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Zusammenfassung

Das Wissen iiber immunsuppressive Faktoren bei der Pathogenese von Endometriumkarzi-
nomen ist begrenzt. Glycodelin (Gd) ist ein Glykoprotein, welches in reproduktivem Gewe-
bewie sekretorischem und dezidualisiertem Endometrium exprimiert wird. Es hat mehrere
reproduktionsbezogene Funktionen, die von der spezifischen Glykosylierung abhdngen. Es
ist bekannt, dass Gd auch bei verschiedenen Tumorerkrankungen exprimiert wird. Das Ziel
dieser Arbeit war es, die Expression von Gd und seine immunsuppressive Isoform Glycode-
lin A (GdA) in Endometriumkarzinomgewebe zu untersuchen und die Auswirkungen auf

klinische und pathologische Merkmale und das Uberleben zu analysieren.

Dafiir wurde an Gewebeproben von 292 Patientinnen mit Endometriumkarzinom mittels Im-
munhistochemie die Gd und GdA-Proteinexpression bestimmt und In-situ-Hybridisierung

zum Nachweis von Gd-mRNA durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Endometriumkarzinome in 72,8% eine mitt-
lere (52,2%) oder hohe (20,6%) Expression von Gd zeigten und in 71,6% eine mittlere
(62,6%), oder hohe (9,0%) Expression von GdA. Die glykosylierungsabhingige Farbung
von GdA ist tumorspezifisch und korreliert mit der Gd-Firbung. Sie ist weder mit Ostrogen-
rezeptorstatus, Progesteronrezeptorstatus noch klinisch-pathologischen Merkmalen assozi-
iert. Zusdtzlich konnten wir mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung zeigen, dass die Gd-Prote-
inexpression positiv. mit der Gd-mRNA korreliert. Patientinnen mit Gd-positiver
Anfarbereaktion haben eine giinstige Prognose (p = 0,039), wihrend GdA-positive Patien-
tinnen eine eher schlechte Prognose haben (p = 0,003). Die Cox-Regressionsanalyse zeigte,
dass GdA neben dem Tumorstadium, dem Grading und der Begleitdiagnose Hypertonie ein

unabhéngiger Prognosemarker fiir das Patienteniiberleben ist (p = 0,002).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Gd und GdA haufig im Endometriumkarzinomge-
webe exprimiert werden und fiir die Tumorgenese relevant zu sein scheinen. Sie unterschei-
den sich nicht nur in der Glykosylierung, sondern auch in ihrer biologischen Aktivitit, da
nur GdA eine prognostische Bedeutung fiir ein schlechtes Gesamtiiberleben bei Endometri-
umkarzinompatientinnen hat. Dieser Befund kann durch die immunsuppressive Kapazitit
von GdA erkléart werden. Mdoglicherweise konnen durch die Bestimmmung der Glycodelin-
expressionsmuster in Zukunft Endometriumkarzinompatientinnen fiir ein individualisiertes

Therapieregime identifiziert werden.
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I Einleitung

1.1  Glycodelin

Seit den spiten 1970er Jahren haben verschiedene Forscher unabhédngig voneinander ein
Glycoprotein aus der humanen Plazenta, der Amnionsfliissigkeit, der Dezidua und dem Se-
minalplasma isoliert, und diesem Protein verschiedene Namen gegeben. Sie benannten das
Protein entweder nach dem Ursprungsort oder bezogen sich auf seine physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften, wie z. B. placental alpha2-globulin (1), chorionic alpha2-microglo-
bulin (2), Placental Protein 14 (PP14; auch wenn die Plazenta nicht der Ursprungsort ist)(3),
alpha-uterine protein (4), progesteron-associated endometrial protein (PAEP) (5) oder pro-
gesteron-dependent endometrial protein (PEP) (6), pregnancy-associated endometrial al-
pha?2 globulin (7) und Glycodelin (8). In der vorliegenden Arbeit wird die Bezeichnung
Glycodelin (Gd) verwendet, auf die sich die meisten Forscher in den letzten Jahren geeinigt

haben.

Das Glykoprotein Gd gehort zur Lipokalin Superfamilie. Die meisten Mitglieder dieser Fa-
milie transportieren kleine hydrophobe Liganden (9). Die Primirsequenz zeigt groe Ahn-
lichkeit zum B-Laktoglobulin (BLG), einem Milchprotein, welches bei Menschen nicht ex-
primiert wird (10). Diese beiden Proteine haben jedoch unterschiedliche Eigenschaften. Gd

tritt in verschiedenen Glykoformen auf (11).

Die amniotische Glycoform des Gd (bezeichnet als GdA) wird im Uterus gefunden. Dort
stellt es das bedeutendste progesteronregulierte Glykoprotein dar, welches von sekretori-
schen/dezidualisierten endometrialen Driisen in das Cavum uteri sezerniert wird. Andere
Glycodelin-sezernierende Gewebe sind z.B. (s. Tabelle 3) die Follikel (sezernieren Glycode-
lin F, kurz GdF) und die Samenblédschen (sezernieren Glycodelin S, kurz GdS). Zusitzlich
existiert eine Glycodelin C (GdC) Variante, sie findet sich im Cumulus oophorus (Eihiigel).

Bemerkenswerterweise inhibieren GdA und GdF wirksam und dosisabhingig die menschli-
che Spermien-Oozytenbindung (12), wihrend GdS, welches andersartig glykosiliert ist,
diese Wirkung nicht aufweist (13,14). GdA ist in der proliferativen Phase des Endometriums

im Wesentlichen nicht nachweisbar und wird dann in der sekretorischen Phase des
6



Ovulationszyklus und in der Frithschwangerschaft drastisch hochreguliert (15,16). Die Tat-
sache, dass GdA wihrend der periovulatorischen Zyklusmitte nicht im Uterus nachgewiesen

werden kann ist im Einklang mit dem ,,open fertile window*.

Glycodelin, welches durch lokale oder systemische Regulierung von Progestagenen indu-
ziert wird, kann die Leistung der Spermien in jeder Phase des Menstruationszyklus reduzie-
ren. Die immunsuppressive Aktivitidt von GdA, die von der Beschaffenheit der N-verbunde-
nen Glykanen abhéngt, konnte zum Schutz des Embryos bei der feto-maternalen Verbindung
beitragen, da GdA hier in hoher Konzentration gefunden wird (17). GdS besitzt keine dieser
Eigenschaften, allerdings konnte gezeigt werden, dass GdS den nicht-befruchtungsfihigen
Status der Spermien erhilt (18).

1.2 Die Struktur von Glycodelin

1.2.1 mRNA

Glycodelin wird von einer 900-bp mRNA codiert, die sehr groBe Ahnlichkeit zu der mRNA
von BLG und anderen Lipokalinen von verschiedenen Spezies aufweist. Die groBte Ahnlich-
keit ist in Exon 2, dieser Abschnitt kodiert fiir die Aminosduresequenz, die in die Bindung

von Retinolsdure an BLG involviert ist.

Es wurden verschiedene Splicing-Varianten der Glycodelin mRNA im ménnlichen und
weiblichen Reproduktionstrakt gefunden (19,20), sowie in himatopoetischen Zellen der Me-
gakaryozytenlinie (21). Bei einigen der Varianten fehlt die kodierende Sequenz fiir die Gly-
kosylierungsstellen und/oder der Thr-Asp-Tyr-Sequenz, die normalerweise in Proteinen der

Lipokalinfamilie gefunden wird (22).

1.2.2 Protein

Die Glycodelin-cDNA kodiert fiir ein Protein aus 162 Aminosduren, von denen vier Cys-
teinreste (an Position 66, 106, 119 und 160) intermolekulare Disulfidbriicken ausbilden (10).
Das Molekulargewicht von Gd betrédgt in theoretischer Ableitung 18,8 kDa, in der Realitit
betrigt es jedoch ungefdhr 28 kDa (10). Diese Differenz kann auf den Umstand zuriickge-
fiihrt werden, dass Gd einen relativ hohen kann Kohlenhydratanteil von 17,5 % der gesamten
Masse aufweist. Gd zeigt sich als Homodimer und besitzt drei potentielle N-Glykosylie-
rungsstellen an den Positionen (Asn-28, Asn-63, Asn-85), von denen jedoch nur an Position

7



28 und 63 Oligosaccharidstrukturen angeheftet sind (23). Diese Glykosylierung wird fiir die
vielfachen biologischen Aktivititen des Glykoproteins verantwortlich gemacht (14) und er-
folgt geschlechtsspezifisch. Diese geschlechtsspezifischen Glykosylierungen fiihren letzt-
endlich zu den unterschiedlichen biologischen und chemischen Eigenschaften der verschie-

denen Gd Varianten (8,11).

Die isoelektrische Fokussierung zeigte, dass der isoelektrische Punkt (pI) von GdS (5.2 —
5.4) hoher liegt als der von GdA (4.6 — 4.9). Auch die Molekularmasse unterschied sich
etwas von der von GdA (24). Obwohl Molekularmasse und isoelektrischer Punkt dieser
beiden Molekiile sich unterscheiden, verfiigen sie iiber identische Verdauungspeptid-Profile
und Immunoreaktivitit. AuBerdem ist ihre Proteinstruktur gleich. Seminalplasma enthélt au-
Berdem kleinere immunoreaktive Formen des Glykodelinproteins. Einige davon sind wahr-

scheinlich postranslationale Spaltprodukte (20,24).

1.2.3 Faltung und Glykosylierung

Verschiedenartig glykosylierte Gd-Isoformen zeigen dhnliche thermodynamische Parameter
in der reversiblen Denaturierung, was darauf hinweist, dass die Glykosylierung nicht den
entscheidenden Faktor fiir die endgiiltige Faltung der verschiedenen Isoformen darstellt. Die
Tertidrstruktur von Gd wurde mit einem automatisierten Swiss-Model Service vorausgesagt,
welches die Konfiguration einer Zielsequenz mithilfe der bereits bekannten Tertidrstruktur
von bekannten ,,Familienmitgliedern* extrapoliert. Mit dieser Methode stellte sich Gd &hn-
lich wie das bovine BLG und andere Mitglieder der Lipokalinfamilie dar (25). Abbildung 2
zeigt die Struktur von Glycodelin (11).

Einen entscheidenden Unterschied stellt allerdings die Glykosylierung dar. Es werden in der
Aminosduresequenz des BLG keine Glykosylierungsstellen gefunden, wie sie beim Gd vor-
kommen. Gd enthélt 17,5 % Kohlenhydrate (3). Die gemessenen Ladungsdifferenzen zwi-
schen den isoelektrischen Punkten von GdA und GdS legen Unterschiede in der Glykosylie-
rung nahe, besonders weil die beiden Isoformen nach enzymatischer Deglykosilierung bei
SDS-PAGE und isoelektrischer Fokussierung nicht voneinander zu unterscheiden sind (24).
Die Swiss-Model Untersuchungen zeigen, dass die Glykane so angeordnet sind, dass sie
Cluster formen konnen (26). Schiefner et al. untersuchten Gd auf Rontgenebene, wo Gd eine
klassische Lipocalinfaltung mit zwei Disulfidbriicken zeigt. Die Faltung erscheint jedoch
ungewOhnlich kompakt. Gd weist eine einzigartige homodimere quaternére Struktur auf, die

als Geriist fiir die Pridsentation spezifischer Glykane ideal geeignet erscheint. Tatsdchlich
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sind die vier Oligosaccharide in unmittelbarer Néhe auf derselben Seite der Dimeroberflache
préasentiert, was die Aviditét fiir zelluldre Rezeptoren erhoht, z. B. wihrend der Sperma-Ei-

Erkennung (27).

Hautala et al. etablierten im Jahr 2020 einen neuartigen In-situ-Proximity-Ligationstest mit
einem Lektin und einem Antikorper und zeigten, dass Gd in Endometriumkarzinomgewe-
ben im Vergleich zu normalem Endometrium unterschiedlich glykosyliert ist. Ob der spe-
zifische Nachweis eines solchen Gd beim endometrialen Karzinom von klinischer Bedeu-

tung ist, muss noch geklirt werden (28).

1.3 Expressionsorte von Glycodelin

1.3.1 Uterus

Explantate aus humanem sekretorischen Endometrium und Proben von Deziduazellen syn-
thetisieren Gd (15,29), und monolayer Zellkulturen aus Frithschwangerschafts-Deziduazel-
len setzen Gd frei (30). Immunohistochemische Farbungen haben gezeigt, dass das Gd in
den sekretorischen endometrialen Driisenzellen und im Driisenepithel der Dezidua-Spon-
giosa gefunden werden kann (31). AuBer in den ersten Tagen des Menstruationszyklus, wenn
Gd in den basalen Driisen verbleibt, kann in proliferativem Endometrium kein Gd nachge-
wiesen werden. Studien von verschiedenen Gruppen (6) haben gezeigt, dass wiahrend des
periovulatorischen Zyklus kein Gd in humanem Endometrium nachgewiesen werden kann.
Spéter gelang der erste Nachweis von Gd im Endometrium nach genauer Bestimmung des
Ovulationszeitpunktes am Tag 16 (LH +3) des Zyklus. In den meisten Studien konnte Gd in
den Driisen des Endometriums vier bis fiinf Tage nach der Ovulation nachgewiesen werden.
Zuerst zeigte es sich in wenigen Driisen, dann nach und nach zunehmend so dass sich etwa
zehn Tage nach der Ovulation alle Driisen stark positiv darstellten. Dieses stimmt iiberein
mit dem in Endometriumsgeweben gemessenem Gd, welches zum Ende eines ovulatori-
schen Zyklus hin ansteigt (15). Die Glycodelinkonzentration wéhrend einer Schwanger-
schaft ist zwischen der 10. und 18. Woche am héchsten (32,33). Uberzeigende Beweise da-
fiir, dass das Gd von dem Endometrium selbst produziert wird, zeigen die Nachweise von
Gd mRNA in sekretorischem/dezidualisiertem Endometrium (34) sowie in isolierten und

kultivierten Zellen (35,36).



Analog dazu konnten in der Sekretionsphase des Menstruationszyklus hohe Gd-Konzentra-
tionen in uteriner Spiilfliissigkeit nachgewiesen werden (37,38). Genau wie in endometria-
lem Gewebe konnte Gd auch hier in der proliferativen oder friihen Sekretionsphase nicht
nachgewiesen werden. Gd erscheint hier sechs Tage nach der LH- Ausschiittung, wobei die
Konzentration mit kurzer Verdopplungszeit (6,6 — 14,6 h) in der sekretorischen Phase an-
steigt (38). In der spéten sekretorischen Phase erreicht Gd dann eine mehr als 100fach hohere

Konzentration als in korrespondierendem Serum (s. Tabelle 4 und Abb. 2).

1.3.2 Glycodelin in anderen Geweben

Gd kann auBer in Endometrium und uteriner Spiilfliissigkeit noch in verschiedenen anderen
Geweben des menschlichen Kdrpers nachgewiesen werden (s. Tabelle 3), z.B. im Eileiter
(16), in den Ovarien (39), im Seminalplasma und in den Samenblasen (2), in himatopoeti-
schen Zellen (40), im Brustdriisengewebe gesunder und an Brustkrebs erkrankter Frauen
(41) sowie in anderen Geweben, z.B. im Lungengewebe und in ekkrinen Schweilldriisen

(42).

1.4 Die Regulation der Synthese von Glycodelin und weitere Eigenschaften

Die Synthese von Gd wird durch verschiedene Einfliisse reguliert. Das Endometrium enthélt
in der proliferativen Phase kein Gd, dies wird auch durch die Gabe von Ostrogenen im Rah-
men einer Hormonersatztherapie nicht verdndert (43). Einige Studien haben eine Assozia-
tion zwischen den Serumkonzentrationen von Ostradiol in der Follikelphase und den Serum-
konzentrationen von Gd in der lutealen Phase gezeigt (38,44). Es wurde eine signifikant
positive Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen von Ostradiol und der Anfirbbar-
keit des Endometriums in Bezug auf Gd in der Zeit zwischen dem 12. und 24. Tag des na-
tirlichen Zyklus gezeigt (31). Gd ist demnach in der lutealen Phase hochreguliert, seine
hochste Konzentration zeigt sich zwischen dem 8. und 10. Tag nach Ovulation (45). Wéh-
rend einer Schwangerschaft ist die Gd-Konzentration im maternalen Serum und in der Am-
nionfliissigkeit zwischen der 10. und 16. Schwangerschaftswoche am hdchsten (33). Die

zyklische Expression von Gd im Endometrium folgt der Progesteronexposition (15,46).
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GdA besitzt mehrere immunsuppressive Fahigkeiten, die in der Reproduktionsmedizin am
besten charakterisiert sind (47). Hierzu zéhlen die Unterdriickung der Lymphozytenprolife-
ration und die Hemmung der Aktivitit von T- und B-Zellen (48-50). Dariiber hinaus wurde
die Induktion von Apoptose iiber GdA untersucht (51). Auch auf die Natiirlichen Killerzel-
len (NK) hat Gd EinfluB3. Dixit et al. zeigten, dass Gd durch Hemmung von Perforin und
IFNy die Zytotoxizitit von peripheren NK-Zellen erniedrigt (52). Gd bindet auch an Mo-
nozyten und wird von diesen internalisiert (53) und wirkt auf ihre Differenzierung ein (54)
und reguliert so moglicherweise die fetomaternale Toleranz und die Entwicklung der Pla-

zenta.

Es gibt Hinweise darauf, dass maternale Gd-Serumlevel als biochemische Parameter fiir die
differentialdiagnostische Unterscheidung zwischen intakter Schwangerschaft und inkom-
plettem Abort herangezogen werden konnen (55). Gd fungiert als effizienter Inhibitor der E-
Selectin vermittelten Zelladhédsion. Aufgrund hoher Konzentration in der Dezidua und der
potentiellen Féhigkeit, Selectin-vermittelte Zelladhdsion zu blockieren, nimmt Gd méglich-
erweise eine wichtige Rolle in der fetomaternalen Interaktion ein (56), und fordert so die
Bildung der fetalen Immuntoleranz (57). Es konnte auBBerdem gezeigt werden, dass sowohl
die hCG-Protein als auch die mRNA-Freisetzung in plazentaren Trophoblastzellen signifi-
kant von GdA stimuliert wurden, wohingegen die Freisetzung von humanem plazentaren
Lactogen gehemmt wurde (58,59) . In weiteren Arbeiten konnten auch parakrine Effekte von
GdA auf reproduktive Gewebe und die fetomaternale Trophoblasten-Schnittstelle nachge-
wiesen werden. Diese Daten stiitzen die Annahme, dass GdA ein Regulator der Trophoblas-

tenfunktion sein konnte (60,61) (62).

Auch bei Komplikationen in der Schwangerschaft scheint Gd eine Rolle zu spielen. Prée-
klampsie (PE) ist durch Bluthochdruck, Odeme und Proteinurie gekennzeichnet und betrifft
etwa 3% aller Schwangerschaften (63). PE ist mit intrauterine growth restriction (IUGR)
und einer Beeintrachtigung des Blutflusses in den Uteruskreislauf verbunden. Die IUGR ist
jedoch nicht mit Bluthochdruck, Odemen und Proteinurie assoziiert. HELLP ist ein Syndrom
von Hémolyse, erhohten Leberenzymen und niedriger Thrombozytenzahl (64). Untersu-
chungen unserer Arbeitsgruppe zur Gd-mRNA und zur Proteinexpression im Gewebe haben
gezeigt, dass sowohl dieses Protein als auch seine mRNA in [UGR- und HELLP-Zellen im

Vergleich zu normalen Schwangerschaften signifikant reduziert sind. Bei praeklamptischen
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Deciduas ist nur die Expression von Glycodelin-Protein signifikant reduziert, wihrend dies
bei mRNA nicht der Fall ist (65). Da bekannt ist, dass Gd ein wichtiges immunsuppressives
Protein ist, kann eine verringerte Unterdriickung der miitterlichen Immunantwort fiir das PE-
, [IUGR- oder HELLP-Syndrom diskutiert werden. Auch bei Patientinnen mit habituellen
Aborten konnte eine statistisch signifikant niedrigere GdA-Expression im Vergleich zu re-
gelrecht verlaufenden Schwangerschaften nachgewiesen werden (66) (67). Diese Ergebnisse
konnten von Uysal et al. auch fiir Patientinnen mit PCOS (Polyzystischem Ovarialsyndrom)

bestdtigt werden (68).

Es gibt jedoch auch hierzu kontrdre Studienergebnisse: Dundar et al. untersuchten die Be-
ziehung zwischen der Gd-Serumkonzentration und der Schwere der Praeklampsie und konn-
ten erhohte Gd-Konzentrationen im Serum bei Patientinnen mit schwerer Eklampsie nach-
weisen. Gd war positiv korreliert mit der Hohe des systolischen und diastolischen

Blutdrucks, den Transaminasen und Proteinurie (69).

Gd kommt auch als Biomarker fiir die Diagnose von Frithgeburtsbestrebungen und frithem
vorzeitigen Blasensprung (preterm premature rupture of membranes = PPROM) in Betracht.
Wang et al. konnten in ihrer Studie beobachten, dass Gd eine ausgezeichnete diagnostische
Genauigkeit fiir PPROM mit einer jeweiligen Sensitivitdt und Spezifitdt von 100 und 87,5%
aufwies. Die Ergebnisse ihrer Studie legen nahe, dass Gd ein neuartiger potenzieller Bio-
marker fiir PPROM sein und zu einem Lateral-Flow-Assay fiir die Anwendung als bedside-
test entwickelt werden kann, um PPROM schnell zu diagnostizieren (70). Senapati et al.
untersuchten verschiedene Biomarker bei Frauen mit erhhtem Risiko fiir Komplikationen
in der Frithschwangerschaft. Sie konnten zeigen, dass Gd als Marker fiir ektope Schwanger-

schaften in Betracht kommt (71).

Bulgurcuoglu et al. untersuchten 2018 den follikuldren Effekt der Gd-Spiegel auf die Ent-
wicklung des Embryos vor der Implantation und auf die Ergebnisse der Behandlung der
assistierten Reproduktion. Sie konnten zeigen, dass eine Korrelation zwischen den folliku-
laren Gd-Spiegeln und der Qualitét von in vitro entwickelten Embryonen (D3-Embryonen)
besteht. Die genauen zelluldren Mechanismen, durch die Gd die Entwicklung kompetenter
Eizellen und die anschlieBende Embryonalentwicklung beeinflusst, miissen jedoch noch ge-
klart werden (72). Maxia et al. screenten das Blut von Frauen mit ungeklarter Unfruchtbar-
keit auf verschiedene Biomarker, u.a. Gd, und konnten eine Korrelation zwischen ungeklér-
ter Unfruchtbarkeit und immunologischen Auffélligkeiten zeigen. Dieser diagnostische

Ansatz kann hilfreich sein, um Frauen mit einem hoheren Risiko fiir ein Versagen der IVF
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(in vitro Fertilisation)-Zyklen vorherzusagen und zu identifizieren (73). Bastu et el. konnten
zeigen, dass GdA und Mucin 1 (MUC-1) bei Frauen mit wiederkehrendem Implantations-
versagen (RIF = recurrent implantation failure) im Vergleich zu fruchtbaren Frauen extrem
reduziert ist. Um den Zeitpunkt der optimalen Rezeptivitit zu bestimmen, konnten diese
Biomarker herangezogen werden. Eine erniedrigte Expression von GdA bei Frauen mit Im-
plantationsversagen wiesen auch andere Forschergruppen nach (74,75). Bastu et al. konnten
aullerdem demonstrieren, dass die Blut- und Gewebemessungen von MUC-1 und GdA kor-
relieren. So konnten diese Marker aus dem Blut bestimmt werden und nicht mithilfe der
invasiveren Probenentnahme aus dem Endometrium (76). Auch Dorostghoal et al. konnten
eine signifikant niedrigere Expression von GdA in Frauen mit ungeklérter Unfruchtbarkeit
nachweisen (77). Liu et al. untersuchten verschiedene Plasmaproteine im Samenplasma von
Mainnern, um Charakteristika fiir ungeklarte Unfruchtbarkeit zu finden. Gd war in ihrer Stu-
die von Patienten mit Rescue-ICSI-Schwangerschaften herunterreguliert, was darauf hin-
weist, dass ein niedrigerer Glycodelinspiegel die Spermien mdglicherweise nicht in einem

nicht aktivierten Zustand hilt und an einem IVF-Versagen beteiligt ist (78).

Gd kommt aber auch als Biomarker fiir andere gynikologische Krankheiten in Betracht:
Mosbah et al. konnten zeigen, dass Gd und IL-6 (Interleukin 6) als potentielle Biomarker
fiir Endometriose fungieren konnen und positiv mit der Schwere der Krankheit korreliert
sind (79). Erhohte Gd Konzentrationen bei Patientinnen mit Endometriose konnten auch in
der peritonealen Fliissigkeit nachgewiesen werden (80). Bei pathologischen Zustinden wie
Endometriose wird das Expressionsprofil moglicherweise im Zusammenhang mit der beein-

trachtigten Empfanglichkeit des Endometriums verdndert, wie Focarelli et al. zeigen konnten

(81).

13



1.5 Endometriumkarzinome

1.5.1 Epidemiologie der Endometriumkarzinome

In Deutschland werden jahrlich 11 000 Neuerkrankungen von Endometriumkarzinomen er-
fasst. Dies entspricht einem Anteil von 5,6% an allen bosartigen Neubildungen und stellt das
vierthdufigste Malignom bei Frauen dar. Betrachtet man die Fiinfjahresiiberlebensrate (hier
werden alle Stadien miteinbezogen), so wird das Uberleben zwischen 75 und 83 % ausge-
wiesen (82). Fiir das Endometriumkarzinom liegt der Altersgipfel in Deutschland zwischen
65 und 85 Jahren. Das mittlere Erkrankungsalter wird mit 69 Jahren angegeben. Bis zu 20 %
der Neuerkrankungen betreffen jedoch pramenopausale Frauen, 5% der Erkrankten sind so-

gar unter 45-jéhrig.

Der weitaus grof3te Anteil (ca. 80% der Karzinome) wird friih, d.h. im Stadium T1, diagnos-
tiziert. Dabei gehoren Korpuskarzinome zu den prognostisch eher giinstigen Erkrankungen.

Dies zeigt sich auch in der relativen 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland von 80 % (82).

1.5.2 Typ-I-Karzinome

Die Endometriumkarzinome werden in zwei Gruppen eingeteilt - ein dstrogenassoziiertes
(meist Typ I-Karzinom genannt) und ein dstrogenunabhéngiges Karzinom (wird als Typ 1I-

Karzinom bezeichnet).

In 75 bis 80% der Fille liegt ein Typ-I-Karzinom vor, es stellt also die hdufigere Variante
dar. In der Kanzerogenese sind einige Risikofaktoren bekannt. Als gesichert gelten insbe-

sondere fiir das Typ I- Endometriumkarzinom folgende Faktoren:

e Langzeit-Ostrogeneinnahme ohne gleichzeitigen Gestagenschutz

e cine Hormontherapie, bei der an weniger als 12 Tagen pro Monat eine Gestagen-
Gabe erfolgt

e cin metabolisches Syndrom mit Adipositas (Body Mass Index (BMI) von mehr als
25 kg/m2)

e cin Diabetes mellitus

e ¢in PCOS

e cine lange Lebensspanne, in der Menstruationsblutungen auftreten
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e Kinderlosigkeit (Nulliparitat)

e ¢in Mammakarzinom in der eigenen Anamnese

e hohe Ostradiolkonzentrationen im Serum (u. a. bei dstradiol- bzw. androgensezer-
nierenden Tumoren)

e und stattgehabte Tamoxifen-Therapie (83).

Diese Faktoren fiihren vermutlich zunédchst zu einer Endometriumhyperplasie (84). Diese
kann unterteilt werden in einfache Hyperplasie (Karzinomrisiko unter 1%), eine komplexe
Hyperplasie. jedoch ohne Atypien (hier besteht ein Karzinomrisiko von ungefahr 2%), eine
einfache Hyperplasie mit Atypien (das Karzinomrisiko betrdgt hier ungefdhr 8%) und eine
komplexe Hyperplasie mit Atypien (hier betrdgt das Karzinomrisiko ungefahr 30%) (85).

1.5.3 Typ-II-Karzinome

Ungefdhr 10-15% der Endometriumkarzinome gehdren zu den Typ-II-Karzinomen. Diese
werden histologisch entweder als serdse oder klarzellige Karzinome klassifiziert. Da dieser
Typ Ostrogenunabhéngig ist, weisen auch die Patientinnen nicht unbedingt die typischen Ri-
sikofaktoren einer Ostrogendominanz auf — sie sind hiufig schlank und in der Regel ilter.
Hohes Alter und vorausgegangene Radiatio des Uterus (z.B. aufgrund eines Zervixkarzi-
noms) sind als Risikofaktoren bekannt. Im typischen Fall entstehen die Karzinome aus atro-
phischem Endometrium {iber die Vorstufe eines endometrialen intraepithelialen Karzinoms.

Die Expression von Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptoren fehlt (83).

1.5.4 Diagnostik

In der Fritherkennung des Endometriumkarzinoms gilt als wichtiges hinweisendes Symptom
die uterine Blutung bei Frauen in der postmenopausalen Lebensphase. Auch eine Veridnde-
rung der Intensitdt und Frequenz der Monatsblutungen bei perimenopausalen Frauen ist als
verdichtig einzustufen und sollte abgeklirt werden (83). Bei asymptomatischen Frauen ist
ein generelles Screening iiber endovaginale Sonographie und Zytologie ohne Risikofaktoren
nicht als effektiv anzusehen. Ein Screening {iber Endometrium-Biopsien im Screening bei

Patientinnen mit niedrigem Risiko wird als zu aufwéndig -eingestuft. Fiir
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Hochrisikopatientinnen konnen gezielte Fritherkennungsuntersuchungen mit endovaginaler
Ultraschalluntersuchung und anschlieender Endometrium-Biopsie jedoch moglicherweise
sinnvoll sein. Dies gilt z.B. fiir Patientinnen mit Adipositas, Diabetes mellitus oder bekannter

Endometriumhyperplasie sowie PCOS (83).

Zur Abklarung von Blutungsanomalien werden folgende Untersuchungen empfohlen:

e eine sorgfiltige gynikologische Untersuchung, um die Lokalisation der Blutungs-
quelle zu eruieren sowie die Ausdehnung des Befundes zu bestimmen. Es sollte da-
nach eine transvaginale Ultraschalluntersuchung zur Beurteilung des Endometriums
und der Adnexe erfolgen. Als suspekt wird eine mehr als 5 mm messende Endomet-
riumdicke eingestuft, wenn bei postmenopausalen Patientinnen eine uterine Blutung
auftritt (86). Bei postmenopausalen Patientinnen, die eine Hormontherapie (oder
Tamoxifen) erhalten und bei prd- bzw. perimenopausalen Patientinnen ist die allei-
nige Bestimmung der Endometriumdicke nicht hinweisend fiir die Diagnose.

e Hysteroskopie oder fraktionierte Abrasio zur Histologiegewinnung.

1.5.5 Staging

Die Stadieneinteilung des Endometriumkarzinoms erfolgt nach der Klassifikation der
Fédération Internationale de Gynécologie et d"Obstétrique (FIGO). Diese Stadieneinteilung
wurde 2010 modifiziert (s. Tabelle 5). Grundsétzlich ist ein operatives Staging gefordert,
davon kann jedoch in begriindeten Féllen abgesehen werden (z.B. Komorbidititen oder noch

nicht abgeschlossene Familienplanung und Vorliegen von ,,frithem* Typ-I-Karzinom) (87).

Das operative Staging umfasst eine Exploration des Abdomens, Hysterektomie, beidseitige
Adnexexstirpation und in Abhéngigkeit vom Stadium pelvine und paraaortale Lymphono-
dektomie. Praoperativ sollten leitliniengerecht folgende Untersuchungen durchgefiihrt wer-

den:

e Sorgfiltige korperliche Untersuchung mit vaginaler Sonographie
e Anfertigung einer Rontgenaufnahme des Thorax in zwei Ebenen
e Abdominelle Ultraschalluntersuchung (dies erfolgt zum Ausschlul von Ascites,

Harnstau und einer moglichen Metastasierung in Organe der Oberbauchregion)
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e (Ggf. sollte eine Zystoskopie bzw. Rektoskopie zum Ausschluss eines Stadiums

FIGO IVa durchgefiihrt werden (87)

Die korrekte systematische Operation ist der entscheidende Aspekt der Therapie, da sie auch
iiber die Notwendigkeit der adjuvanten Therapie bestimmt. Das laparoskopische Verfahren
ist heutzutage bevorzugte Methode der Wahl (88). Eine Spiilzytologie sollte nach Eingehen
in das Abdomen vorgenommen werden. Dann erfolgt nach der Exploration des Abdomens
die totale extrafasziale Hysterektomie und beidseitige Adnexexstirpation. Diese ist fiir die
Stadieneinteilung wichtig und auch im Hinblick auf die Ostrogenproduktion. Eine Schnell-
schnittuntersuchung kann die Infiltrationstiefe bestimmen. Sie entscheidet, ob eine Lympho-

nodektomie erforderlich ist oder nicht (89).

Zum Staging gehort auch die Entnahme von Biopsien an suspekten Stellen. Die retroperi-
toneale Lymphonodektomie wird kontrovers diskutiert und ist aktuell noch nicht abschlie-

Bend geklért (90-92).

1.5.6 Operatives Management und adjuvante Therapie

Als grundlegend fiir die operative Therapie des Endometriumkarzinoms wird die totale Hys-
terektomie und beidseitige Adnexexstirpation angesehen. In wenigen Fillen kann ausnahms-
weise auf die operative Entfernung der Ovarien verzichtet werden (93). Dies stellt die Ba-
sistherapie fiir die meisten Betroffenen dar. Zusétzlich konnen stadiengerecht adjuvante
MaBnahmen zum Einsatz kommen. Abbildung 3 gibt einen Uberblick iiber mogliche opera-

tive Mallnahmen.

Zusitzlich spielen adjuvante Malnahmen wie Strahlentherapie oder systemische Therapie
eine Rolle. Tabelle 6 fasst die stadien- bzw. risikoadaptierten adjuvanten Therapien zusam-

men.
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2 Fragestellung

Einige Risikofaktoren fiir die Entwicklung von Endometriumkarzinomen sind bereits be-
kannt (s. Kapitel 1.5.2 und 1.5.3), die genauen Mechanismen der Tumorgenese werden je-
doch bei weitem noch nicht ausreichend erklért. Ein schnelles Fortschreiten des Tumors wird
hochstwahrscheinlich durch eine lokale Immunsuppression begiinstigt, welche die korperei-
gene Antitumor-Immunoreaktivitiit verringert. Uber tumorinduzierte, lokale Immunsuppres-
sion bei Endometriumkarzinomen ist bis heute wenig bekannt, so gibt es nur sehr wenige
Ergebnisse zu Endometriumkarzinomzellen und GdA (94), und bisher keine klinischen Da-

ten zu Endometriumkarzinomen.
Die vorliegende Arbeit untersucht daher

1. die Expression von Gd in Endometriumkarzinomen anhand des
a. Nachweises von Gd-mRNA mittels In-situ-Hybridisierung und des

b. Nachweises von Gd-Protein mittels Immunhistochemie sowie

2. die Auswirkungen der Gd/GdA-Expression in Bezug aufklinische und pathologische
Marker einschlieBlich des Uberlebens.
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3 Patientinnen, Material und Methoden

3.1 Patientinnen

Wir haben fiir unsere Studie paraffinfixierte Gewebeproben aus Hysterektomiepréparaten
und Daten von insgesamt 292 Patientinnen der 1. Universitats-Frauenklinik in Miinchen un-
tersucht und ausgewertet. Bei allen Patientinnen war ein Endometriumkarzinom (ICD-10:
Bosartige Neubildung des Corpus uteri) diagnostiziert worden. Das Alter der Patientinnen
lag zwischen 35 und 88 Jahren, wobei das Durchschnittsalter 65.1+-0.6 Jahre betrug. Damit
liegt der Altersdurchschnitt bei unseren Patientinnen unter dem durchschnittlichen Erkran-
kungsalter (75-80 Jahre) von Endometriumkarzinompatientinnen in Westeuropa allgemein.
Dieser Umstand liegt unter anderem darin begriindet, dass das Patientengut an einer Univer-
sitdtsklinik ein selektiertes Patientengut darstellt, welches die Verteilung in der Gesamtbe-
volkerung nicht exakt abbildet. Patientinnen mit uterinem Sarkom wurden aus der Studie
ausgeschlossen. Die Erstdiagnose des Endometriumkarzinoms wurde zwischen 1990 und
2001 gestellt. Es wurden archivierte Daten und verfiigbare Akten zu jeder Patientin kontrol-
liert, um die Diagnose nochmals zu verifizieren. Weitergehend wurde eruiert, ob im Falle
eines Erkrankungsrezidiv gegebenenfalls zusitzliche radiologische oder pathologische Be-
funde vorlagen, um diese einzusehen. Die Patientendaten wurden anonym analysiert. Alle

Erkrankungen wurden durch radiologische Befunde oder durch Biopsien gesichert.

Genehmigung durch die Ethikkommision

Diese Studie wurde von der Ethikkommision der Ludwig-Maximilians-Universitit (LMU)
unter der Nummer 063-13 genehmigt und wurde in Ubereinstimmung mit den Richtlinien

der Helsinki Deklaration von 1975 durchgefiihrt.

1.1. Material fiir die in situ Hybridisierung

Material Firma

BCIP (Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphate) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
t-RNA 109541 aus E.coli MRE 600 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Anti-Digoxigenin-Ab, Fab Fragments, Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

Cat. N0.1093274,150 U (200p1)

Formamid deionisiert Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Blocking Reagent Cat. No. 1096176 Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
DIG RNA Labeling Kit, (SP6/T7), Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

Cat. No. 1175025
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NBT (Nitro Blue Tetrazolium)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Pepsin Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

PFA (Paraformaldehyde) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
DEPC (Diethylpyrocarbonate) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Essigsdureanhydrid Fluka Chemie GmbH, CH-9471 Buchs
N,N Dimethylformamid Merck, Darmstadt

Guanidinethiocyanate Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
EDTA Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Kaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

NaCl Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Triethanolamine Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorbitan Monolau- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
rate)

Levamisol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Trispuffer Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Maleinsdure Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Triton x-100
Methylgriin Zinkchlorid Doppelsalz (C.1. 42590)
Magnesiumchloridhexahydrat

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Xylol J.T. Baker, Deventer, Holland
Ethanol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Kaiser’s Glyceringelatine Merck, Darmstadt

HCl Merck, Darmstadt

NaOH Merck, Darmstadt

DAKO Pen, Code:S2002

Tabelle 1 Materialien fiir die in situ Hybridisierung

3.2

3.2.1

Die in situ Hybridisierung (ISH)

DakoCytomation, DK- 2600 Glostrup

Das Prinzip der in situ Hybridisierung

Bei der in situ — Hybridisierung (ISH) handelt es sich um ein Verfahren, um Nukleinséduren,
also DNA oder RNA, in Zellen, Chromosomen und Geweben nachzuweisen. Die ISH ist
eine Technik, bei der Nukleinsduren in dhnlicher Weise verwendet werden wie markierte
Antikorper. So kann man spezifische Nukleinsduresequenzen an Ort und Stelle (in situ)
nachweisen. Man kann also feststellen, ob ein Gewebe eine bestimmte mRNA enthalt und

sie innerhalb der Zelle sogar einem bestimmten Bereich zuordnen.

Die in situ — Hybridisierung ist in vier gro3e Abschnitte unterteilt:

1. Herstellung einer markierten RNA-Sonde

2 Fixierung von Zellen, Geweben und Zellbestandteilen auf Objekttragern
3. Hybridisierung
4

Nachweis der hybridisierten Sonde
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3.2.2 Technik der in situ Hybridisierung

Bei der in situ Hybridisierung werden die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte zuerst
mit Xylol deparaffinisiert (30 min), und danach erst mit einer absteigenden Alkoholreihe
(100%, 96%, 70%; verdiinnt jeweils mit DEPC-Wasser) 3 min, dann 2 x 5 min mit 1x PBS
gewaschen. Als ndchstes werden die Gewebeschnitte mit 4% Paraformaldehyd in 10x PBS
fixiert und anschlieBend mit 1x PBS gewaschen. Nach dem Verdau (Pepsin in 0,2 M HCI,
30 min) und erneuter Waschung in 1x PBS erfolgt die zweite Fixierung in 4% Paraformal-
dehyd (20 min). Jetzt erfolgt die Acetylierung in 0,1 M Triethanolamin (pH 8) mit Essigséu-
reanhydrid. Nach 15 min werden die Gewebeschnitte in 1x PBS gewaschen und danach mit

50% Formamid und 1,5x SSPE gewaschen (15 min).

Dann werden die Schnitte mit jeweils 50 pl Prahybridisierungspuffer (25 pul Formamid +
25ul Losung D + 2,5 ul 10x Blocking + 0,21 pl t-RNA) bedeckt und eine Stunde in einer
feuchten Kammer (mit 50% Formamid in 1,5x SSPE) bei 56° C inkubiert. Danach wird die
Prahybridisierungslosung von den Schnitten entfernt und das Gewebe mit verdiinnter Sonde
(jeweils 2ul Sonde in 50ul Priahybridisierungslosung) iiberschichtet und iiber Nacht bei 56°
C in feuchter Kammer (mit 50% Formamid in 1,5x SSPE) hybridisiert.

Am zweiten Tag werden die Gewebeschnitte zuerst mit Prahybridisierungslosung, dann mit
2x SSC, mit 0,1x SSC und abschlieBend mit 1x PBS gewaschen. Danach werden die Schnitte
1h bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln in Blocking-Losung (12% Tween, 10%
Triton, 5SM NaCl, 10% Blocking Reagents, 2x Maleat, DEPC-Wasser) inkubiert. Im néchs-
ten Schritt erfolgt die Antikdrper-Inkubation mit Anti-Digoxigenin-Ab, Fab-Fragments
(Anti-DIG-AP) tiber 1 h in feuchter Kammer.

Fiir die bevorstehende Fiarbung werden die Schnitte noch einmal gewaschen, zuerst mit
Waschpuffer (1x Maleat; 0,3% Tween; 0,2% Triton; DEPC-Wasser), danach mit 1x AP-
Puffer (10x AP-Puffer, IM MgCl, DEPC-Wasser). Die Farbung erfolgt mit Levamisol, 5-
Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) und Nitro Blue Tetrazolin (NBT). Das Le-
vamisol wird in 1x AP-Puffer gelost, BCIP und NBT in Dimethylformamid und AP-Puffer.
Die Losung wird steril filtriert und die Schnitte werden bei 37°C in Dunkelheit unter Sicht-
kontrolle gefarbt. Nachdem der Farbevorgang mit TE-Puffer abgestoppt wird, erfolgt noch
eine Gegenfarbung mit Methylgriin bei 56°C. Zuletzt werden die Gewebeschnitte mit Gly-

cerol-Gelatine eingedeckt.
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3.2.3 Auswertung der in situ Hybridisierung (Bestimmung der GdAA mRNA Expression)

Die GdA Expression wurde durch eine automatische computergestiitzte Methode ausgewer-
tet. Es wurden fiinf digitale Aufnahmen jedes Gewebeschnittes angefertigt (3CCD Farbka-
mera, HV-C20M, Hitachi, Denshi, Japan und Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Die
optische Dichte des weiflen Hintergrundes wurde auf 250 festgelegt, um Vergleichbarkeit
zu gewihrleisten. Die mittlere optische Dichte und die Gd positiven Pixel wurden mithilfe

des KSRun software (imaging system KS400, Version 3.0, Zeiss) ermittelt.

Entsprechend des IRS Systems wurden die Gd positiven Pixel in neun Gruppen eingeteilt,
wobei die Gruppe 1 die niedrigste Gd mRNA Expression vertritt und die Gruppe 9 die
hochste.

3.3 Immunhistochemie

3.3.1 Beschreibung der Imnmunhistochemie

Die in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe
von Xylol entwachst und die endogene Peroxidase-Aktivitit durch das Eintauchen fiir 20
Minuten in 3% Hydrogenperoxid (Merck, Darmstadt, Deutschland) in Methanol abgefan-
gen. Dann wurden die Schnitte in absteigenden Alkoholkonzentrationen rehydriert. Die
Riickgewinnung des Epitops zur GdA Férbung erfolgte in einem Druckkochtopf mithilfe
von Sodium Citrat Puffer (fiinf Minuten bei pH 6.0). Dann erfolgten Waschungen in PBS
und die Inkubation mit Primérantikdrpern. Danach wurden die Schnitte nach den Hersteller-
anweisungen weiterverarbeitet. Zuletzt wurde die Immunoreaktivitit durch Diaminobenzi-
dine (Dako, Glastrup, Denmark) sichtbar gemacht, eine Gegenfiarbung erfolgte mit Hdma-
toxylin. Es erfolgte eine Dehydratation in aufsteigender Alkoholkonzentration, eine
Behandlung mit Xylol und das Eindecken. Eine Positiv-Kontrolle (Plazentagewebe) sowie

eine Negativ-Kontrolle wurden jeweils mit angefertigt.

22



3.3.2 Auswertung der Immunhistochemie

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Zeiss Photomikroskops (Axiophot,
Axiocam; Zeiss, Jena, Deutschland) durch zwei unabhéngige Begutachter durchgefiihrt, von
denen einer ein gyndkologischer Pathologe ist. Zunéchst erfolgte das Aufsuchen des Tum-
orgewebes bei LupenvergroBerung (10-fach) und anschlieBend die Beurteilung bei stérkerer
VergroBerung (25-fach). Zusitzliche Positiv- und Negativkontrollen aus jeder Farbereihe

dienten zur Bestitigung der immunhistochemischen Férbereaktion.

Die Auswertung der Schnitte wurde nach dem immunoreaktiven Score (IRS) von Remmele
und Stegner durchgefiihrt. Der genannte semiquantitative immunoreaktive Score bertick-
sichtigt zwei Parameter: Féarbeintensitét (Staining Intensity = SI) sowie den Prozentsatz der
immunhistochemisch positiven Zellen (PP) und errechnet sich aus dem Produkt der beiden

Parameter.

Die Farbeintensitit (SI) ldsst sich wie folgt unterteilen:

0 = kein Nachweis einer Farbereaktion
1 = schwache Farbereaktion
2 = maBige Farbereaktion

3 = starke Farbereaktion

Der Prozentsatz positiver Zellen (PP) ldsst sich wie folgt einteilen:

0 = kein Nachweis positiver Zellen
1 =<10% positive Zellen

2 =10-50% positive Zellen

3 =51-80% positive Zellen

4 => 80% positive Zellen

Durch Multiplikation der beiden Parameter erhdlt man einen IRS — Score zwischen 0 und

einem Maximalwert von 12.
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Die Auswertung der Ergebnisse ergab folgende Expressionsgrade:
0 = keine Expression nachweisbar
1 — 3 = geringe Expression
2 — 8 = miBige Expression

9 -12 = starke Expression

3.3.3 Herstellung der RNA-Sonde

Die Herstellung der spezifischen Primer fiir Glycodelin (PP144-pBSK-for: 5°-
AGCCATGCTGTGCCTCCTGCTCA-3; PP14-pBSK-rev: 5'-
ACGATCTCCAGGTTGTCCTC-3") erfolgte nach der bekannten Glycodelinsequenz wie
sie von Julkunen et. al 1988 beschrieben wurde (10). Hierfiir wird ein 227 bp Fragment von
Gd cDNA (Positionen +41 bis +268) in EcoR1 Restriktionsschnittstellen von pBluescript
SK (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) durch in vitro Transkription mithilfe des DIG
RNA labeling Kits (SP6/T7; Roche Biochemicals, Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Die
antisense cCRNA Sonde bindet in situ an die Gd-mRNA und wurde fiir den Gd-mRNA-Nach-

weis verwendet. Die sense rRNA Sonde diente als Negativkontrolle.

3.4 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von SPSS 20.0 (PASW Statistics, Ehningen,
Deutschland). Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis rank-sum Test und der nicht -para-
metrische Mann-Whitney-U Test wurden angewendet, um Unterschiede in den verschiede-
nen Gruppen aufzuzeigen. Korrelationsanalysen wurden mit der Spearman-Korrelation
durchgefiihrt. Eine Uberlebensanalyse wurde mit der Kaplan-Meier Kurve erstellt. Der Chi-
Quadrat Statistik des log-rank Tests wurde kalkuliert, um signifikante Unterschiede in den
verschiedenen Uberlebenskurven zu detektieren. Multivariate Analysen zum prognostischen
Wert wurden nach dem Cox Regressions-Modell erstellt. Die Mittelwerte werden als +-
Standardabweichung dargestellt und ein P-Wert unter 0,05 wird als statistisch signifikant

angeschen.
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4 Ergebnisse

Wir haben in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte von 292 Patientinnen mit Endometrium-
karzinom untersucht (Tabelle 2). 291 Fille, die auf Gd analysiert wurden, 289 Fille fiir GAA
angefarbte Schnitte und 354 Fille, die fiir Gd mRNA analysiert worden sind, konnten wir in
die statistische Analyse einschlieBen. Die {ibrigen Fille (ICH: Gd n=1, GdA: n= 3 und Gd
mRNA: n=38) mussten aus technischen Griinden ausgeschlossen werden. Das mittlere Alter

bei Diagnosestellung betrug 65,1 +-0,6 Jahre (gesamte Spannweite 35-88 Jahre).

72,6 % der Patientinnen (n=212) wiesen ein Typ I Karzinom mit endometrioider Histologie
auf. Unter den {librigen Patientinnen befanden sich 7,9 % mit serdser, 4,1 % mit muzindser,
1,7 % mit klarzelliger und 0,3 % mit squamoser Zellhistologie. 11,6 % der Patientinnen

wiesen eine Mischform auf, 1,7 % litten an einem undifferenzierten Karzinom.

Die Evaluierung der Begleiterkrankungen ergab ein gleichzeitiges Vorliegen von arterieller
Hypertension in 39,7 % der Fille, Ubergewicht in 30,5 % der Fille und Diabetes bei 11,3 %
aller Patientinnen. Der mittlere follow-up Zeitraum betrug 13,8 Jahre (95 %; KI: 13,1-14,5)
mit 160 Todesfillen. Die mittlere Uberlebenszeit lag bei 13,6 Jahren (95 %; KI: 12,6-14,6).

Weitere Patientencharakteristika werden in Tabelle 2 dargestellt.

Grade (%) 1 147 (51.2)
(n=287) 2 93 (32.4)
3 47 (16.4)
FIGO stage (%) | 219 (75.0)
(n=292) 11 21(7.2)
111 44 (15.1)
v 8 (2.7)
Histology (%) Endometrioid 212 (72.6)
(n=292) Serous 23(7.9)
Clear cell 5(1.7)
Mucinous 12 (4.1)
Squamous cell 1(0.3)
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Grade (%) 1 147 (51.2)
Mixed 34 (11.6)
Undifferentiated 5(1.7)
Patient age + sem [y] (range) 65.1+0.6 (35.6-88.1)
Deaths (%) 160 (54.8)
Survival £+ sem [y] (95% CI) 13.6+0.5(12.6-14.6)
Follow up + sem [y] (95% CI) 13.8+0.3 (13.1-14.5)
Glycodelin (%) (n=291) Low 79 (27.1)
Intermediate 152 (52.2)
High 60 (20.6)
Glycodelin A (%) (n=289) Low 82 (28.4)
Intermediate 181 (62.6)
High 26 (9.0)
ER alpha (%) (n=292) Positive 133 (45.5)
ER beta (%) (n=292) Positive 40 (13.7)
PRA (%) (n=292) Positive 121 (41.4)
PRB (%) (n=292) Positive 134 (45.9)
Co-morbidities Hypertension (%) 116 (39.7)
Diabetes (%) 33 (11.3)
Obesity (%) 89 (30.5)
Lymphangiosis (%) (n=292) Positive 27 (9.2)
Negative 263 (90.1)
Unknown 2(0.7)
Hemangiosis (%) (n=292) Positive 8(2.7)
Negative 281 (96.2)
Unknown 3 (1.0)
Radiotherapy (%) (n=292) Yes 116 (39.7)
No 170 (58.2)
Declined 6 (2.1)
Chemotherapy (%) (n=292) Yes 72.4)
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Grade (%) 1 147 (51.2)
No 283 (96.9)

Declined 2(0.7)

Tabelle 2 Patientencharakteristika: Immunhistochemische Anférbung fiir Ostrogen Rezeptoren
(ER) (ER alpha, ER beta), und Progesteronrezeptoren (PR) (PR-A und PR-B) wie bereits zuvor
veréffentlicht (95)

4.1 Gd mRNA Expression in Endometriumkarzinomen

Wir konnten in den meisten von uns untersuchten Féllen intermedidre (37,8 %) oder hohe
(24,0 %) Expression von GAA mRNA nachweisen (Abbildung 4). Obwohl die in situ Hyb-
ridisierung der mRNA zeigt, dass die Gd Transkription hauptsidchlich im Tumorepithel statt-
findet, konnten wir keine signifikanten Unterschiede der Gd mRNA Expression zwischen
den verschiedenen Tumor-Subtypen zeigen (Abbildung 4). In der dieser Arbeit zugrundelie-
genden Studie war der Nachweis von Gd mRNA statistisch weder mit dem histologischen

Tumorgrad noch mit dem Stadium der Patientin nach FIGO assoziiert.

4.2 Gd und GdA Expression in Endometriumkarzinomen

Mithilfe eines polyklonalen Antiserums konnten wir auch das Vorkommen von Gd Protei-
nen in Endometriumgeweben nachweisen. Immunhistochemische Férbungen zeigten mitt-
lere bzw. hohe positive Anfarbbarkeit fiir Gd in Endometriumkarzinomen in 52,2 % bzw.
20,6 % der Fille (Abbildung 5 Tabelle 2). Bei einem signifikanten Prozentsatz der Endo-
metriumkarzinome konnte beobachtet werden, dass sie eine immunsuppressive Unterform
des Gd produzierten, die GdA genannt wird. Dieses GdA wurde bei 62,6 % (mittlere An-
farbbarkeit) bzw. 9,0 % (hohe Anfarbbarkeit) der Fille gebildet. Obwohl die Immunoreak-
tivitdt fiir das Gd Protein positiv mit der Gd mRNA Expression korreliert (Korrelationsko-
effizient 0,155; p=0,013), konnte bei Korrelation mit der Glykovariante GdA keine solche
Beziehung gezeigt werden. Allerdings war die GAA Immunoreaktivitit eng mit der Gd Pro-

tein Expression verkniipft (Korrelationskoeffizient 0,249; p=0,001).

Wir konnten die hochste mediane Gd-Expression beim undifferenzierten histologischen

Subtyp zeigen (medianer IRS 8,0; mittlerer IRS 7,80+0,49), gefolgt von den endometrioiden
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Karzinomen (medianer IRS 6,0; mittlerer IRS 5,940,23), den ser6sen (medianer IRS 6,0;
mittlerer IRS 5,74+0,76) und dem gemischt-zelligen Typ (medianer IRS 6,0; mittlerer IRS
4,97+0,60), obwohl hier die Unterschiede der Gd Expression nicht statistisch signifikant wa-
ren (p>0,05) (Abbildung 5 und 6).

Vergleichbare Ergebnisse konnten wir fiir die GdA Expression und die histologischen Sub-
typen zeigen (Abbildung 5 und 6). Die beiden héaufigsten histologischen Subtypen (endo-
metrioid und serds) zeigen eine mediane GdA Expression von IRS 6,0. Weiterhin konnten
wir keinen statistisch signifikanten Unterschied der GdA Expression zwischen den verschie-
denen histologischen Subtypen feststellen (p>0,05) (Abbildung 5,6 und zusédtzliches Mate-
rial 3).

Interessanterweise konnten wir eine signifikante Reduktion der Gd Expression von FIGO
Stadium III zu FIGO Stadium IV beobachten (p=0,044) (Abbildung 6). Jedoch war insge-
samt die Gd/GdA Immunoreaktivitdt nicht statistisch signifikant, wenn man niedrige und
hohere FIGO Stadien vergleicht (zusitzliches Material 4). Es bestand kein signifikanter Un-
terschied zwischen der Gd und der GdA Expression bei den verschiedenen Gradings der
Tumore (Abbildung 6). Gd und GdA-Immunoreaktivitét zeigte keine Signifikanz beim Ver-
gleich von negativer bzw. positiver Farbung fiir ER, PR oder bei Begleiterkrankungen.

4.3 Prognostischer Nutzen

Wir flihrten auch eine statistische Analyse durch, um den prognostischen Nutzen der Gd und
GdA Expression zu evaluieren. Die univariate Kaplan Meier Analyse belegt eine gute Prog-
nose fiir intermedidre und hohe Gd Expression (p=0,039) (Abbildung 7a). Im Gegensatz
dazu hatten allerdings Patientinnen mit hoher GdA Expression im Vergleich zu Patientinnen
mit mittlerer oder niedriger GAA Expression eine schlechtere Prognose (p=0.003) (Abbil-
dung 7b). Fiir die Gd mRNA Expression konnten wir keine Assoziation mit der Uberlebens-

wahrscheinlichkeit aufzeigen.

Neben Tumor Staging, Grading und der Begleitdiagnose arterielle Hypertonie (jeweils
<0,05) konnte die Cox-Regressionsanalyse (Tabelle 7) GdA als unabhingigen Marker fiir
das Uberleben der Patientinnen zeigen (p=0,002; 95% KI 1,362-3,943) (105).
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5 Diskussion

Endometriumkarzinome lassen sich in zwei histologische Subtypen einteilen: der dstrogen-
assoziierte Typ [ und der dstrogenunabhéngige Typ I (96,97). Als haufigste Ursache fiir ein
Endometriumkarzinom vom Typ I wird ein Uberschuss an Ostrogenen angesehen, dem eine
unzureichende Menge an Gestagenen gegeniibersteht (98). Deshalb sind Ubergewicht, das
PCO-Syndrom und der Einsatz einer Hormonersatztherapie in der Menopause mit erhohtem
Risiko flir Endometriumkarzinome assoziiert (99-101). Von Typ II Karzinomen, die haupt-
sdchlich die serdsen und klarzelligen histologischen Subtypen umfassen, weifl man, dass sie
hiufiger metastasieren und mit einem schlechteren Uberleben vergesellschaftet sind. Im Ge-
gensatz zu den Typ I Karzinomen scheint ein Ostrogeniiberschul fiir ihre Entstehung keine
ursdchliche Rolle zu spielen; sie sind eher mit hoherem Lebensalter und vorangegangener

Strahlentherapie des Uterus assoziiert (102).

Die Mehrzahl der Fille wird als Typ I Karzinome klassifiziert und besteht aus endometrioi-
den Adenokarzinomen. In der Literatur werden sie fiir 75-85% der Adenokarzinome verant-
wortlich gemacht, dies steht in Ubereinstimmung mit den in unserer Studienpopulation er-

hobenen 72,6% endometrioiden Tumoren.

Interessanterweise stellt arterielle Hypertonie als Begleiterkrankung einen negativen Ein-
flusswert bei Patienten mit Endometriumkarzinomen dar. Diese Beobachtung stimmt mit
den Ergebnissen der von Nicholas et al. veréffentlichen Daten iiberein, die eine negative
Beeinflussung des Uberlebens von Diabetes und arterieller Hypertonie nahelegen. Sie for-
dern eine stdrkere Beriicksichtigung solcher Begleiterkrankungen, weil sie zunehmend Ein-

fluss auf die aktuelle Gesundheitsversorgung und entsprechende Richtlinien haben (103).

Obwohl Gd in verschiedenen Arten von Geweben nachgewiesen werden konnte, wird es
doch nicht auch iiberall dort produziert. Dies wird durch den Nachweis bzw. fehlenden

Nachweis der Gd mRNA deutlich gemacht (29,34,104,105).

Unsere immunohistochemischen Ergebnisse werden durch die in situ Hybridisierung besta-
tigt. Hierbei konnten wir neben des Vorkommens von Gd in Endometriumkarzinomen auch
die dortige Synthese zeigen und somit seine Rolle in der Tumorgenese hervorheben. Unseres
Wissens nach ist dieses die erste Studie, die das Vorkommen von Gd sowohl auf mRNA-
als auch auf Proteinebene nachweist (106). Dariiber hinaus legt das Vorkommen von Gd

mRNA und die enge Korrelation zu Gd Protein Immunreaktion die Vermutung nahe, dass

29



die Tumorzellen des Endometriumkarzinoms selbst die Fahigkeit haben, Gd zu produzieren.
Interessanterweise konnten wir keine signifikante Assoziation zwischen Gd mRNA und dem
immunsuppressiven Gd glyko-Epitop GdA beobachten, was andeutet, dass GdA Nachweis
eine Untergruppe von endometrioiden Tumoren darstellt, die nicht durch den alleinigen
Nachweis von Gd mRNA vorhergesagt werden konnen. Leider konnten wir aufgrund des
nur begrenzt vorhandenen Gewebematerials keine Proteingewinnung durchfiihren, so war
eine direkte Quantifizierung der Gd/GdA Anteile aus der gleichen Gewebeprobe mittels
Western Blot nicht moglich.

Gd hat in hormonabhéngigen Tumoren verschiedene Effekte, wie eine reduzierte Expression
der Onkogene und erhdhte Expression der Tumorsuppressorgene. Dies kann zu reduziertem
Tumorwachstum, weniger Metastasenbildung und sinkender Chemoresistenz fiihren
(94,107). Hautala et al. haben gezeigt, dass Gd das Wachstum von Brustkrebs in vivo hem-
men konnte (107). Koistinen et al. transfizierten endometriale Adenokarzinomzellen HEC-
1b mit Gd cDNA sowohl in antisense- als auch sense-Orientierung (94). Sie beobachteten,
dass die sense-transfizierten Gd-produzierenden Karzinomzellen im Gegensatz zu den nati-
ven bzw. antisense-transfizierten Karzinomzellen eine reduzierte Proliferation aufwiesen,
morphologische Verdnderungen zeigten und eine verdnderte Expression von karzinomrele-
vanten Genen vorlag (94). Diese Ergebnisse illustrieren einige Aspekte des Gd und das Po-
tenzial bei gyndkologischen Karzinomen. Dabei zeigt Gd in einigen hormonabhéngigen Tu-
moren, dass eine Gd-Expression mit einer gilinstigen Prognose einhergeht, z.B. bei Mamma-
und Ovarialkarzinomen (108,109). Bei den duktalen und invasiven Mammakarzinomen kor-
relierte ein Gd-Nachweis umgekehrt proportional zum Auftreten von Metastasen (108).
Diese Daten stimmen mit unseren Beobachtungen iiberein, auch wenn Gd nur univariate

prognostische Signifikanz in der Kaplan Meier Analyse erreichte.

Gd wurde auch in Karzinomen auflerhalb des Reproduktionstraktes nachgewiesen, z.B. in
Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (non small cell lung carcinoma, NSCLC) (110). Es
konnte gezeigt werden, dass die Gd Konzentration anstieg, wenn Metastasen vorhanden wa-
ren. Patienten mit erhohten Gd-Serumkonzentrationen hatten eine Tendenz zu kiirzerem
Uberleben (p=0.088). AuBerdem konnte durch die Messung der Gd-Konzentration eine Ver-
schlechterung der Patienten friither erkannt werden als mit klinischer Diagnostik allein und
gilt daher als vielversprechender Biomarker fiir Verlaufsbeobachtung bei fortgeschrittenen
und metastasierten NSCLC (110). Zu diesem Schluss kommt auch eine Forschergruppe um
Ho aus Taiwan, die die Expression von Gd und N-acetylgalactosamine-6-sulfatase (GALNS)

untersucht (111). Ho et al. konnten auBlerdem zeigen, dass Gd nicht nur bei
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Bronchialkarzinomen, Mammakarzinomen und Kolonkarzinomen erhoht ist, sondern auch
bei Karzinomen der Leber und im Kopf- und Halsbereich. Zusammenfassend lésst sich sa-
gen, dass Gd als vielversprechender Biomarker fiir die Diagnose und Therapie von Krebs-

patienten anzusehen ist (112-114).

Eine aktuelle Studie von Ni et al. untersucht die Gd Expression bei Patienten mit Adenokar-
zinom der Lunge und deren Einfluf} auf das Auftreten von Metastasen im Gehirn sowie den
EinfluB auf das Uberleben. Sie konnten zeigen, dass Patienten mit fortgeschrittenem Lun-
genkarzinom und einer Uberexpression von Gd hiufig Hirnmetastasen entwickelten und ein
signifikant kiirzeres Uberleben hatten (11,8 Monate vs. 20,4 Monate, p < 0,05) (115). Wenn
die Regulationsmechanismen der Glycodelinexpression besser verstanden werden, konnten
so in Zukunft neue therapeutische Ansdtze entwickelt werden, die die Immunantwort auf

NSCLC Tumoren schwéchen (116).

Schneider et al. untersuchten Gd im Serum von Patienten mit malignem Pleuramesotheliom
(MPM). Im Vergleich zu gutartigen Lungenerkrankungen waren die Serumspiegel signifi-
kant erhoht. Patienten mit hohen Gd-Serumspiegeln zeigten ein schlechteres Gesamtiiberle-
ben. Die Gd-Serumspiegel korrelierten mit der Reaktion des Tumors auf die Behandlung.
Gd war in MPM-Tumoren stark exprimiert. Analysen eines Gewebemikroarrays zeigten,
dass die immunmodulatorische Form Gd A in MPM exprimiert wurde und mit dem Uberle-
ben der Patienten korrelierte. Insgesamt scheint Gd ein neuer potenzieller Biomarker fiir das

aggressive maligne Pleuramesotheliom zu sein (117).

Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACIs) werden als vielversprechende neue Krebsthera-
peutika gesehen. In 2006 wurde der HDACI suberolylanilide hydroxamic acid (SAHA, Vo-
rinostat (rINN), Zolinza®) von der FDA (Food and Drug Administration, Lebensmitteliiber-
wachungs- und Arzneimittelbehdrde der Vereinigten Staaten) flir die Behandlung von
kutanen T-Zell-Lymphomen zugelassen. AuBlerdem wurde es z.B. fiir Patienten mit
Glioblastoma multiforme (118), nicht-kleinzelligem-Lungenkarzinom (119) und myelodys-
plastischem Syndrom (120) erprobt. Uchida et al. (121-123) zeigten, dass SAHA Gd in En-
dometriumkarzinom- und Chorio-Karzinom-Zelllinien hochregulieren kann und dass das
SAHA-induzierte Gd tatsdchlich die Zelldifferenzierung und -migration im verwendeten
Modellsystem beeinflusst. Da wir herausgefunden haben, dass Gd signifikant mit einem ver-
langerten Gesamtiiberleben bei Endometriumkarzinomen zusammenhéngt, bleibt es eine
Herausforderung zu untersuchen, ob Patienten mit Endometriumkarzinomen auch von der

Anwendung von SAHA profitieren konnten.
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Es wurde zwischenzeitlich gezeigt, dass HDACi als einzelnes therapeutisches Mittel eine
begrenzte therapeutische Wirksamkeit gegen solide Tumoren aufweisen, jedoch synergis-
tisch mit einer Reihe von strukturell und funktionell verschiedenen chemischen Verbindun-
gen, biologisch aktiven Polypeptiden und neuartigen Immuntherapien funktionieren. Die
Kombination von HDACi1 mit anderen Krebstherapeutika kann daher ein Weg sein, um ihr
volles therapeutisches Potenzial auszuschopfen (124). In einem aktuellen Preprint zeigen
Edwards et al. die Niitzlichkeit der HDACi-Arzneimittelverkapselung unter Verwendung
eines von der FDA zugelassenen nanoskaligen polymeren Vektorsystems. Die Einkapselung
und das Targeting von epigenetischen Wirkstoff-Nanopartikeln konnten eine Losung zur
Uberwindung der in klinischen Studien beobachteten Toxizitits- und Nebenwirkungen bie-
ten. Angesichts der nachgewiesenen Beteiligung epigenetischer Prozesse an Endometrium-
karzinomen ist diese Studie ein wichtiger erster Schritt in Richtung der Verwendung dieser

Klasse von Antikrebsmitteln zur Behandlung fester Tumoren (125).

Abhingig vom Glykosylierungsstatus von Gd kann es in T-Zellen und Monozyten Apoptose
ausldsen. Diese In-vivo-Ergebnisse zu Gd und GdA konnten die teilweise widerspriichlichen
Ergebnisse in klinischen Studien erkléren. Im Gegensatz zu Gd beobachteten wir bei Pati-
enten, die die immunsuppressive Isoform GdA exprimierten, ein schlechtes Ergebnis. Dieses
Ergebnis wurde nicht nur auf der Grundlage einer univariaten, sondern auch einer multiva-
riaten Uberlebensanalyse erstellt (106) und steht in Einklang mit einer Studie zu Eierstock-
krebs und GdA, in der GdA als prognostischer Marker fiir ein schlechtes Ergebnis bei Eier-
stockkrebs im fortgeschrittenen Stadium beschrieben wird (126). Trotzdem gibt es
kontroverse Ergebnisse zur Gd-Expression und zum Uberleben der Patienten (108,126-128).
Diese konnen auf verschiedene mono- und polyklonale Antikorper zuriickzufiihren sein, die
entweder peptidspezifisch oder glykosylierungsspezifisch sind. In Anbetracht dessen, dass
unterschiedlich glykosylierte Gd Isoformen verschiedene Wirkungen ausiiben konnen, kann
man damit die zu diesem Thema veroffentlichten widerspriichlichen Forschungsergebnisse
zumindest teilweise erkldren (8). Eine Funktionsanalyse, also z.B. die Verwendung eines
Tiermodells fiir Endometriumkarzinome, ist daher erforderlich, um die immunmodulatori-

schen Wirkungen von Gd/GdA weiter zu kléren.
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6 Fazt

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass Gd und GdA im Endometriumkarzinomgewebe ex-
primiert werden und fiir die Tumorgenese von Bedeutung zu sein scheinen. Sie unterschei-
den sich nicht nur in der Glykosylierung, sondern auch in ihrer biologischen Aktivitit, da
eine hohe Expression von Gd mit einem besseren Uberleben assoziiert ist, wihrend GdA
eine prognostische Signifikanz flir ein schlechtes Ergebnis bei Endometriumkarzinompati-
enten besitzt (106) Daher kdnnten Gd und insbesondere GdA bei der Auswahl von Patienten
fiir eine individuellere Tumortherapie hilfreich sein. Dafiir sind jedoch noch umfangreiche

weiterfiihrende Studien notwendig.
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7 Zusatzliche Tabellen und Abbildungen

Glycoform Sites of expression Author(s) Ref

GdA Amniotic fluid Riittinen et al. (1989)
Secretory endometrium Julkunen M., Koistinen R.,

et al. (1986)

Decidua Julkunen (1986)

GdS Seminal plasma, seminal Julkunen et al. (1984)
vesicles

GdF Ovary Kamarainen et al. (1996)
Follicular fluid Tse et al. (2002)

Glycodelin (unknown gly- | Fallopian tubes Julkunen M., Wahlstrom

coforms) T., etal. (1986)
Serum Julkunen et al. (1985)
Breast, breast cancer Kamarainen et al. (1996)
Ovarian tumors Kamarainen et al. (1999)
Other gynecological tu- Horowitz et al. (2001)
mors
Synovial sarcoma Kamarainen et al. (1998)
Various glands (e.g., Kamarainen et al. (1997)
eccrine glands)
Bone marrow (erythroid li- | Kamarainen et al. (1994)
neage)
Bone marrow (megakaryo- | Morrow et al. (1994)
cytic lineage)
Decidual NK cells Koopman et al. (2003)

Tabelle 3 Expressionsorte von Glycodelin, aus (129)
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Abbildung 1 Die Struktur von Glycodelin, aus (11)
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Taere 2. Glyeodelin coneentrations in reproductive tissues, fluids. and peripheral serum

Bource Glyoodelin concentration Authoris) (Raf.)
Endometrium
Mid-proliferative =0.1 mgfg protein Julkunen et al., 1986 (36)
Mid-secretory 7.8 mg/g protein Julkunen et al., 1986 (361
Lata sacretory 23 mg'g protein Julkunen et al., 1986 (36)
Decidua
9wk 160 mg'g protein Julkunen et al., 1985 133)
40 wk 0.8 mg/g protein Julkunen er al., 1985 (33)
Fallopian tube
Proliferative phaze 4.3 puir protein Julkunen et al., 1986 (82)
Secretory phage 16 pg'x protein
Uhtarine flughing
Proliferative phase Not detactable
Early secratory phase Not detactable
Mid-secretory phasa 12 mgliter Li et ol 1993 (80)
Amniotic fuid
12 wk 13 mgliter Julkunen et al., 1985 (33)
16 wk 125 mgliter Julkunen et al., 1985 (33)
40 wk 1 mgliter Julkunen et al., 1985 33)
Seminal plasma 05 mgliter Julkunen et al., 1984 (32)
Serum (men) =20 pgliter
Sarum (Women)
Mid-proliferative phase <20 pgliter Julkunen et al., 1986 (36)
Mid-luteal phase 35 pgliter Julkunen et al., 1988 (36)
Late luteal phase 47 pgliter Julkunen et al., 1986 (36)
Menstrual T4 pgliter Julkunen et al., 19848 (36)
Pregnancy (12 wk) 1200 pgliter Julkunen et al., 1985 (33)
Pregnancy (40 wk) 100 pgliter Julkunen et al., 1985 (33)

Tabelle 4 Glycodelin Konzentrationen in verschiedenen Geweben und Kérperfliissigkeiten, aus
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Abbildung 2 Glycodelinkonzentration bei Frauen. A: Serum in Bezug auf Ovulation und Progesteronsekretion. B: En-
dometrium und Amnionfliissigkeit. Aus (11)
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Tumor begrenzt auf das Corpus
uteri

Vergleich der FIGO-Klassifikationen (www.hgcs.org.uk)

Tumor begrenzt auf das Corpus
uteri

keine oder weniger als die Halfte IA Tumor begrenzt auf das

Myometriuminfiltration Endometrium

die Halfte oder mehr IB weniger als die Halfte

Myometriuminfiltration Myometriuminfiltration

— IC die Halfte oder mehr
Myometriuminfiltration

Invasion Zervixstroma, keine Il Zervixinfiltration, keine Ausbreitung

Ausbreitung jenseits des Uterus*' jenseits des Uterus

— A nur endozervikaler Driisenbefall

— B Zervixstromainvasion

lokale u/o. regionare Ausbreitung 1] lokale u/o. regionare Ausbreitung

Serosabefall u./o. Adnexbefall*? A Befall Serosa u./o. Adnexe u./o.
Tumorzellen in Aszites/
Peritoneallavage

Vaginalbefall u./o. Parametrium- liB Vaginalbefall

beteiligung

Lymphknotenbefall pelvin u./o. lnc Lymphknotenbefall pelvin u./o.

paraaortal paraaortal

positive pelvine Lymphknoten lc1 —

positive paraaortale Lymphknoten lic2 —

mit oder ohne positive pelvine

Lymphknoten

Infiltration Blasen- u_/o. IVA Infiltration Blasen- u./o.

Rektumschleimhaut Rektumschleimhaut

Fernmetastasen IVB Fernmetastasen

*! nur endozervikaler Driisenbefall zahlt zu FIGO |

*2 positive Zytologie sollte separat notiert werden, ohne das Stadium zu verandem
Tabelle 5 Vergleich der FIGO Klassifikationen. Aus: Denschlag et al., The diagnosis and treatment of endo-
metrial cancer:progress and controversies Dsch Arztebl Int 2011(87)

37




Adjuvant therapy of endometrial carcinoma (3), old classification

After hysterectomy with bilateral adnexal removal and systematic lymphaden-
ectomy (15 pelvic and 10 para-aortic lymph nodes)

pT1a G1/2, pT1b G1, pNO No adjuvant therapy

pT1a G3, pT1b G2/3, pT1ic, pT2, pNO Vaginal brachytherapy

pT3, pT4, pNO, and all pN1 Teletherapy + brachytherapy and/or
chemotherapy

Serous and clear-cell carcinoma Teletherapy + brachytherapy and/or
chemotherapy

After hysterectomy with bilateral adnexal removal but no systematic lympha-

denectomy

pT1a G1/2 and T1b G1 Nx/cNO No adjuvant therapy

pT1b G2 Nx/cNO Vaginal brachytherapy

If secondary complete surgical staging is not possible

pT1a G3, pT1b G3 Nx/cNO Vaginal brachytherapy; additional
teletherapy can be considered as well

pT1ic, pT2 Nx/cNO Teletherapy + brachytherapy

pT3/pT4a Nx/cNO, and all cN1 Teletherapy + brachytherapy and/or
chemotherapy

Serous and clear-cell carcinoma Teletherapy + brachytherapy and/or
chemotherapy

Tabelle 6 Adjuvante Therapien des Endometriumkarzinoms. Aus: Denschlag et al., The diagnosis and treat-
ment of endometrial cancer: progress and controversies Dsch Arztebl Int 2011(87)
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Stadienabhéngige (alte Klassifikation) operative Therapie des Endometriumkarzinoms (3)

® Stadium pT1a, pT1b, G1, G2
— totale Hysterektomie mit beidseitiger Adnexexstirpation
- Zytologie
— fakultativ: pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

@ Stadium pT1a, pT1b, G3 und Stadium pT1c G1 bis G3
— totale Hysterektomie mit beidseitiger Adnexexstirpation
- Zytologie
- pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

® Stadium pT2a
— totale Hysterektomie mit beidseitiger Adnexexstirpation
- Zytologie
- pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

@ Stadium pT2b
- erweiterte radikale Hysterektomie mit beidseifiger
Adnexexstirpation
- Zytologie
- pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

@ Stadium pT3a
— totale Hysterektomie mit beidseitiger Adnexexstirpation
- pelvine und paraaortale Lymphonodektomie
- Omentektomie
- Debulking (maximale Zytoreduktion)

@ Stadium pT3b (vaginaler Befall)

- erweiterte radikale Hysterektomie mit beidseifiger
Adnexexstirpation

- partielle/komplette Kolpektomie

- pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

in den Gbrigen Fallen:
- Hysterektomie mit Adnexexstirpation beidseits
— Tumor-Debulking in der Vagina
- gegebenenfalls Lymphonodektomie

bei gutem Allgemeinzustand und gegebener lokaler Operabilitat:

@ Stadium pN1 (FIGO lIIC)
- totale Hysterektomie mit beidseitiger Adnexexstirpation
- pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

@ Stadium pT4 (FIGO IVA)
- beiisoliertem Befall von Blase und/oder Rektum ggf. vordere
undloder hintere Exenteration und beidseitige Adnex-
exstirpation, pelvine und paraaortale Lymphonodektomie

@ Stadium M1 (FIGO IVB)

- bei gegebener lokaler Operabilitat Hysterektomie (Blutstillung)
und infraabdominelles Debulking zur Verbesserung der
Effizienz der systemischen und strahlentherapeutischen
palliativen MaRnahmen

@ Besonderheiten bei serdsen und klarzelligen Karzinomen
stadiengerechte Operation (da definifionsgemaR ,high grade”,
inklusive pelviner und paraaortaler Lymphonodektomie) wie oben,
zusatzich:

- Omentektomie

- multiple peritoneale Biopsien

- wenn exfrauterine Manifestationen:

maximales Tumor-Debulking

@ Vorgehen bei fehlender oder unzureichender
Lymphonodektomie bzw. fehlender Adnexexstirpation
pT1a, pT1b; G3: pT1c, pT2. pNx
- nach Maglichkeit Komplettierung des operativen Stagings,

dann stadiengerechte adjuvante Therapie
- sonst adjuvante Therapie

Abbildung 3 Stadienabhdingige operative Therapie des Endometriumkarzinoms. Aus: Denschlag et al., The
diagnosis and treatment of endometrial cancer: progress and controversies Dsch Arztebl Int 2011(87)
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Figure 1 Gd mRNA (PAEP) was detected in endometrial cancer tissue by in situ hybridization. Representative microphotographs of

Glycodelin (Gd) mRNA (PAEP, progestagen-associated endometrial protein) as detected by in situ hybridization in different histological subtypes

(A-C) of endometrial cancer tissue are shown. Samples were treated with an antisense riboprobe recognizing Gd mRNA (A-C) or with the

complementary sense riboprobe as a negative control (insert in A), respectively. Mean optical density of Gd mRNA signal has been quantified in a

semi-automated manner and Gd positive pixels were determined by KSRun software. Gd mRNA positivity in dependence of histological subtype
L (D), FIGO stage (E) and grading (F) is illustrated using box plot diagrams. Scale bar in C represents 100 um and refers to A-C.

Abbildung 4 Nachweis von Gd mRNA in Endometriumkarzinomen mittels in situ Hybridisierung (aus Len-
hard et al. BMC Cancer 2013, 13:616. http://www.biomedcentral.com/1471-2407/13/616) (106)

endometrioid
e

mucinous

Glycodelin

Glycodelin A

Figure 2 Glycodelin and Glycodelin A protein was detected in endometrial cancer tissue by immunohistochemistry. Representative

microphotographs of Glycodelin (Gd, A-C) and its immunosuppressice glyco-variant Glycodelin A (GdA, D-F) as detected by immunohistochemistry in

different histological subtypes of endometrial cancer tissue are shown. Pan-Glycodelin as well as its immunosuppressive glyco-variant Glycodelin A was
L found to be predominantly produced by epithelial components of endometrial carcinomas. Scale bars in F represent 100 um and refer to A-F.

Abbildung 5 Nachweis von Gd und GdA Protein in Endometriumkarzinomen mittels Immunhistochemie (aus
Lenhard et al. BMC Cancer 2013, 13:616. http://www.biomedcentral.com/1471-2407/13/616) (106)
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Figure 3 Glycodelin as well as its immunosuppressive glyco-variant Glycodelin A protein was analysed and quantified in endometrial
cancer tissue. Quantification of Glycodelin (Gd; A, C, E) and its immunosuppressive glyco-variant Glycodelin A (GdA; B, D, F) by immunohisto-
chemistry is shown. Gd/GdA was visualized in endometrial carcinoma tissue of different histological subtypes (A, B), FIGO stages (C, D) or tumour
grades (E, F). Gd and GdA were detected by immuno-histochemistry and quantified employing an immunoreactive score (IRS) ranging from 0
(lowest) to 12 (highest). Significant differences (p < 0.05) as determined by Mann-Whitney Test are indicated by #.
.

Abbildung 6 Analyse und Quantifizierung von Gd und GdA in Endometriumkarzinomgewebe (aus Lenhard et
al. BMC Cancer 2013, 13:616. http://www.biomedcentral.com/1471-2407/13/616) (106)

' -
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Figure 4 Kaplan Meier survival analyses were performed for Glycodelin and Glycodelin A in endometrial cancer patients. Overall survival
of patients with low, intermediate and high Glycodelin A (A) and Glycodelin (B) protein expression as detected by immunohistochemistry is shown.
e

Abbildung 7 Kaplan Meier Uberlebensanalyse fiir Gd und GdA Proteinexpression in Endometriumkarzinom-
patientinnen (aus Lenhard et al. BMC Cancer 2013, 13:616. http://www.biomedcentral.com/1471-
2407/13/616) (106)
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Table 3 Multivariate COX regression analysis: Patient survival was analysed by multivariate COX regression analysis

95% CI
Covariate Coefficient (b)) [HR Exp(b))] Lower Upper P-value
FIGO stage <0.001
| (0.000) (1.00)
I -3.064 047 on 192 <0.001
[ -3025 049 010 233 <0.001
v -1810 164 040 669 012
WHO grade .023
1 (0.000) (1.00)
2 -.820 440 246 790 .006
3 -.561 571 325 1.002 051
Histology 0.068
Endometrioid (0.000) (1.00)
Serous -297 743 233 2372 616
Clear cell -.069 934 260 3349 916
Mucinous -1423 241 024 2403 225
Squamous cell 074 1.077 260 4470 918
Mixed cell 3.167 23.742 2245 251.079 .008
Undifferentiated -.163 850 255 2828 790
Lymph node metastasis -732 481 209 1.109 086
Age (<50 y vs. >50 y) 1939 6.953 909 53.204 062
Diabetes 451 1570 880 2,800 127
Obesity -.065 937 600 1462 774
Hypertension 454 1575 1.043 2380 031
Lymphangiosis 216 1241 631 2443 532
Hemangiosis 681 1975 476 8187 348
ER alpha -.031 970 652 1442 880
PRA -.156 855 572 1279 446
GdA 840 2317 1362 3943 .002
Gd -.298 743 456 1.209 232

Significant results are shown in bold.

Tabelle 7 Multivariate COX-Regressions-Analyse: Patienteniiberleben anhand der multivariaten COX Re-
gressionsanalyse (aus Lenhard et al. BMC Cancer 2013, 13:616. http://'www.biomedcentral.com/1471-
2407/13/616) (106)
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Abbildung 8 Zusatzmaterial: Reprdsentative Mikrophotographie von positiven (4,B) und negativen Kontrol-
len (C,D) fiir Gd (A,C) und GdA (B,D)(eigene Bilder)
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Abbildung 9 Zusatzmaterial 2: Reprdsentative Mikrophotographien von Gd (A,C) und GdA (B,D) von hoher
Anfdrbbarkeit (4,B; high IRS) und schwache/negative Anfirbbarkeit (C,D; low IRS) in Gewebeschnitten (ei-
gene Bilder)

Glycodelin Glycodelin A
"‘H.‘ £ “ : 3 : A'&’@ 3 N \ 0

Abbildung 10 Zusatzmaterial 3: Reprdsentative Mikrophotographien von Gd (4) und GdA (B) in undifferen-
zierten Endometriumskarzinomproben (verdffentlicht in Lenhard et al. BMC Cancer 2013, 13:616.
http://www.biomedcentral.com/1471-2407/13/616) (eigene Bilder)
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high stage

low stage

Abbildung 11 Zusatzmaterial 4. Reprdsentative Mikrophotographien von Gd (4,C) und GdA (B,D) in fortge-
schrittenem Stadium (A,B) und frithem Stadium (C,D) (verdffentlicht in Lenhard et al. BMC Cancer 2013,
13:616. http://www.biomedcentral.com/1471-2407/13/616)(eigene Bilder)
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preterm premature rupture of membranes
Progesteronrezeptor

recurrent implantation failure

stainig intensity

B-Laktoglobulin
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