
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7  Verzeichnis der Abkiirzungen und Akronyme

AGC - atypical glandular cells

AGC endocervical NOS - atypical glandular endocervical cells not other
specified

AIS - adenocarcinoma in situ

ASC-H -atypical cells of undetermined significance cannot exclude HSIL
ASC-US - atypical squamous cells of undetermined significance
AWMF - Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften

CCRT - Simultane Radiochemotherapie (Concurrent Chemoradiotherapy)
CDK - Cyclin-abhangige Kinase

CIN - Zervikale intraepithaliale Neoplasie

CIS - Carcinoma in situ

DNMT - DNA-Methyltransferase

ESR1, ERa - Ostrogenrezeptor 1/a

FIGO - Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique

HAT - Histon-Acetyltransferase

HDAC - Histon-Deacetylase

HPV - Humanes Papilloma Virus

HSIL - high-grade squamous intraepithelial lesion

LCR - long control region im HPV-Genom

LK - Lymphknoten

LSIL - low-grade squamous intraepithelial lesion

MBP - methyl cytosine binding protein

MSP - Methylierungsspezifische Polymerase-Kettenreaktion

PCR - Polymerase-Kettenreaktion

PKA, PKC - Proteinkinase A, Proteinkinase C

rpm - repeats per minute (Wierderholungen pro Minute)

RT-PCR - real-time polymerase chain reaction

SERM - selective estrogen receptor modulator

SSW - Schwangerschaftswoche

STIKO - Standige Impfkommission am Robert-Koch-Insitut

TF - Transkriptionsfaktor

TMMR -Totale mesometriale Resektion

VAIN - Vaginale intraepitheliale Neoplasie

VIN - Vulvare intraepitheliale Neoplasie

UICC - Union internationale contre le cancer
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