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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Mit etwa 570 000 neuen Fallen im Jahr 2018 ist das Zervixkarzinom die viert haufigste
Krebserkrankung der Frau weltweit (3). 2016 lag die Zahl an Neuerkrankungen in
Deutschland bei 4380 Frauen (4). Das Robert-Koch-Institut (RKI) ermittelte das mittlere
Erkrankungsalter fur invasive Karzinome zu diesem Zeitpunkt bei 55 Jahren (4). Das
in-situ Karzinom dagegen wurde im Mittel an circa 20 Jahre jingeren Frauen in der
Vorsorgeuntersuchung diagnostiziert (4). Durch die Einflihrung gesetzlicher Krebsfrih-
erkennungsprogramme hat die Inzidenz des Zervixkarzinoms in Deutschland in den
letzten 30 Jahren dadurch deutlich abgenommen (5). Allerdings blieb in den letzten 10
Jahren trotz gesetzlicher Vorsorgeprogramme eine weitere deutliche Reduktion von
Morbiditat und Mortalitat des Zervixkarzinoms aus (5). Trotz Fortschritte in Diagnostik
und Therapie konnte bei der Anzahl an Sterbefallen nur eine kleine Reduktion erzielt
werden (5). Das 5-Jahres-Uberleben lag in Deutschland fir Frauen Uber 15 Jahren
zwischen 2000 bis 2007 bei 64% und somit iber dem europaischen Durschnitt von
62% (6). Vor allem im Vergleich zu osteuropaischen Landern ist der Unterschied je-
doch dramatisch (7). In Osteuropa liegt das 5-Jahres-Uberleben bei 57% mit der nied-
rigsten Wahrscheinlichkeit in Bulgarien und Lettland mit lediglich etwa 51% (6).

Im weltweiten Vergleich zeigen sich jedoch noch deutlichere Unterschiede zwischen
Wohlstandslandern und Entwicklungslandern (4, 8). Etwa 90% der Todesfalle durch
das Zervixkarzinom sind in Entwicklungslandern (7). Aufgrund logistischer, kultureller
und finanzieller Hindernisse fehlt es beispielsweise in einkommensschwachen Regio-
nen Afrikas an einer flichendeckenden Vorsorge (8). Damit geht die Mdglichkeit verlo-
ren prakanzerdse Lasionen frihzeitig zu entdecken und zu behandeln (7). Das Zervix-
karzinom stellt in diesen Regionen die zweit haufigste Tumorerkrankung der Frau im
Alter von 15 bis 44 Jahren dar (9). Es ist dabei die haufigste Krebstodesursache der
Frau in Afrika (9). Insbesondere in einigen Landern der afrikanischen Subsahararegion
kommt des Zervixkarzinom haufiger als Brustkrebs vor und stellt dort die haufigste
Krebserkrankung der Frau da (10). Fir Frauen in Teilen Afrikas ist das Zervixkarzinom
somit eine schwere Belastung (11). Weitere Untersuchungen zur Verbesserung von

Vorsorge, Impfung und Therapie sind fur diese Regionen von besonderer Bedeutung

(11).



1.2 Risikofaktoren

Als Hauptursache fur die Entstehung von Gebarmutterhalskrebs gelten sexuell Gbertra-
gene humane Papillomviren (HPV), die zu einer Infektion von zervikalen Epithelzellen
fuhren (4). Uber 100 HPV-Subtypen wurden bereits identifiziert (12). Davon ist bei Giber
30 bekannt, dass sie zu einer Infektion der Zervix fuhren kdnnen (13). In nahezu allen
Fallen eines Zervixkarzinoms konnte die DNA eines Hochrisikosubtypen nachgewiesen
werden (13). Insbesondere eine anhaltende Infektion mit den Hochrisikotypen HPV 16
und 18 kann zu einem Zervixkarzinom fuihren, wobei HPV 16 mit etwa 50% am hau-
figsten fur die Entstehung verantwortlich ist (4, 13). Die HPV-Typen 31, 33, 35, 45, 52

sowie 58 kommen jedoch ebenfalls weltweit haufig vor (7).

Bei der Infektion kommt es zunachst zu einer Infizierung der sich teilenden Basalzellen
in der zervikalen Schleimhaut (13). Das virale Erbgut wird dabei extrachromosomal, als
Episom, in die Zelle integriert und flhrt zur Replikation viraler Proteine (13). Niedrigri-
siko Subtypen sind nur sehr selten mit Zervixkarzinomen assoziiert, knnen jedoch zur
Bildung von Genitalwarzen fihren (13). Bei solch einer Infektion ist die virale Genex-
pression noch achtsam reguliert (13). Eine persistierende HPV-Infektion mit einem
Hochrisikosubtyp kann zu einer deregulierten viralen Genexpression flihren (14). In
den infizierten Zellen kommt es zunehmend zu genetischen Schaden durch eine ex-
zessive Zellproliveration und unzureichende DNA-Reparaturmechanismen (14). Bei In-
fizierten, die Uber einen langen Zeitraum keine Ausheilung der Infektion erzielen kon-

nen, kann es somit zu einer malignen Entartung der Zellen kommen (13).

FUr Frauen mit einer Immunschwache besteht daher ein besonderes Risiko. Vor allem
fur Frauen mit einer positiven HIV-Infektion stellt sich diese Konstellation problematisch
dar (15). Ebenso aber zahlen auch andere sexuell Gibertragbare Erreger wie Chlamydia
trachomatis oder Herpes-simplex Typ 2 als Risikofaktoren (16, 17). In der Zusammen-
schau sind fur eine HPV-Infektion und die Entstehung eines Zervixkarzinoms das Se-

xualverhalten von herausragender Bedeutung (18).

Auch hormonelle Einfliisse konnten als Risikofaktoren identifiziert werden. Dazu zahlt
zum einem die Langzeittherapie mit hormoneller Kontrazeption (19). Im Zusammen-
hang mit einer HPV-Infektion konnte bei einer Therapiedauer von Gber zehn Jahren ein

vierfach erhéhtes Risiko gemessen werden (20).

Als weiterer Risikofaktor fur die Entstehung eines Zervixkarzinoms hat sich daneben
auch der Nikotinkonsum etabliert (21). Ebenso zeigt sich eine Korrelation zu einem

niedrigen soziobkonomischen Status und niedrigem Bildungsniveau (22).
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1.3 Pravention

Durch Pravention kann die Therapie des Zervixkarzinoms durch einfache Methoden
entscheidend beeinflusst werden (23). Die Inzidenz der Erkrankung ist daher mit der
medizinischen Infrastruktur und der Verfligbarkeit von Vorsorgeprogrammen entspre-
chend verbunden (23).

In primarer Instanz kann in den meisten Fallen durch eine HPV-Impfung ein Zervixkar-
zinom verhindert werden (24). Eine Impfung gegen HPV fur Jungen und Madchen im
Alter vom 9 bis 14 Jahren mit 2 Impfdosen im Abstand von mindestens 5 Monaten wird
von der Standigen Impfkommission (STIKO) empfohlen (25). Zurzeit stehen drei HPV-
Impfstoffe zur Verfligung, die alle einen Schutz gegen HPV 16 und 18 bieten (7). Die
bundesweite Impfquote fur 15-jahrige Madchen mit abgeschlossener Impfung lag 2011
jedoch nur bei 26,5% (26). Bis zum Jahr 2015 ist sie nur leicht auf 31,3% angestiegen
(26). Auch nach einer erfolgreichen Immunisierung ist eine weitere zytologische Vor-
sorge jedoch notig, da die Impfung nicht gegen alle onkogenen Subtypen schitzt (24).
Ein Impfprogramm gegen HPV steht in einigen afrikanischen Landern jedoch noch
nicht ausreichend zur Verfigung (11). Besonders dort fehlt es jedoch an medizinischen
Vorsorgeeinrichtungen zur Friherkennung und die Mortalitat des Zervixkarzinoms ist

entsprechend hoch (27).

Die Sekundarpravention des Zervixkarzinom fullt auf zwei Saulen (28). Sie besteht
zum einem aus der seit 1971 in Deutschland durchgefiihrten zytologischen Untersu-
chung der Zervix (29). Mit dem Papanicolaou-Abstrich (Pap) steht schon mehre Jahre
eine einfache und gunstige zytologische Untersuchungsmethode zur Verfugung (23).
Dadurch kdnnen prakanzerdse Lasionen nachgewiesen werden, um sie im Frihsta-
dium zu therapieren (28). Die zweite Saule bildet der Nachweis einer HPV-Infektion
(28). Dazu gibt es von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zuge-
lassene HPV-Tests (23). Dabei erfolgt der Test von HPV durch den Nachweis von
HPV-DNA, HPV-RNA oder durch zellulare Marker, die durch die maligne Veranderung
der Zelle entstehen (23).

Im Screening Programm des gemeinsamen Bundesausschusses (G-BA) sollen seit

2020 Frauen mit 20 Jahren jahrlich einen Pap-Abstrich in Deutschland durchfiihren las-
sen kdnnen (29). Ab 35 Jahren steht eine Kombinationsuntersuchung aus Pap-Abstrich
und HPV-Testung zur Verfuigung (29). Frauen sollen dazu regelmafig durch ihre Kran-

kenkasse informiert werden (29).
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1.4 Diagnostik und Therapie
Bei Auffalligkeiten oder positivem HPV-Test besteht die Empfehlung zur Untersuchung

der Zervix unter LupenvergréRerung (Kolposkopie) und Biopsie (7). Die Einteilung des
Zervixkarzinoms erfolgt anhand der TNM-Klassifikation der Union for International
Cancer Control (UICC) und der Féderation Internaionale de Gynécologie et d’Obsté-
trique (FIGO) (7). Dazu gehort die Bestimmung der TumorgréfRe, die Invasion von
Blase, Rektum, Vagina oder Parametrien, sowie der Nachweis von Fernmetastasen
(7). Die genaue Beschreibung zum entsprechenden UICC/TNM- und FIGO-Stadium
zeigt Tabelle 1.

Fir die Diagnostik und Therapie des Zervixkarzinoms wurde eine S3-Leitlinie durch die
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V.
(AWMF), der Deutschen Krebsgesellschaft e. V. (DKG) und der Deutschen Krebshilfe
e. V. (DKH) entwickelt (5). Sie empfiehlt einen vaginalen Ultraschall zur Beurteilung der
lokoregionaren Tumorausbreitung (5). Ebenso ist ein Nierenultraschall obligat durchzu-
fuhren (5). Bei fortgeschrittenen Tumorstadium sollen ergdnzende Bildgebungen durch
MRT oder CT von Becken, Abdomen und Thorax erfolgen (5). Anhand des histologi-
schen Tumorstadiums, operativen Stagings und interventioneller Diagnostik kann die
Therapieplanung erfolgen (5). Bei Risikopatienten kann eine neoadjuvante Therapie
noétig sein (5). Eine zusatzliche adjuvante Therapie wird anhand der postoperativen Si-
tuation entschieden. Eine derartige Empfehlung besteht bei unvollstandiger Resektion,
positiven Lymphknotenbefund oder mehr als 3 Risikofaktoren (5). Zu den Risikofakto-
ren zahlt eine tiefe Stromainvasion, Tumorgréf3e Uber 4 cm oder die Invasion von
Lymphgefafien oder Venen (5). Dazu erfolgt eine Chemo- oder Radiochemotherapie
mit Bestrahlung des betroffenen Lymphabflussgebietes (5). Beim Vorliegen von Fern-
metastasen besteht die Empfehlung zur systemischen Chemotherapie (5). Mikroinva-
sive Karzinome kénnen bei Kinderwunsch durch Konisation oder Trachelektomie fertili-
tatserhaltend operiert werden (5). Fir Frauen im reproduktionsfahigen Alter besteht
haufig der Wunsch nach einer fertilitatserhaltenden Therapie (7). Nach erfolgreicher
Kinderplanung sollte jedoch die sekundare Hysterektomie erfolgen (5). Bei groferen

Karzinomen erfolgt standardmaRig in der Regel eine radikale Hysterektomie (5).

Die Therapie mit molekularen Markern flir eine personalisierte Therapie ist noch nicht
ausreichend fortgeschritten (7). Trotz Fortschritt in der Therapie haben sich die Uberle-
bensdaten in den letzten Jahren wenig verbessert (30). Mit der Untersuchung weiterer
Biomarker zur Tumorprogression kdnnte die Diagnostik und Therapie weiterentwickelt
werden (31). Die Bedeutung von Medikamenten mit Auswirkung auf epigenetische Ver-

anderungen ist beim Zervixkarzinom noch nicht eindeutig geklart (30).
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TNM FIGO Beschreibung
X - Nicht beurteilbar
T0 - Kein Nachweis fur Primartumor
Tis Carcinoma in-situ
T1 I Tumor auf Zervix beschrankt
>T1a la Mikroinvasives Karzinom bis maximal 5,0 mm Tiefe, ge-
messen von der Basis des Epithels und horizontaler Aus-
breitung bis max. 7,0 mm
>T1a1 la1 Bis zu 3,0 mm Stromainvasion und bis zu 7,0 mm in hori-
zontaler Ausbreitung
>T1a2 la2 3,0 mm bis 7,0 mm Stromainvasion mit horizontaler Aus-
breitung bis zu 7,0 mm
T1b Ib Makroskopisch sichtbare Lasion, auf die Zervix beschrankt
>T1b1 b1 Makroskopisch sichtbare Lasion bis zu 4,0 cm in max.
Ausdehnung
>T1b2 Ib2 Makroskopisch sichtbare Lasion von mehr als 4,0 cm in
max. Ausdehnung
T2 Il Infiltration auBerhalb des Uterus, aber nicht bis zur
Beckenwand sowie nicht bis zum unteren Drittel der
Vagina
>T2a lla Tumorausbreitung in die Scheide (proximales und/oder
mittleres Drittel), aber keine Infiltration des Parametriums
>T2a1 lla1 Makroskopisch sichtbare L&sion bis zu 4,0 cm
>T2a2 [1A2 Makroskopische Lasion von Uber 4,0 cm in max. Ausdeh-
nung
>T2b 1B Tumorinfiltration von Parametrium, jedoch nicht bis zur Be-
ckenwand
T3 ]] Ausbreitung bis zur Beckenwand oder Befall des unte-
ren Drittel der Vagina oder Hydronephrose
>T3a A Tumorinfiltration des unteren Vagina Drittels, jedoch keine
Ausbreitung bis zur Beckenwand
>T3b 1B Tumorausbreitung bis zur Beckenwand mit oder ohne
Hydronephrose
T4 v Tumorinfiltration von Blase oder Rektum oder auBer-

halb des kleinen Beckens

Tabelle 1: TNM- und FIGO-Klassifikation nach AWMF S3-Leitline Zervixkarzinom (5)
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1.5 Epigenetik

Fur die Differenzierung von Zellen und Regulierung zellularer Prozesse ist zum einem
das Genom, in Form der DNA-Sequenz, als auch das Epigenom entscheidend beteiligt
(32). Durch epigenetische Veranderungen kdnnen Genabschnitte aktiviert oder inhi-
biert werden (33). Die dadurch regulierte Genexpression tragt maf3geblich zum physio-
logischen Erhalt zellularer Funktionen bei (32). Eine Stérung der epigenetischen Regu-
lierungsmechanismen kann dagegen zu einer gestorten Zelldifferenzierung und malig-

nen Entartung fihren (32).

Die DNA und daran assoziierte Proteine bilden das Chromatin einer Zelle (34). Etwa
die Halfte der Chromatinmasse machen die Histon-Molekile aus (34). Der DNA-Strang
windet sich um ein Histonoktamer aus je zwei Histon-Molekulen H2A, H2B, H3 und H4
(34). Durch die Umwindung der DNA-Helix um Proteine, wie Histon-Molekdle, wird der
DNA-Strang kompakt gehalten (35). Diese dienen der Verdichtung und Organisation
des DNA-Strangs (34). Ein Viertel der Histone besteht aus den Aminosauren Lysin und
Arginin (34). Diese sind positiv geladen und verstarken dadurch die Interaktion mit der
negativ geladenen DNA (34). Dicht gepacktes Chromatin ist weniger empfindlich fur

Enzyme, die an der Genexpression mitwirken (34).

Zu einem der Hauptbestandteile epigenetischer Modifikationsmechanismen zahlt die
Histon-Modifikation (32). Mittlerweile sind eine Vielzahl an Histon-Modifikationen gefun-
den worden (36). Dazu z&hlt zum einen auch die Acetylierung von Histonen. Durch die
Histon-Acetylierung kommt es zu einer Abnahme der positiven Ladung (36). Dadurch
liegt das Chromatin wieder weniger kompakt vor und ist fur Transkriptionsfaktoren
leichter erreichbar (36). Im Gegensatz zur Acetylierung hat die Methylierung von Histo-
nen keinen Einfluss auf die Ladung. Die Methylierung erfolgt dabei an den Aminosau-
ren Lysin und Arginin (36). Lysin kann ein-, zwei- und dreifach methyliert sein (37). Bei
Arginin findet man dagegen eine ein- oder zweifache Methylierung, die symmetrisch
oder asymmetrisch vorliegt (37). Diese methylierten Histone kdnnen von Enzymen er-
kannt werden, um sie fir eine Bindung an die DNA zu nutzen (36). Abbildung 1 zeigt
beispielhaft die Regulierung der Transkription durch Methylierung und Acetylierung von

Histonen.

Am untersuchten Patientenkollektiv aus 250 Patientinnen mit Zervixkarzinom konnte
aus vorherigen Untersuchungen bereits nachgewiesen werden, dass Veranderungen
an der Chromatinstruktur eine wichtige Rolle beim Zervixkarzinom spielen (38). Unter
anderem zeigte die Acetylierung und Methylierung von Histon H3 einen Einfluss auf

das Gesamtiberleben und das Rezidiv-freie Uberleben (38).

14



Die weitere Vielzahl an Modifikationsmoglichkeiten an Histonen ist komplex und diese
stehen vermutlich miteinander in Verbindung zur Regulierung und Feinabstimmung des
Chromatins (36). Dadurch unterliegt die Chromatinstruktur einer feinen Regulierung
(36). Die meisten epigenetischen Veranderungen sind dabei reversibel und die medika-

mentdse Kontrolle daran beteiligter Enzyme somit vielversprechend (33).

Histonmodifikation

Histon-

Methylierung
Methylierung von Lysin/Arginin
Bindung v. Transkriptionsfaktoren 1

o Acetylierung
prOtem Abnahme positiver Ladung |
Histon-DNA-Bindung |

Transkription 1

Abbildung 1: Steuerung der Transkription durch Histonmodifikation
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1.5.1 Lysin-spezifische Demethylase (LSD1)

Veranderungen an der Chromatinstruktur durch Enzyme sind wichtige Bestandteile fur
eine korrekte Transkription und Zellregulation (39). Das Interesse an solchen Enzy-
men, die an der Modifikation der Chromatinstruktur beteiligt sind, war in den letzten
Jahren daher sehr hoch (40).

Als erstes Enzym mit Funktion einer Histon-Demethylase wurde 2004 die Lysine-spezi-
fische Demethylase (LSD1) beschrieben (41). Zuvor wurde bei der Methylierung von
einer dauerhaften Veranderung ausgegangen (41). Man ging von der Hypothese aus,
dass das ganze Histon-Molekdl stattessen ausgetauscht wurde (42). LSD1 gehért zu
der Familie von Flavinadenindinucleotid-abhangigen (FAD) Aminooxidasen (39). Durch
die Reduktion des Coenzyms FAD erfolgt die Demethylierung der Aminosaure Lysin
(43). Durch Sauerstoff erfolgt unmittelbar eine erneute Oxidation zu FAD (43). Das ver-
bliebene Kation reagiert mit H,O zu Formaldehyd und dem verblieben demethylierten
Lysin (43). Im speziellen kann LSD1 vermutlich spezifisch mono- und dimethyliertes
Lysin 4 von Histon H3 demethylieren, wie in Abbildung 2 dargestellt (41). Neben dem
Coenzym FAD braucht LSD1 jedoch auch weitere Proteine, um seine Enzymaktivitat
auslben zu kénnen (39). Dazu zahlt die Komplexbildung mit Histondeacetylasen und
anderen Transkriptionsregressoren (39). Die Enzymaktivitat von LSD1 flhrt insgesamt
zu einer Hemmung der Transkriptionsaktivitat (41). Mit den Erkenntnissen Uber die
Funktionen von LSD1 ist bei der Methylierung von Histonen vermutlich von einem dy-

namischen Prozess auszugehen (41).

N-Rest +N —Rest

| 1 H,0 HCHO

CH, CH, H

+N-Rest
|

Abbildung 2: Histon H3 Lysin 4 Demethylierung durch LSD1 nach Vorlage von Baron et
al. (44)
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Eine Uberexpression von LSD1 konnte bereits bei unterschiedlichen Tumorentitaten
nachgewiesen werden (45, 46). Beispielsweise konnten Analysen zum Neuroblastom
eine Uberexpression von LSD1 nachweisen (47). Bei der Untersuchung von Pankreas-
karzinomen zeigten sich ebenfalls hohe LSD1 Expressionen des Tumorgewebes (48).
Eine Hemmung von LSD1 fuhrte beim Pankreaskarzinom des Weiteren zu einer inhi-
bierten Proliferation (48). Auch beim hepatozellularen Karzinom zeigte sich eine signifi-
kante Erhéhung von LSD1 (49). Bei Ostrogen-negativen Brusttumoren fiihrte eine

Hemmung von LSD1 zur Inhibierung von Proliferationsgenen (50).

Zusammenfassend zeigt LSD1, mit den bereits bekannten enzymatischen Funktionen
und nachgewiesener Uberexpression in unterschiedlichen Karzinomen, ein bedeutsa-
mes onkogenes Potenzial (39). LSD1 stellt somit ein potenziell attraktives Zielmolekdl
fur die Krebstherapie dar (46).
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1.5.2 Nuclear Receptor Co-Repressor (NCoR)

Nukleare Rezeptoren kénnen durch Bindung eines Liganden die Genexpression beein-
flussen (51). Zum einen besitzen sie eine DNA-bindende Doméne, sowie eine Doméne
zur Bindung von Liganden (51). Liganden-gebundene nukleare Rezeptoren kénnen so
als Transkriptionsfaktoren wirken (51). Bereits 49 nukledre Rezeptoren wurden be-
schrieben, jedoch sind die Liganden bei einer Vielzahl noch unbekannt (51). Uber die
Liganden-bindende Doméane kann eine Interaktion mit Co-Repressoren und Co-Aktiva-
toren stattfinden (51). Dadurch kann ebenfalls eine Aktivierung und Inhibierung von
Genabschnitten erfolgen (52). Zur Gruppe der Co-Repressoren zahlt der Ligand-de-
pendent-Corepressor (LCoR) und Receptor-Interacting-Protein-140 (RIP140) (53, 54).
Am untersuchten Patientenkollektiv konnte in Vorarbeiten festgestellt werden, dass
RIP140 und LCoR unabhangige Marker fiir ein schlechteres Uberleben beim Zervixkar-

zinom sind (55).

Zu einem der erstbeschrieben Co-Repressoren zahlt NCoR (Nuclear Receptor Core-
pressor) (56). Die Bedeutung von NCoR in zahlreichen physiologischen Vorgangen
wurde bereits untersucht (57). Dazu zahlt unter anderem der Einfluss auf metabolische
Prozesse, wie im Muskelgewebe und Fettgewebe (58, 59). Aber auch in pathologi-
schen Vorgangen, wie der Entstehung von Tumoren, zeigt die Untersuchung von
NCoR Bedeutung (57, 60). Die Funktion von NCoR in der Regulierung von Genen ist
komplex (57). Es zeichnet sich ab, dass NCoR als Gerist zur Rekrutierung von Protei-
nen mit sehr unterschiedlichen Interaktionspartnern dient (61). Besonders interessant
ist die Komplexbildung von NCoR mit Histon-Deacetylasen (HDAC), die hauptséachlich
zur Inaktivierung von DNA-Abschnitten fuhren kann (57). Der Acetylierungsstatus
durch HDAC und Histon-Acetylasen (HAT) zahlt zu den bestbeschrieben epigeneti-
schen Modifikationen (62). NCoR besitzt eine Domane mit der es spezifisch HDAC3
rekrutieren und aktivieren kann (63). Eine weitere Domane kann direkt mit dem Histon-

Molekul interagieren (64).

Zuséatzlich zeigt NCoR eine Assoziation mit einer Vielzahl von unterschiedlichen Tran-
skriptionsfaktoren (57). Dazu zahlen die bereits erwahnten nukledren Rezeptoren, wie
Vitamin-D-Rezeptor, Peroxisome-proliferator-activated-receptor-alpha (PPAR) oder Li-
ver-X-Rezeptoren (LRX) als Beispiele (65-67). Daneben gibt es eine diverse Vielzahl
an weiteren spezifischen Transkriptionsfaktoren, die in Interaktion mit NCoR treten
kénnen (68). Ein besonderes Augenmerk gilt der Interaktion von NCoR mit Hormonre-
zeptoren und der verbundenen Genaktivitat (69). Nukledre Hormonrezeptoren kdnnen
nach Bindung des Liganden spezifisch die Expression einzelner Gene beeinflussen
(34). NCoR kann durch die Bindung an Ostrogen-Rezeptoren und Progesteron-Rezep-

toren diese Aktivitat mitmodulieren (70, 71). Bei der Hormontherapie des
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Endometriumkarzinoms konnten beispielsweise eine erhohte NCoR Expression festge-
stellt werden (72). Es besteht daher die Vermutung, dass NCoR dadurch auf die medi-
kamentdse Wachstumshemmung miteinwirkt (72). Ebenso wird der Einfluss von NCoR
und Ostrogen-Rezeptor beim Mammakarzinom diskutiert (73). Aber auch bei nicht gy-
nékologischen Tumorerkrankungen, wie bei Karzinomen des Osophagus und der Pros-
tata wurden Zusammenhange mit NCoR gefunden (74, 75). In Verbindung mit der Ca-
sein Kinase 2 deuteten die Untersuchungsergebnisse auf ein onkogenes Potential von
NCoR beim Osophaguskarzinom hin (74). Beim Prostatakarzinom zeigte sich eben-
falls, dass die Casein Kinase 2 vermittelte Phosphorylierung von NCoR zu einem
Nachteil im Uberleben fiihrt (75).

Insgesamt zeigt sich, dass NCoR einen Einfluss auf Malignitatskriterien bei Tumoren
hat, dazu zahlen wichtige Faktoren, wie Tumorwachstum oder Metastasierung (57, 60).
Die komplexe Funktion von NCoR, insbesondere der Kontrolle epigenetischer Modifi-
kationen, machen es als Marker fiir Diagnostik und Prognose in der Krebstherapie inte-

ressant (60).
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2 Zielsetzung

Epigenetische Modifikationen zeigten in den Voruntersuchungen der 250 Patientinnen
mit Zervixkarzinom eine herausragende Bedeutung. Dabei konnte bereits ein direkter
Zusammenhang von Uberleben und Histonmodifikation gezeigt werden (38). Insbeson-
dere die Acetylierung und Methylierung von Histon H3 wurde in diesem Zusammen-
hang untersucht (38). Mit LCoR konnte dabei ebenfalls am Patientenkollektiv bereits
ein Co-Repressor als Marker fir das Uberleben bestimmt werden (55). Mit Hilfe im-
munhistochemischer Farbung sollte die Expression von LSD1 und NCoR -unter der
Hypothese, dass die epigenetischen Modifikationen durch LSD1 und NCoR einen be-
deutsamen Einfluss auf das Zervixkarzinom haben- am bekannten Patientenkollektiv
untersucht werden. Dazu sollte die Expressionsstarke beider Proteine im Zusammen-
hang mit klinischen und pathologischen Parametern, sowie dem Uberleben gebracht
werden. Sowohl LSD1 als auch NCoR kénnten damit als potentielle Therapieziele iden-
tifiziert werden, um sie fUr eine spezialisierte Behandlung beim Zervixkarzinom nutzen
zu kénnen. Ebenso kdnnte man sich die Expression von beiden Proteinen als diagnos-

tischen Faktor fir die Identifizierung von Risikogruppen zu Nutze machen (1, 2).
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3 Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus 250 Patientinnen die zwischen 1993
und 2002 an der Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen (LMU) an einem Zervixkarzinom behandelt wurden. Darunter wa-
ren 141 Patientinnen 50 Jahre alt oder jlinger. Bei 105 Patientinnen lag das Alter Uber
50 (1).

In der pathologischen Aufarbeitung der Praparate zeigte sich in Bezug auf die Tumor-
gréRe bei 111 Patientinnen ein T1-Tumor, bei 128 Patientinnen ein T2-Tumor und 9
Patientinnen einen T3- oder T4-Tumor. Des Weiteren wurde bei 97 Patientinnen ein
positiver Lymphnotenbefall in der pathologischen Untersuchung festgestellt. Im restli-

chen Kollektiv waren die Lymphknoten negativ oder nicht verzeichnet (1).

Anhand der FIGO-Klassifikation wurden 64 Patientinnen nach FIGO | klassifiziert, 48
nach FIGO Il, 37 nach FIGO lll und 7 nach FIGO IV. Bei 94 Patientinnen war eine
FIGO-Klassifikation unbekannt (1).

Im Grading zeigten 20 Patientinnen ein Grading der Stufe 1. Mit einer Anzahl von 143
hatten die meisten Patienten des Kollektivs ein G2 Grading. Bei 78 Patientinnen lag ein

Grading G3 vor und bei 9 Patientinnen war kein Grading verfuigbar (1).

In das Kollektiv wurden die beiden haufigsten histologischen Subtypen (Plattenepithel-
und Adenokarzinom) eingeschlossen. Aufgrund der Seltenheit wurden andere Subty-
pen aus dem Kollektiv ausgeschlossen. Mit 202 Patientinnen machte das Plat-

tenepithelkarzinom den GroRteil aus. 48 Patientinnen hatten ein Adenokarzinom (1).

Innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 235 Monaten zeigten 190 Patientinnen
kein Rezidiv. Bei 58 Patientinnen wurde jedoch ein Rezidiv verzeichnet. Bei 2 Patien-

ten war keine Angabe mdglich (1).

Eine Ubersicht Uber die aufgezahlten Patientenparameter des untersuchten Kollektivs
gibt Tabelle 2.
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Parameter Anzahl (n=250) %
Alter
<50 Jahre 141 56,4
>50 Jahre 105 42,0
n/a 4 1,6
pT
T1 111 44 4
T2 128 51,2
T3/T4 9 3,6
pN
positiv 97 38,8
negativ 151 60,4
n/a 2 0,8
FIGO
I 64 25,6
Il 48 19,2
11 37 14,8
v 7 2,8
n/a 94 37,6
Grading
G1 20 8,0
G2 143 57,2
G3 78 32,2
n/a 9 3,6
Histologie
Platten-Ca 202 80,8
Adeno-Ca 48 19,2
Rezidive
Keine 190 76,0
21 58 23,2
n/a 2 0,8

Tabelle 2: Klinische und pathologische Parameter des Patientenkollektivs (1)
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3.2 Gewebeproben

Die Gewebeproben der Patientinnen wurden, nachdem keine weitere klinische Ver-
wendung nétig war, zunachst in Formalin fixiert und anschlieRend in Paraffin eingebet-
tet. Bis zur weiteren Vorbereitung der immunhistochemischen Farbung erfolgte eine
lichtgeschutzte Lagerung bei Raumtemperatur. Aus den Gewebeproben jeder Patientin
wurden anschlieBend mit einer Hohlnadel drei Tumorstanzen mit einem Durchmesser
von 1,0 mm entnommen. Die gewonnen Gewebestanzen wurden anschlieRend auf ei-
nen gemeinsamen Paraffinblock Ubertragen (Tissue-Micro-Array/TMA). Daraufhin wur-
den die fertiggestellten Paraffinblocke geschnitten und auf Objekttrager tbertragen. Je-
weils drei Stanzen pro Patientin wurden in einem Abstand von 1,5 mm zueinander plat-
ziert. Insgesamt enthielt ein Objekttrager jeweils Tumorproben von bis zu 49 Patientin-
nen mit entsprechend drei unterschiedlichen Tumorstanzen. Der Abstand zwischen un-
terschiedlichen Patientenfallen betrug 2,5 mm. Insgesamt wurden somit 7 Objekttrager
erzeugt, mit jeweils drei Tumorstanzen der 250 Patientinnen. Der letzte Objekttrager
enthielt entsprechender Weise die restlich verbliebenen 15 Patientenfalle. Der schema-
tische Aufbau des Objekttragers ist in Abbildung 3 dargestellt. Anhand der Gewebepro-
ben auf dem Objekttrager wurde die weitere immunhistochemische Farbung wie fol-

gend beschrieben durchgeflhrt.

Patientenfall 1 2,5 mm 1,0 mm

____________ S

- . i

5007 000 000 000 000 000 000
000 000 000 000 000 000 000
000 000 000 000 000 000 000
000 000 000 000 000 000 000
000 000 000 000 000 000 000
000 000 000 000 000 000 000

000 000 000 000 000 000 [TTY

Patientenfall 49

Abbildung 3: Aufbau Objekttrager
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3.3 Immunhistochemie

Im ersten Schritt wurden die Objekttrager mit den Tumorproben fir 20 Minuten in Ro-
ticlear entparaffiniert. Danach wurden die Proben in 100% Ethanol getaucht. Anschlie-
Rend folgte fur 20 Minuten ein Bad in 3%iger H202/Methanol-Lésung, um die endogene
Peroxidase zu inhibieren. Im nachsten Schritt wurden die Proben in einer deszendie-
renden Alkoholreihe von 100% Ethanol, 70% Ethanol und 50% Ethanol nacheinander

geschwenkt. Danach erfolgte eine Spllung in destilliertem Wasser (1).

Fiar die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte eine Hitzevorbehandlung im Schnell-
kochtopf. Hierzu erfolgte die Herstellung eines Natrium-Citrat-Puffers. Dieser setzte
sich aus einer Losung mit 21,01g Citronensaure in einem Liter destillierten Wasser (L6-
sung A) und 29,41g Natrium-Citrat in einem Liter destillierten Wasser (L6sung B) zu-
sammen. Zum Erreichen eines pH-Puffers von 6,0 wurden 18 Milliliter der L6sung A mit
82 Milliliter der Losung B und 900 Milliliter destillierten Wasser in den Dampfkochtopf
gegeben. Der Puffer wurde anschliefiend zum Kochen gebracht und die Tumorproben
darin fir 5 Minuten unter Druck gekocht. Nach Offnen des Dampfkochtopfes wurde der
Puffer durch Zulauf von flieRendem Leitungswasser langsam abgekuhlt. AnschlieRend
wurden die Schnitte in destilliertem Wasser gespult und nochmals zwei Mal zwei Minu-

ten in einer phosphatgepufferten Kochsalzlésung (PBS) gewaschen (1).

Als nachster Schritt erfolgte eine Blockierung der Ladungen auf den Gewebeproben,
um unspezifische Bindungen zu verhindern. Dazu wurden die Gewebeproben fir flunf

kTM

Minuten mit Power Block™ Universal Blocking Reagenz bedeckt. Danach wurde die

Lésung abgekippt und der Objekttrager vorsichtig mit einem Tuch gereinigt (1).

Es erfolgte anschlief3end die Inkubation mit dem Primarantikdrper Anti-NCoR und Anti-
LSD1 fur 16 Stunden bei 4°C im Kuhlschrank. Dazu wurde ein polyklonaler Kaninchen
-IlgG-Antikdérper der Firma Abcam fur NCoR verwendet (Bestellnummer: ab3482;
Lot.Nr: GR3193551-5; Konzentration 0,7 mg/ml). Fur Anti-LSD1 wurde ein polyklonaler
Kaninchen-lgG-Antikérper genutzt der Firma Novusbio (Bestellnummer: NB100-536;
Lot.Nr.: A1; Konzentration 1mg/ml). Bei Anti-NCoR und Anti-LSD1 erfolgte eine Ver-

dinnung der Konzentration in einem Verhaltnis von 1 zu 500 in PBS (1).

Nach Ablauf von 16 Stunden wurde die Antikdrperlésung abgekippt und die Gewebe-
proben fir zwei Mal zwei Minuten in PBS gewaschen. Danach erfolgte eine weitere In-
kubation mit Post-Block-Lésung fur 20 Minuten. AnschlieRend wurden die Proben er-

neut in PBS fur zwei Mal zwei Minuten gewaschen (1).
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Im nachsten Schritt erfolgte eine Inkubation der Gewebeproben mit Maus/Kaninchen-
HRP-Polymer der Firma Zytomed (Nr. POLHRP-100) fir 30 Minuten. Danach folgte ein

erneuter Waschvorgang fur zwei Mal zwei Minuten in PBS (1).

Darauf folgte die einminltige Substratfarbung mit 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) der
Firma Dako (Bestellnummer: K3468). Diese setzte sich zusammen aus 1 Milliliter Sub-
stratpuffer und einem Tropfen DAB-Chromogen. AnschlieRend erfolgte zwei Mal zwei
Minuten eine Waschung in destilliertem Wasser, um die Farbreaktion zu stoppen. Da-
nach wurde eine Gegenfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer fiir zwei Minuten
durchgefiihrt. AbschlieRend wurden die Gewebeproben fir 5 Minuten in Leitungswas-
ser geblaut, danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Roticlear getrankt. Ab-

schlieBend wurden die Objekttrager mit Roti-Mount eingedeckt (1).

Als Positivkontrolle der immunhistochemischen Farbung diente bei Anti-NCoR Pla-
zenta-Gewebe mit Anfarbung der extravillésen Trophoblastenzellen. Ebenso zeigte je-
doch auch Sigma-Gewebe positive Anfarbungen in Epithel, in Lamina Propria und
Lymphfollikeln. Bei Anti-LSD1 diente die Anfarbung von extravillésen Trophoblasten im

Plazentagewebe als Positivkontrolle.

Immunreaktiver Score

Intensitat X %-gefarbter Zellen

0 1 2 3 0 1 2 3 4

Abbildung 4: Berechnung Immunreaktiver Score

Nach der immunhistochemischen Farbung erfolgte die Evaluation der Farbung anhand
des immunreaktiven Scores (IRS). Dazu wurde jede Gewebeprobe unter Lichtmikro-
skopie beurteilt. Berechnet wurde der Score zum einem aus der Intensitat (0: keine
Farbung, 1: niedrige Intensitat, 2: mittlere Intensitat, 3: hohe Intensitat) und prozentua-
ler Anteil gefarbter Tumorzellen (0: keine Farbung, 1: 1-10%, 2: 11-50%, 3: 51-80%, 4:
Uber 80%). Beide Zahlenwerte wurden miteinander multipliziert. Die IRS Skala reichte
somit von O fir keine Expression bis 12 flr eine sehr hohe Expression. Es wurde dabei
jeweils separat ein IRS fur den Zellkern und das Zytoplasma berechnet (1). In Abbil-

dung 4 ist die Berechnung des IRS Scores illustriert.
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Abbildung 5: Schematischer Ablauf der immunhistochemischen Farbung
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Chemikalien/Lésungsmittel

Ethanol

LMU-Apotheke

Minchen, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H202)

VWR International
West Chester, USA

Wasser (destilliert)

LMU-Apotheke

Minchen, Deutschland

Citronensaure Monohydrat Merck

Darmstadt, Deutschland
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck

Darmstadt, Deutschland
PBS Biochrom AG

Berlin, Deutschland

Post-Block-Lésung

Zytomed Systems GmbH

Berlin, Deutschland

Power Block ™

Universal Blocking Reagenz

BioGenex
Fremont, USA

Roti®-Mount

Carl Roth GmbH + Co. KG

Karlsruhe, Deutschland

Hamalaun Lésung

AppliChem GmbH

Darmstadt, Deutschland

Tabelle 3: Ubersicht der angewendeten Chemikalien und Lésungsmittel

Antikorper/Detektionssystem

HRP-Polymer Losung

Zytomed Systems GmbH

Berlin, Deutschland

Liquid DAB+ Substrate Chromogen Sys- | Dako

tem (Nummer K3468) Carpinteria, USA
Anti-LSD1 polyklonaler Kaninchen-IgG Novusbio
(Nummer NB100-536) Littleton, USA
Anti-NCoR polyklonaler Kaninchen-1gG Abcam

(Nummer ab3482)

Cambridge, Vereinigtes Konigreich

Tabelle 4: Antikbrper und Detektionssystem
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Software

Statistik- und Analyse-Software IBM Statistics

(SPSS, Version 25) Amrok, USA
Bildverarbeitungsprogramm Hilgers Technisches Biro ekK,
(Diskus, Version 4) Konigswinter, Deutschland

Tabelle 5: Softwareanwendungen

Gerate

Kuhlschrank Bosch GmbH

Stuttgart, Deutschland
Dampfkochtopf vitafit® Fissler GmbH

Idar-Oberstein, Deutschland
Herdplatte (THL 2597) Rommelsbacher

Dinkelsbihl, Deutschland
Lichtmikroskop Leitz-Diaplan Leitz

Wetzlar, Deutschland

Pipetten Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Fotokamera (JVC KYF55BE) JvC

Yokohama, Japan

Tabelle 6: Geréatelibersicht

Material

Safe-Lock Réhrchen Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf
Hamburg, Deutschland

Objekttrager-Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific
Waltham, USA

Deckglaser Thermo Fisher Scientific
Waltham, USA

Tabelle 7: Weitere Materialien der immunhistochemischen Farbung
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3.4 Statistik

Die gewonnen Daten wurden tabellarisch gespeichert und fiur die Erstellung einer Da-
tenbank fur weitere Analysen genutzt. Dazu wurde die Software IBM Statistics Version
25 (Amrok, NY, USA) verwendet (1, 2).

Anhand der gespeicherten Daten wurde die Expression von LSD1 und NCoR fir di-
verse klinische als auch pathologische Parameter analysiert. Zur Unterscheidung von
Merkmalen wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Zu den entsprechenden klini-
schen Parametern wurden Boxplots erstellt. Desweitern wurde flir das Patientenkollek-
tiv eine Cox Regression durchgefiihrt, um unabhéngige Parameter fiir das Uberleben

zu analysieren (1, 2).

Das Gesamtiberleben und 10-Jahres-Uberleben in Abhangigkeit zur LSD1 und NCoR
Expression wurden bestimmt. Dazu wurde das Uberleben in Abhangigkeit zur Expres-

sion von LSD1 und NCoR in Kaplan-Meier-Kurven graphisch dargestellt (1, 2).

Ebenso wurden die Korrelationen der LSD1 und NCoR Expressionen zu weiteren Pa-

rametern aus vorherigen Untersuchungen am Patientenkollektiv durchgefihrt (1, 2)

Fir alle signifikanten Ergebnisse galt dabei fir p < 0,05.
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Abbildung 7: Boxplots pT-Status LSD1 (links Zytoplasma, rechts Zellkern)

12

0

4 Ergebnisse
41 LSD1

4.1.1 Allgemeine klinische & pathologische Parameter

Die Analyse von LSD1 zeigte einen medianen IRS von 12 im Zellkern und im Zyto-
plasma einen Median von 8. Bei 0,5% konnte kein Nachweis von LSD1 im Zellkern
festgestellt werden. Im Vergleich zeigten 1,8% keine Expression im Zytoplasma. Im
Zellkern hatten 93,4% eine hohe Expression (IRS = 6) von LSD1 und im Zytoplasma
72%. Eine niedrige Expression (IRS < 6) wurde bei 28% im Zytoplasma gemessen und

im Zellkern mit einem Anteil von 6,6% (1).

In Bezug auf den histologischen Subtyp wurde fur das Plattenepithelkarzinom ein me-
dianer IRS von 12 im Zellkern gemessen. Der Median im Zytoplasma lag bei 8. Ebenso
lag der mediane IRS flr Patientinnen mit Adenokarzinom bei 8 im Zytoplasma. Im Zell-

kern zeigte sich dagegen ein medianer IRS von 12 flr beide histologische Typen (1).

162 147
£ 0 o o

pT3/4 pT1 T2 pT3/4

—_ NARRAN 12 —_— T

18
238
162

0 o
147

Plattenepithel-Ca Adeno-Ca Plattenepithel-Ca Adeno-Ca

Abbildung 6:Boxplots histologischer Subtyp LSD1 (links Zytoplasma, rechts Zellkern)
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Bei der Untersuchung des pT-Status zeigte sich fir kleine Tumore T1 im Zytoplasma
ein medianer IRS von 8 und im Zellkern von 12. Fur T2 zeigte sich ebenfalls ein Me-
dian von 12 im Zellkern und 8 im Zytoplasma. Fur Tumore der Kategorie T3/4 war der

mediane IRS im Zellkern 8 und im Zytoplasma ebenfalls 8 (1).

Far Patienten mit positiven Lymphknoten lag der mediane IRS im Zellkern bei 12 und
im Zytoplasma bei 8. Bei negativen Lymphknotenbefund lag der Median ebenfalls bei

12 im Zellkern und 8 im Zytoplasma (1).

18
) 238
Mg

keine reg. LK-Metastasen reg. Lymphknotenmetastasen keine reg. LK-Metastasen reg. Lymphknotenmetastasen

Abbildung 8: Boxplots Lymphknotenstatus (links Zytoplasma, rechts Zellkern)

In Bezug auf das FIGO Stadium lag bei FIGO | der IRS im Zytoplasma bei 8 und im
Zellkern bei 12. Fur FIGO Il ebenfalls bei 8 im Zytoplasma und 12 im Zellkern. Unver-
andert blieb auch bei FIGO Ill der Median im Zytoplasma bei 8 und im Zellkern bei 12.
Bei FIGO IV zeigte sich jedoch ein Median von 4 im Zytoplasma und 12 im Zellkern (1).

Zuletzt zeigte sich im Zusammenhang des Gradings bei Tumoren der Kategorie G1 ein
IRS von 9 im Zytoplasma und 12 im Zellkern. Fur G2 zeigte die Analyse einen Median
von 8 im Zytoplasma und 12 im Zellkern. Abschlieend wurde fir Karzinome der Stufe

G3 ein medianer IRS von 8 im Zytoplasma und 12 im Zellkern gefunden (1).
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Abbildung 9: Boxplots FIGO (A: Zellkern, B: Zytoplasma) und Grading (C:

Zellkern, D: Zytoplasma) (1)
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Zytoplasma Zellkern
Medianer IRS 8 12
Expression
keine 1,8% 0,5%
IRS 1-5 28,0% 6,6%
IRS 6-12 72,0% 93,4%
Histologischer Typ
Plattenepithel-Ca 12
Adeno-Ca 12
T-Status
T1 12
T2 12
T3/4 8
N-Status
N(-) 12
N(+) 12
FIGO
I 8 12
Il 8 12
11 8 12
v 4 12
Grading
G1 12
G2 12
G3 12

Tabelle 8: Klinische Parameter von LSD1 im Zervixkarzinom (1)
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g' 10: skopis im Zervixkarzinom. A und B: IRS Zell-
kern = 12, Zytoplasma = 8. C und D: IRS Zellkern 8 und Zytoplasma 4.
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4.1.2 Korrelationsanalysen

In der Untersuchung zur Expression von LSD1 bei Patientinnen mit Zervixkarzinom

wurden Korrelationsanalysen mit bestimmten Parametern durchgefihrt. Dabei konnte

eine negative Korrelation der Expression von LSD1 und G-Protein gekoppelten Ostro-

genrezeptor (GPER) nachgewiesen werden (p=0,009) (1). Ebenso zeigte die LSD1 Ex-
pression eine negative Korrelation zu FIGO (p = 0,037), LCoR (p = 0,035), HPV On-
koprotein E6 (p = 0,026), Galectin 3 (p = 0,007), mutierten Tumorsuppressor p53 (p =

0,044) und Prostaglandin-E2-Rezeptor 3 (p = 0,035). Eine positive Korrelation zeigte
sich dagegen zu Protein p16 (p = 0,020) und methyliertem Histon H3 (p=0,006).

GPER FIGO LCoR E6 Galectin 3
Korrelation negativ negativ negativ negativ negativ
Signifikanz
(p-Wert) 0,009 0,037 0,035 0,026 0,007

Tabelle 9: Korrelation LSD1 zu GPER, FIGO, LCoR, E6 und Galectin 3 (1)

Prostaglandin-E2- Methyl.
tlpas Rezeptor 3 P16 Histon H3
Korrelation negativ negativ positiv positiv
Signifikanz
(0-Wert) 0,044 0,035 0,020 0,006

Tabelle 10: Korrelation LSD1 zu mutierten p53, Prostaglandin E2 Rezeptor 3, p16 und
methyliertem Histon H3
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4.1.3 Cox Regression

In der weiteren Untersuchung wurde anhand der erhobenen Daten eine Cox Regres-

sion durchgefiihrt, um unabhangige Parameter fir das Uberleben ausfindig zu machen.

Dabei zeigten sich die LSD1 Expression, histologischer Subtyp und pN-Status als un-

abhangige Prognosefaktoren fir das Gesamtiberleben (1).

Signifikanz Hazard Ratio | Untere 95% Cl | Obere 95% CI
(p-Wert) von Exp (B) of Exp (B) of Exp (B)

Histologie 0,001 3,212 1,579 6,532

pN 0,009 2,593 1,275 5,275

FIGO 0,689 1,015 0,945 1,089

Grading 0,095 1,611 0,920 2,821
LSD1

(Zytoplasma 0,037 2,071 1,046 4,099
IRS =12)

Tabelle 11: Cox Regression LSD1
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Uberlebensrate %

4.1.4 Uberlebensanalysen

Beziiglich des Uberlebens zeigte sich bei Patientinnen mit einem hohen IRS (IRS = 12)
im Zytoplasma ein Nachteil im 10-Jahres-Uberleben. Dieser Uberlebensnachteil zeigte
sich bei Betrachtung der Expression von LSD1 im Zytoplasma der Karzinomzellen. In-
nerhalb von 10 Jahren starben bei der Gruppe von Frauen mit einem IRS von 12 etwa
10 Prozent mehr als bei Frauen mit einem niedrigerem IRS. Ein hoher IRS verkirzte
die Lebenszeit um etwa 9,4 Monate. Der Altersmedian des Patientenkollektivs lag bei

47 Jahren. Die mediane Uberlebenszeit lag bei 100 Monaten (1).
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Abbildung 11: Kaplan-Meier Kurve zur Expression von LSD1. Griin IRS < 12, Rot IRS
=12 (1)
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4.2 NCoR

4.2.1 Allgemeine klinische und pathologische Parameter

Fir jede Gebewebeprobe wurde ein IRS fir den Zellkern und das Zytoplasma be-
stimmt. Dabei lag der Median bei einem IRS von 12 fur das Zytoplasma. Die Zellkerne

hatten dagegen einen Median von 8 (2).

Von einer niedrigen Expression war bei einem IRS von 1 bis 5 auszugehen. Dazu ge-
hérten 10,3% der zytoplasmatischen Auswertungen und 17,8% der ausgewerteten
Zellkerne. Von einer hohen Expression war ab einem IRS von 6 bis 12 auszugehen.
Dazu gehdrten 89,7% der Beobachtungen im Zytoplasma und 82,2% der ausgewerte-
ten Zellkerne. Nur 0,4% der ausgewerteten Zellkerne hatten keine nachweisliche
NCoR Expression. Der Wert fir Gewebeproben ohne Nachweis von NCoR lag im Zyto-
plasma etwas héher bei 1,7% (2).

2
¢ o]
3] 162

0 — 0

Plattenepithel-Ca Adeno-Ca Plattenepithel-Ca Adeno-Ca

Abbildung 12: Boxplots histologischer Subtyp NCoR (links Zellkern, rechts Zytoplasma)

In der Begutachtung des histologischen Subtyps lag der mediane IRS fir Patientinnen
mit einem Adenokarzinom bei 8 im Zellkern. Patientinnen mit einem Plattenepithelkar-
zinom hatten ebenso einen IRS von 8 im Zellkern. Im Zytoplasma lag fir beide histolo-
gische Subtypen der Median bei jeweils 12 (2).

In Bezug auf das Grading wurde bei allen drei Grading Stufen ein medianer IRS von 8

im Zellkern berechnet. Bei Betrachtung des Zytoplasmas lag der Median bei 12 (2).
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In Bezug auf die TumorgréRe lag der mediane IRS im Zytoplasma bei T1 und T2 bei
einem IRS von 12 und fur gréRere Tumore bei 8. Im Zellkern lag der Median bei 8 fur
T1 und T2. Fur T3 und T4 lag der mediane IRS bei 6 (2).

Patientinnen mit einem Lymphknotenbefall hatten einen Median von 12 im Zytoplasma
und einen medianen IRS von 8 in der Analyse der Zellkerne. Ebenso verhielt sich der

IRS auch bei Patientinnen ohne Lymphknotenbefall (2).

Eine Analyse erfolgte ebenfalls anhand der bekannten FIGO-Klassifikation der Patien-
tinnen. Dabei zeigte sich bei FIGO |, Il und Il im Zytoplasma ein Median von 12, wah-
rend fir FIGO IV ein medianer IRS von 8 berechnet wurde. Im Zellkern lag der Median
bei FIGO | bis Il bei 8. Fur FIGO IV lag der IRS im Zellkern bei 3 (2).

0 4 22 63
162

pT1 pT2 pT3/4 oT1 pT2 oT3/4

162,63 of
0 0 o

keine reg. LK-Metastasen reg. Lymphknotenmetastasen keine reg. LK-Metastasen reg. Lymphknotenmetastasen

Abbildung 13: Boxplots pT-Status und IRS fiir NCoR (A: Zellkern, B: Zytoplasma), sowie fiir pN-
Status und IRS fiir NCoR (C: Zellkern, D: Zytoplasma).
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Zytoplasma Zellkern

Medianer IRS 12 8
Expression

keine 1,7% 0,4%

IRS 1-5 10,3% 17,8%

IRS 6-12 89,7% 82,2%
Histologischer Subtyp

Plattenepithel-Ca 12

Adeno-Ca 12
pT-status

T1 12

T2 12

T3/4 8
pN-status

N(-) 12

N(+) 12
FIGO

I 12 8

Il 12 8

11 12 8

v 8 3
Grading

G1 12

G2 12

G3 12

Tabelle 12: Ubersicht klinische Parameter NCoR (2)
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Abbildung 15: Mikroskopische Aufnahme NCoR im Zervixkarzinom. A und B: IRS Zell-
kern = 12, Zytoplasma = 12. C und D: IRS Zellkern 4 und Zytoplasma 4
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4.2.2 Korrelationsanalysen

Am Patientenkollektiv wurde in Vorarbeiten ebenfalls durch immunhistochemische Far-

bung die Expression von unterschiedlichen Parametern durchgefiihrt. Mit den Ergeb-

nissen aus diesen Voruntersuchungen wurden Korrelationsanalysen zu den Farbeer-

gebnissen von NCoR und LSD1 vollfiihrt. Dabei wurde eine signifikante negative Kor-

relation zwischen NCoR und dem Onkoprotein E6 (p=0,003) festgestellt. Daneben

wurde ebenfalls eine negative signifikante Korrelation von NCoR zum FIGO Stadium

der Patientinnen gefunden. Auflerdem gab es zu acetylierten Histon H3 eine negative

Korrelation (p=0,003). Eine positive Korrelation wurde dagegen zwischen NCoR und
dem Protein p53 berechnet (p=0,01) (2).

Acetyliertes
E6 FIGO p53
Histon H3 K9
Korrelation negativ negativ negativ positiv
Signifikanz
0,003 0,004 0,003 0,010
(p-Wert)

Tabelle 13:Korrelationen NCoR zu Onkoprotein E6, FIGO, acetyliertes Histon H3 K9

und p53 (2).
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4.2.3 Cox Regression

Zur Bestimmung unabhangiger histologischer Parameter fiir das Uberleben wurde in

Zusammenhang mit der Expression von NCoR eine Cox Regression durchgefihrt. Die

Analyse flhrte zu dem Ergebnis, dass fur das Gesamtuberleben die Expression von

NCoR im Zellkern, der histologische Subtyp und der pT-Status unabhangige Prognose-

faktoren darstellen (2).

Signifikanz Hazard Ratio | Obere 95% Cl | Untere 95% CI
(p-Wert) von Exp (B) von Exp (B) von Exp (B)

Histologie 0,007 3,618 1,413 9,266

pT 0,016 3,311 1,252 8,753

pN 0,858 0,990 0,883 1,109

FIGO 0,718 0,880 0,439 1,763

Grading 0,369 1,435 0,652 3,155
NCoR

Zellkern, 0,010 0,279 0,106 0,735

(IRS > 4)

Tabelle 14: Cox Regression zu NCoR (2)
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Uberlebensrate

4.2.4 Uberlebensanalyse

In der Untersuchung erfolgte ebenfalls die Untersuchung der NCoR Expression im Zu-
sammenhang mit der Uberlebenszeit der Patientinnen. Dabei zeigte eine niedrige Ex-
pression von NCoR im Zellkern (mit einem IRS kleiner oder gleich vier) einen signifi-

kanten Nachteil im Gesamtiberleben (p=0,003) (2).
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Abbildung 16: Kaplan-Meier Kurve zur Expression von NCoR. (Rot IRS > 4, blau IRS < 4) (2)
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5 Diskussion

Die Gewebeproben von 250 Patientinnen mit Zervixkarzinom wurden durch immunhis-
tochemische Farbung mit Anti-LSD1 und Anti-NCoR auf die Expression von LSD1 und
NCoR untersucht. Zur Evaluierung der Expressionsstarke diente der IRS der Proteine

im Zellkern und separat im Zytoplasma.

Eine hohe Expression von LSD1 im Zytoplasma zeigte im Patientenkollektiv einen sig-
nifikanten Nachteil im 10-Jahres-Uberleben. Des Weiteren zeigte sich in Bezug auf die
Expression von LSD1 eine negative Korrelation zum G-Protein gekoppelten Ostrogen-
rezeptor (GPER) (1).

Bei der Untersuchung von NCoR zeigte dagegen eine niedrige Expression von NCoR
im Zellkern einen signifikanten Nachteil im Gesamtuberleben. AuRerdem zeigte die Ex-
pression von NCoR eine negative Korrelation zu Onkoprotein E6, FIGO Klassifikation
und acetylierten Histon H3K9. Eine positive Korrelation zeigte die Analyse der Expres-

sion von NCoR zum Tumorsuppressor p53 (2).

Fir die Untersuchung wurden Gewebeproben von 250 Patientinnen verwendet, die an
der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU an einem Zervixkarzinom
operiert wurden. Die Sammlung erfolgte zwischen 1993 und 2002 mit einem abge-

schlossenen Kollektiv (1, 2).

Der Zeitraum firr diese Sammlung betragt etwa 10 Jahre und die ersten gewonnen Ge-
webeproben waren zum Versuchsstart zum Teil 25 Jahre alt. Die Weiterentwicklungen
in Therapie und Diagnostik waren in den vergangenen Jahren rapide. Ein Einfluss die-
ses Fortschrittes im Zusammenhang fur Patientinnen mit der Diagnose eines Zervix-
karzinoms konnte nicht weiter aufgeschlisselt werden. Auch die durchgefihrte Thera-
pie und deren Auswirkung auf das Uberleben war nicht bekannt. Insgesamt enthalt das
Kollektiv vor allem Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Zervixkarzinom und es feh-
len dadurch Informationen zu den wichtigen prakanzerésen Lasionen. Diese waren fur
das Verstandnis fir die Entstehung der Zervixkarzinoms im Zusammenhang mit NCoR

und LSD1 von Interesse.

Uber die Zeit konnte dieses Kollektiv jedoch liber einen langen Zeitraum beobachtet
werden. Dadurch bietet es insbesondere wichtige Informationen zum Uberleben und
dem Auftreten von Rezidiven. Zusatzlich konnten Uber diesen Zeitraum Gewebeproben

des Kollektivs auf unterschiedliche Parameter untersucht und deren Ergebnisse
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zueinander analysiert werden. Dadurch konnten Ergebnisse zueinander ins Verhaltnis

gesetzt werden, um mogliche Zusammenhange herzustellen.

Zur Aufnahme in das Kollektiv wurden ebenfalls nur die beiden haufigsten histologi-
schen Subtypen (Plattenepithel- und Adenokarzinom) ausgewahit. Eine Verzerrung
durch andere eher selten vorkommende Subtypen wurde dadurch verhindert. Aulder-

dem enthalt die Sammlung nur Patientinnen ohne HPV-Impfung (1, 2).

Wahrend der Versuchsdurchfiihrung kann es beginnend bei der Fixation und Einbet-
tung der Gewebeproben zu einem Einfluss auf die Antigenstrukturen kommen (76).
Diese sind fur die Antikdrperbindung von entscheidender Bedeutung. Fur die Farbung
wurden dann anschlieBen Tumorstanzen aus dem Karzinomgewebe entnommen. Mit
einer Groe von 1,0 mm konnte mit Hilfe eines Lichtmikroskops so die gesamte Gewe-
beprobe in einer Einstellung begutachtet werden. Dadurch kann insbesondere der An-
teil angefarbter und nicht angefarbter Strukturen besser ausgewertet werden. Jedoch
handelt es sich nur um einen Ausschnitt des Tumors und andere Tumoranteile kdnnten

ein anderes Farbemuster enthalten.

Bei der spateren immunhistochemischen Farbung wurden polyklonal hergestellte Anti-
korper verwendet, die spezifisch gegen Strukturen von LSD1 oder NCoR waren. Die
Detektion dieses Primarantikorpers erfolgte Uber ein HRP-Polymer (Horse Radish Per-
oxidase, HRP) zum Nachweis von Primarantikbrpern aus Maus und Kaninchen Seren.
Im Unterschied zu ebenfalls gelaufigen Nachweistechnik auf Basis von Streptavidin-
Biotin-Prinzip eine verfalschende Farbung durch endogenes Biotin in der Gewebe-
probe verhindert (77, 78). Prazision im Umgang mit den Materialien ist entscheidend
fur die spateren Ergebnisse und ein mdglicher Angriffspunkt fir Fehler. Zur Qualitats-
kontrolle erfolgte bei jeden Farbevorgang eine Positivkontrolle mit Plazentagewebe (1,
2).

Zur Bewertung der Expressionsstarke von LSD1 wurde der IRS fir LSD1 und NCoR
fr den Zellkern und das Zytoplasma separat bestimmt. Urspringlich wurde dazu der
IRS zur Evaluation der Expressionsstarke von Ostrogenrezeptoren beim Mammakarzi-
nom entwickelt (79, 80). Dieser setzt sich aus der Intensitat und dem prozentualen An-
teil gefarbter Zellen zusammen. Mit der Erhebung des IRS konnte somit einfach und
praktikabel die Intensitat und Quantitat des Farbeergebnisses fir verschiedene Zellbe-

standteile bestimmt werden.

Die Erhebung der jeweiligen Punkte erfolgte dabei nur nach subjektiver Entscheidung

durch einen Untersucher.
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In der Untersuchung von LSD1 bei Patientinnen mit Zervixkarzinom wurde der Zusam-
menhang der Expression mit unterschiedlichen klinischen und pathologischen Parame-
tern untersucht. Dabei zeigte sich bei Patientinnen mit einem hoheren Grading eine

niedrigere Expression von LSD1 (1).

Anhand von Kernpolymorphismen und mitotischer Aktivitat lassen sich typsicherweise
Zervixkarzinome in drei Grading Stufen einteilen: G1 (hoch differenziert), G2 (maRig
differenziert) und G3 (niedrig differenziert) (81, 82). Fir das Zervixkarzinom liegen je-
doch international keine einheitlichen Kriterien zur Bestimmung des Gradings vor (5).
Ein Vergleich von Studien aus unterschiedlichen Instituten macht eine Beurteilung
schwer. Vor allem da nicht bei allen Studien aufgeschlusselt wurde, welchen Kriterien
unterschiedliche Grading Stufen unterliegen (81). Zur Einteilung kénnte die schwerste
Dysplasie oder die vom Anteil her haufigste dysplastische Zellform ausgewahlt werden
(81). Untersuchungen durch Kristensen et al. konnten beispielsweise beim Plat-
tenepithelkarzinom der Zervix das Grading als einer der Hauptprognosefaktor nachwei-
sen (83). Ebenso zeigte auch Delgado et al. eine Auswirkung des Gradings auf das
Rezidiv-freie Uberleben (84). Sing et Arif beschrieben neben dem Grading auch die
GefaRinvasion, histologischen Subtyp, Invasionsmuster und Invasionstiefe als individu-
elle Prognosefaktoren (81). Dagegen fand Stock et al. keine Korrelation des histologi-
schen Gradings zur Prognose (85). In der aktuellen Leitlinie wird das Grading daher

nicht als Prognosefaktor berticksichtigt (5).

Es wurde beschrieben, dass epigenetische Regulationsmechanismen einen essentiel-
len Einfluss auf das Differenzierungsverhalten von embryonalen Stammzellen haben
koénnen (86). Hierzu zeigten Untersuchungen hohe LSD1 Level bei undifferenzierten
embryonalen Stammzellen (87). Es wird davon ausgegangen, dass dadurch der undif-
ferenzierte Status der Zellen erhalten werden konnte (87). Grund dafiir sei die enge
Kontrolle der Methylierung von Histon H3K4 durch LSD1 an Genabschnitten zur Regu-
lierung der Zelldifferenzierung (87). Ebenso ist auch von einem mdglichen Einfluss auf
Krebsstammzellen auszugehen (86). Fur das Zervixkarzinom konnten jedoch zervikale

Krebsstammzellen noch nicht eindeutig identifiziert und beschrieben werden (88).

Auch bei anderen Karzinomen konnten Zusammenhange von LSD1 mit der Zelldiffe-
renzierung beschrieben werden. Konkret zeigten Untersuchungen von Lan et al. am
Blasenkarzinom Unterschiede bei der Expression von LSD1 in der immunhistochemi-
schen Farbung (86). Hier zeigte sich eine hohe Expression von LSD1 vor allem bei
high-grade Blasenkarzinomen (86). In unserer Untersuchung zum Zervixkarzinom
wurde eine hohe Expression von LSD1 mit einem niedrigen Grading beschrieben (1).

Damit auch zu besser differenzierten Karzinomzellen.
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LSD1 zeigte einen schlechten Einfluss auf das Uberleben und auch auf das Grading
(1). Auch wenn nicht alle Studien das Grading als einen Prognosefaktor beim Zervix-
karzinom identifizieren konnten, zeigte sich bei diesem Kollektiv ein negativer Einfluss
(1). Die Demethylase Funktion von LSD1 flhrt zwar zu einer Transkriptionshemmung
(41), jedoch zeigt sich in der Zusammenfassung der Ergebnisse die Expression von
LSD1 als ein negativer Faktor (1). Insbesondere scheint eine niedrige Expression von

LSD1 mit schlechter differenzierten Karzinomzellen in Verbindung zu stehen (1).

In Bezug auf den histologischen Subtyp, pT-Status und pN-Status konnte kein relevan-

ter Einfluss der LSD1 Expression festgestellt werden (1).

Die Untersuchung des Patientenkollektivs zeigte bei der Auswertung eine negative
Korrelation der LSD1 Expression zur GPER Expression (1). Steroidhormone wie Ostro-
gen sind wichtig bei der Behandlung von Krankheiten, aber auch schon bereits fir den
Erhalt physiologischer Kérpervorgange (89). Die zyklische Freisetzung ist wichtig fur
die Zelldifferenzierung, Wachstum und Entwicklung sekundarer Geschlechtsmerkmale
(90). Aber auch bei der Entstehung und Progression von Krebserkrankungen unter-
schiedlicher Identitaten ist ein Einfluss von Ostrogen nachgewiesen worden (1, 91, 92).
Die Wirkung des Ostrogens erfolgt zum einem, mit einer gewissen Zeitverzégerung,
Uber die Bindung an Liganden-gesteuerte Transkriptionsfaktoren am Genom (89). Da-
neben gibt es auch eine schnell vermittelte Hormonantwort tber GPER (89). Bei GPER
handelt es sich um ein Transmembranprotein mit Guanin-bindender Funktion (89).
Dadurch erfolgt Gber Kinase-Aktivierung, Nitrit-Oxid Produktion oder durch Kalziummo-

bilisation die Stimulation von Effektorproteinen (89).

Bei der Untersuchung von GPER in Zusammenhang mit Krebserkrankungen zeigte
sich beim Granulosazelltumor des Ovars ein Nachteil fur Patientinnen (93). Ein starker
immunhistochemischer Nachweis von GPER zeigte dort ein reduziertes Gesamtiberle-
ben (93). In einer weiteren Untersuchung von GPER im Ovarialkarzinom prasentierte
sich GPER jedoch als Tumorsuppressor (94). Hierbei zeigte sich zum einem ein positi-
ver Einfluss auf das Uberleben, sowie auch eine héhere Expression von GPER bei
Karzinomen mit guter Differenzierung (94). Die Therapie mit GPER-Agonisten zeigte

zusatzlich eine Hemmung der Proliferation in vitro (94).

Bei der Untersuchung des Zervixkarzinoms wurde ein immunhistologischer Nachweis
von GPER ebenfalls als positiver Prognostikator beschrieben (95). Dies galt fur Patien-
tinnen mit frthem Zervixkarzinom des FIGO | Stadiums (95). Zhang et al. beschrieb in

diesem Zusammenhang eine Hemmung des Zellzyklus durch Aktivierung von GPER
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(96). In Zervixkarzinomzellen fiihrte GPER zur Aktivierung der Extracellular-signal Re-
gulated Kinase, dadurch erfolgte ein Stopp im Zellzyklus und die Inhibierung der
Proliferation (1, 96).

Bei Beobachtungen von GPER im Kolonkarzinom zeigte sich ebenfalls ein interessan-
ter Zusammenhang: Epigenetische Veranderungen flhrten hier zu einer Hemmung der
GPER Funktion (97). Auf der einen Seite wurde nachgewiesen, dass GPER in Kolon-
karzinomzellen erniedrigt war und diese Zellen vermehrt deacetyliertes Histon H3 ent-
hielten, zum anderen zeigten Zellen mit einer niedrigen Expression von GPER eine ho-
here Metyhlierung der Promotorregion von GPER (97). AbschlieRend zeigte auch hier
die Therapie mit GPER Agonisten eine Hemmung von Wachstum und Progression in

Kolonkarzinomzellen (97).

Neben Untersuchungen in Zervix-, Ovar- und Kolonkarzinom war GPER auch beim
triple-negativen Mammakarzinom als Tumorsuppressor beschrieben worden (98). In
der Zusammenschau der aktuellen Literatur ist daher vermutlich bei GPER von einem
eher positiven Faktor fir Patientinnen bei den meisten Krebserkrankungen auszuge-
hen (94-98). Interessant ist daher die negative Korrelation von LSD1 zu GPER, da
LSD1 im Zervixkarzinom ein vermutlich negativer Faktor fur Patientinnen zu sein
scheint (1).

Die aus unserer Untersuchung beschriebene negative Korrelation von LSD1 zu GPER
l&sst uns vermuten, dass eine Verbindung zwischen beiden Enzymen besteht (1). Ob
es dabei letztendlich zu einer direkten Regulierung von GPER durch LSD1 am Genom
kommt ist eine mogliche Hypothese. Ebenso ist auch ein indirekter Zusammenhang
maoglich. Bei einer Vielzahl an Enzymen zur Genregulierung ist ein direkter Nachweis

eine interessante Herausforderung.

Zur Hemmung von LSD1 sind bereits viele Inhibitoren bekannt (99). Da LSD1 jedoch
auch in einer Vielzahl von Kaskaden involviert zu sein scheint, ist die Kombination mit
unterschiedlichen Zielmolekulen attraktiv (99). Die Therapie von LSD1-Antagonisten

und GPER-Agonisten ist eine mdgliche profitable Untersuchung (1).

In der Analyse der LSD1 Expression unseres Patientenkollektivs zeigte eine hohe Ex-
pression von LSD1 einen Nachteil im 10-Jahres-Uberleben. Wu et al. beschrieb in ei-
ner Metaanalyse die Uberexpression von LSD1 in diversen Karzinomen (100). Zusétz-
lich konnte gezeigt werden, dass eine hohe Expression von LSD1 beim nicht kleinzelli-
gen Lungenkarzinom (NSLC) eine Zunahme von Proliferation, Invasion und Migration
der Tumorzellen darstellt und somit auch eine schlechte Prognose bei NSLC zeigt

(101). Auch beim hepatozellularen Karzinom konnten hohen Level an LSD1
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beschrieben werden (102). Ebenso konnte bei dieser Karzinomart eine schlechtere
Prognose bei LSD1 Uberexpression und niedriger E-Cadherin Expression nachgewie-
sen werden (102). Plattenepithelkarzinome des Osophagus zeigten ebenfalls eine
schlechte Prognose im Zusammenhang mit einer hohen LSD1 Expression (103). Auch
beim Zungenkarzinom zeigte sich ein ahnliches Bild in diesem Zusammenhang. Dort
konnte gezeigt werden, dass LSD1 einen Einfluss auf die Prognose und wichtige pa-
thologische Parameter hat (104). Zuletzt zeigten auch Analysen beim Mammakarzinom
eine LSD1 Uberexpression als Nachteil im Uberleben (105). Dazu wurde insbesondere
die kombinierte Expression von LSD1 und HDAC untersucht (105). Diese Ergebnisse
deuteten auf eine Bedeutung der Histonmodifikation in der Entstehung von Krebs hin
(105). Die Ergebnisse zur LSD1 Expression aus unserem Patientenkollektiv zum Zer-
vixkarzinom passen somit gut zu den Ergebnissen aus den bekannten Voruntersu-

chungen von LSD1 bei anderen Karzinomarten (1).

Nichts destotrotz fanden Liu et al. keinen statistisch signifikanten Unterschied der
LSD1 Expression bei Patientinnen mit Zervixkarzinom in Bezug auf das Uberleben
(106). Stattessen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass LSD1 beim Zervixkarzi-
nom entscheidend auf Malignitatskriterien einwirken kann (106). Dazu z&hlt zum ei-
nem, dass die ektopische Expression von LSD1 mit Invasion und Metastasierung in
Verbindung gebracht werden konnte (106). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass der Epithelmarker E-Caderin gesunken und der Mesenchymalzellmarker
Vimentin gestiegen ist (106). Dies galt als Hinweis der Beteiligung von LSD1 bei der
Epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) (106). Liu et al. zeigten dazu weiter Hin-
weise auf eine Hemmung von LSD1 durch HPV 16 Onkoprotein E7. Dadurch wurde die
Methylierung von Histon H3K4 am Promoter von Vimentin verhindert und endspre-
chend konnte der Genabschnitt dadurch besser aktiviert werden (106). Diese Ergeb-
nisse unterstutzen somit ebenfalls die onkogenen Eigenschaften von LSD1 im Hinblick

auf Patientinnen mit einem Zervixkarzinom (1).

LSD1-Inhibitoren waren daher schon mehrfach im Interesse von Untersuchungen (1).
Dazu zahlt der MAO-Inhibitor Tranylcypromin (TCP). TCP bindet kovalent an den Fla-
vinring von LSD1 und fuhrt dadurch zur Inhibierung des Enzyms (107). TCP befindet

sich dazu in der klinischen Erprobung bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie
(AML) und myelodysplastischen Syndrom (MDS) (99).

Weitere LSD1-Inhibitoren werden zurzeit getestet (99). Dazu gehéren ORY-1001,
GSK2879552, INCB059872, IMG-7289, CC-90011 und ORY-2001 (99). Aktuell stehen

zahlreiche Untersuchungen insbesondere im Bereich der AML, MDS, kleinzelligen
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Lungenkarzinom und fortgeschrittenen Malignomen im Vordergrund (99). Die Ergeb-

nisse dieser Studien sind mit Spannung zu erwarten.

Die Untersuchung des Patientenkollektivs zeigte eine negative Korrelation der NCoR
Expression zum FIGO Stadium (2). Die FIGO Klassifikation ist die weltweit gelaufigste
Staging Einteilung fir das Zervixkarzinom (108). Anhand des entsprechenden Stadi-
ums kénnen Tumoreigenschaften beschrieben, sowie Riickschliisse auf das Uberleben
eingeteilt werden (109). Des Weiteren bildet es die Grundlage fir die Therapieent-
scheidung (109). Die Ergebnisse des Kollektivs prasentieren NCoR als einen positiven
Faktor fur das Zervixkarzinom (2). Eine entsprechende negative Korrelation zum FIGO
Stadium scheint damit eingangig (2). Insbesondere da NCoR auch einen positiven Ein-
fluss auf das Uberleben im Kollektiv zeigen konnte (2). Ungiinstigerweise konnte das
vollstandige FIGO Stadium nicht bei allen Patienten erfasst werden. Im Detail konnte
bei 94 Patientinnen leider kein FIGO Stadium erfasst werden. Das Ergebnis enthalt so-
mit nicht die vollumfangliche Aussagekraft fir das gesamte Kollektiv von 250 Patientin-
nen. Alledem entspricht das Ergebnis jedoch der Hypothese, das NCoR auch beim
Zervixkarzinom einen Einfluss auf entscheidende Parameter wie das FIGO Stadium zu
haben scheint (2).

Far Tumorgrofe, Infiltration von Lymphknoten, Grading und histologischen Subtyp

konnten keine signifikanten Unterschiede beschrieben werden.

Das Patientenkollektiv unserer Studie wurde zuvor bereits von Stiasny et al. auf das vi-
rale HPV Onkoprotein E6 untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Erhéhung von
E6 bei Patientinnen mit fortgeschrittenem FIGO Stadium und erhéhtem pT-Status

(110). In der Analyse der Ergebnisse von E6 zu LSD1 zeigte sich eine negative Korre-

lation beider Proteine zueinander.

Die dauerhafte Expression von Onkoproteinen zahlt zu den Hauptfaktoren fir die Ent-
artung von HPV-infizierten Zervixzellen (111). Die HPV-DNA enthalt den Code fir
sechs friihe und zwei spate Proteine (112). Die Onkoproteine E5, E6 und E7 der Hoch-
risiko HPV-Typen besitzen Mechanismen die zur Entartung von Zellen fuhren kénnen
(112). Auch wenn E6 keine enzymatische Aktivitat besitzt, kann es durch die Bildung
von Komplexen mit anderen Zellbestandteilen zu dramatischen Zellschaden flihren
(111). Die Bindung mit dem Tumorsuppressor p53 scheint dabei eine besonders wich-
tige Rolle zu spielen (112). Dadurch kann es zu einem Verlust des Zellzyklus kommen

(112). Wichtiger Teil dieser Verbindung stellte ebenfalls das E6-assozierte Protein dar
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(113). Daneben sind noch weitere Bindungen zum Calcium-Binding-Protein ERC 55,
zur Tyrosin-Protein-Kinase-BLK oder zum Adhasionsprotein Paxillin beschrieben wor-
den (114-116). Auch gibt es noch eine weitere Vielzahl an Interaktionen, deren genaue

Bedeutung noch nicht bekannt ist (111).

Subbaramaiah et Dannenberg beschrieben auch einen Zusammenhang zwischen
NCoR und EG6 in vitro. In ihrer Untersuchung inhibierten E6 und E7 die Bindung von
NCoR am Promoter der Cyclooxygenase (COX-2) (117). Die Wirkung des Co-Repres-
sors im Komplex mit HDAC3 wird dadurch inhibiert und flhrt zur gesteigerten Tran-
skription von COX-2 (117). Die Erhéhung von COX-2 wird ebenfalls mit der Karzino-
mentstehung in Zusammenhang gebracht (117). Auch beim Zervixkarzinom ist eine

Uberexpression nachgewiesen worden (118).

Diese Beobachtungen lassen sich gut mit den Ergebnissen aus der Untersuchung zu
NCoR in Einklang bringen. Sie verdeutlichen zum einem den positiven Einfluss von
NCoR als Tumorsupressor und bestatigen ebenfalls einen méglichen Zusammenhang
zwischen den Funktionen beider Molekule beim Zervixkarzinom (2). Denn ein Einfluss
auch auf andere epigenetische Modifikationen durch die viralen Onkoproteine konnte
bereits gefunden werden. Dazu zahlten insbesondere Histon-modifizierende Enzyme
und DNA-Methyltransferasen (119).

In der Korrelationsanalyse zeigte sich eine positive Korrelation von NCoR zum Tumor-
suppressor p53 (2). Zusatzlich konnte Stiasny et al. am selben Patientenkollektiv signi-
fikant eine héhere Expression von p53 im Plattenepithelkarzinom als im Adenokarzi-
nom feststellen (110). Bei der Analyse von NCoR zeigten sich jedoch keine signifikan-
ten Unterschiede in Bezug auf den histologischen Subtyp (2). Wichtige Funktion in der
Regulierung der Genexpression, DNA Reparatur und Zelltod werden mit p53 in Verbin-
dung gebracht (120).

Ein Verlust der Schutzwirkung von p53, entweder durch direkte Mutation oder durch
Veranderungen in einem Regulationsmechanismus von p53 sind haufige Beobachtun-
gen bei unterschiedlichen Karzinomen (121). In Untersuchungen zum Mammakarzi-
nom wurde nachgewiesen, dass Ostrogenrezeptoren durch die Rekrutierung von
HDACs und NCoR zu einer Inhibierung von p53 fliihren kénnen (122). Es gab dabei
starke Hinweise fiir einen gemeinsamen Komplex bestehend aus NCoR, p53, HDAC
und Ostrogenrezeptor (122). Ebenso wurde nachgewiesen, dass die Bindung von Anti-
dstrogenen wie Tamoxifen am Ostrogenrezeptor zu einer Rekrutierung von NCoR und
HDACSs fuhrt (122). Als Ergebnis wurde die Transkriptionsaktivitat inhibiert (122).
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Ferner wurde bei HPV positiven Tumoren beschrieben, dass die Expression von On-
koprotein E6 zur proteolytischen Degradierung von p53 fuhrt (111). In einer Formation
aus Onkoprotein E6, E6-assozierten Protein und p53 kann es somit zum Verlust der
Schutzwirkung von p53 kommen (111). Die in der Korrelationsanalyse festgestellte
Verbindung zwischen NCoR und p53 wirkt in der Zusammenschau nachvollziehbar (2).
Zum einen da beide Proteine einen positiven Einfluss auf die Verhinderung von Tumo-
rerkrankungen haben, sowie zum anderen nachweislich ein Zusammenspiel zwischen
beiden Enzymen Uber weitere Zwischenmolekuile beschrieben werden konnte (111)
(122).

In unserer durchgefuhrten Untersuchung zeigte sich ebenfalls eine negative Korrelation
der NCoR Expression zur acetylierten Histon H3K9 (2). In der Untersuchung am selben
Patientenkollektiv konnten Beyer et al. dabei feststellen, dass acetyliertes Histon H3K9
ebenfalls eine negative Korrelation zum pN-Status besitzt (38). AuRerdem zeigte sich
eine Korrelation zu einem geringeren Grading, niedrigeren pT-Status und kleineren
FIGO Stadium(38). Interessanterweise zeigte acetyliertes Histon H3K9 eine schlech-
tere Prognose im Gesamtuberleben (38). Daneben zeigte sich zuletzt eine héhere Ex-
pression von acetylierten Histon H3K9 bei Patientinnen mit Adenokarzinom als beim

Plattenepithelkarzinom (38).

Es ist bekannt, dass NCoR tber HDAC an der Deacetylierung von Histonen mitwirkt
(57). Dazu besitzt NCoR zum einem eine Doméane, mit der es spezifisch HDAC3 rekru-
tieren und aktivieren kann (63). Sowie zum anderen eine zusatzliche Domane, die di-
rekt mit dem Histon-Molekul interagieren kann (64). Auf den ersten Blick wirkt eine ne-
gative Korrelation von NCoR zu acetylierten Histon H3K9 nicht Gberraschend, weil
NCoR eine Interaktionsflache mit HDAC zu bieten scheint (2).

Beobachtungen in Zusammenhang mit Thyreotropin (TSH) zeigten ahnliche Ergeb-
nisse (123). Uberexpression von HDAC3 und NCoR waren mit der Verringerung von
acetylierten Histon H3 assoziiert (123). In derselben Untersuchung konnte jedoch auch
nachgewiesen werden, dass eine Histonacetylierung nicht immer zu einer Transkripti-
onssteigerung fuhrte (123). Je nach Zielgen konnte eine positive oder negative Regu-
lierung der Transkription resultieren (123). In der Untersuchung zeigte sich eine Acety-
lierung des TSH Promoters vermittelt iber Thyroid-Hormon (T3) (123). T3 I6ste den
Komplex bestehend unteranderem aus HDAC und NCoR am TSH-alpha Promoter auf.
Darauf folgte eine Steigerung der Acetylierung, gleichfalls wurde jedoch auch eine Ab-

nahme der Transkription beobachtet (123).

Abschlieend zeigte sich auch bei unserem Kollektiv zum Zervixkarzinom eine potenti-

ell wichtige Verbindung von NCoR zum Modifikationsstatus bestimmter Histonanteile.
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Es unterstitzt die Hypothese, dass NCoR eine bedeutsame Rolle in Bezug auf epige-

netische Veranderungen auch beim Zervixkarzinom besitzt (2).

Ebenso zeigte sich abschlie3end in der Analyse eine Bedeutung der NCoR Expression
fur das Gesamtuberleben der Patientinnen. Eine hohe Expression von NCoR zeigte ei-

nen Uberlebensvorteil beim Patientenkollektiv (2).

Annliche Ergebnisse zeigen Untersuchungen beim Prostatakarzinom (75). Die Inhibie-
rung von NCoR zeigte insbesondere bei androgen-unabhangigen Prostatakarzinomen
eine Zunahme des Tumorwachstums (75). Ebenso zeigte die Inhibierung von NCoR

eine signifikante Verschlechterung im Uberleben beim Prostatakarzinom (75).

Annliche Beobachtungen konnte man auch bei Untersuchungen zu NCoR im Kolonkar-
zinoms feststellen (124). Eine erniedrigte Expression von NCoR zeigte ein schlechte-

res Rezidiv-freies Uberleben (124). Ebenso konnte beim Kolonkarzinom die NCoR Ex-
pression in der Cox Regression als unabhangiger Vorhersagewert fur das Rezidiv-freie
Uberleben ermittelt werden (124). Zusatzlich zeigte beim Kolonkarzinom eine Senkung

von NCoR eine Assoziation zu einem schlechteren Uberleben (124).

Untersuchungen am Schilddrisenkarzinom zeigten ebenfalls wichtige Erkenntnisse be-
zuglich des Uberlebens (125). Auch hier zeigte sich NCoR als positiver Einfluss bei
Schilddrusenkarzinomen (125). Ebenso zeigte sich eine Assoziation von NCoR mit gut
differenzierten Tumoren und nicht-anaplastischen Tumoren (125). Dagegen war NCoR
negativ mit der Tumorinvasion assoziiert (125). Anaplastische Tumore zeigten dage-

gen sogar keine Expression von NCoR (125).

In weiteren Untersuchungen zu NCoR bei Patienten mit Mammakarzinom konnte
NCoR als Prognosefaktor fiir das Rezidiv-freie Uberleben und auch fiir das Anspre-
chen auf eine Therapie mit Tamoxifen identifiziert werden (126). In einer anderen Stu-
die zum Mammakarzinom konnte der Einfluss von NCoR auf das Gesamtliberleben je-

doch nicht nachgewiesen werden (127).

Im abschlief’enden Vergleich zeigten die Ergebnisse aus unserem Patientenkollektiv
zum Zervixkarzinom die ebenfalls hohe Bedeutung von NCoR fiir das Uberleben beim
Zervixkarzinom. Diese Ergebnisse lassen sich gut mit den Voruntersuchungen von

NCoR bei anderen Tumoridentitaten vereinen (2).

55



6 Ausblick

In unseren Untersuchungen zeigte die Expression von NCoR und LSD1 einen bedeut-
samen Einfluss fir Patientinnen mit einem Zervixkarzinom (1, 2). Sowohl mit Hinblick
auf das Uberleben als auch zu weiteren bedeutsamen klinischen Parametern konnten
Verbindungen zu NCoR und LSD1 beschrieben werden (1, 2). Die Ergebnisse aus die-
sem Patientenkollektiv laden somit zu einer weiteren Analyse ein (1, 2). Insbesondere
die Erprobung von LSD1 als Zielstruktur besitzt ein vielversprechendes Potential (1).
Die Erprobung von LSD1 Inhibitoren wird bereits an anderen Tumoridentitaten unter-
sucht (99). Des Weiteren sind Untersuchungen von LSD1 am Zervixkarzinom als Prog-
nosemarker oder zur ldentifizierung von Hochrisikogruppen eine Aufgabe fur zukinf-
tige Analysen (1). Patientinnen mit einer sehr hohen Expression von LSD1 zeigten im
untersuchten Patientenkollektiv ein signifikant schlechteres 10-Jahres-Uberleben (1).
Diese Patienten kdnnten von der Erprobung von LSD1 Inhibitoren besonders profitie-
ren, sowie von einer weiter individuell angepassten Therapie Gebrauch machen (1).
Ebenso zeigten auch die Ergebnisse von NCoR einen wichtigen Beitrag des Proteins
beim Zervixkarzinoms (2). In diesem Zusammenhang sollten weitere Studien den Nut-
zen von NCoR als Therapieziel und als Erweiterung der Diagnostik beim Zervixkarzi-

nom untersucht werden (2).

Die Untersuchung von weiteren epigenetischen Modifikationsmechanismen und deren
Auswirkung bei Patientinnen mit Zervixkarzinom stellt ebenfalls eine Aufgabe fir zu-
kiinftige Analysen dar. Sie geben, wie fir NCoR und LSD1 beschrieben wurde, die
Madglichkeit einen weiteren Fortschritt in Therapie und Diagnostik beim Zervixkarzinom

Zu erzielen.
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7 Zusammenfassung

Weltweit zahlt das Zervixkarzinom zu den vier haufigsten Krebserkrankungen der Frau
(3). Als Hauptrisikofaktor fur die Entstehung zahlt die Infektion mit einem Hochrisiko
HPV-Subtyp (4). Voruntersuchungen am Patientenkollektiv konnten bereits erste Nach-
weise fir den Einfluss von epigenetischen Modifikationen beim Zervixkarzinom be-
schreiben (38, 55). LSD1 wurde als erste Histon-Demethylase beschrieben (41). Auch
fir NCoR wurde durch Komplexbildung mit Histondeacetylasen ein Einfluss auf epige-

netische Regulationsmechanismen beschrieben (57).

Mit dieser Untersuchung sollte die Bedeutung von LSD1 und NCoR bei Patientinnen
mit einem Zervixkarzinom untersucht werden. Augenmerk wurde auf epigenetische
Modifikationen und deren Auswirkung auf das Uberleben, sowie klinische und patholo-

gische Parameter gelegt (1, 2).

Es erfolgte dazu eine immunhistochemische Farbung von Tumorstanzen von insge-
samt 250 Patientinnen mit einem Zervixkarzinom. Diese Patientinnen wurden zwischen
1993 und 2002 an der Kilinik fur Frauenheilkunde der LMU an einem Zervixkarzinom
therapiert. Anhand des IRS erfolgte eine Beurteilung des Farbeergebnisses fir das Zy-
toplasma und den Zellkern durch Lichtmikroskopie. Die Ergebnisse wurden in einer Da-
tenbank erfasst und statistisch ausgewertet. Fur signifikante Ergebnisse galt p < 0,05
(1, 2).

Bei der Untersuchung von LSD1 zeigte eine starke Expression im Zytoplasma einen
Nachteil fir Patienten im 10-Jahres Uberleben (p = 0,032). Daneben zeigte sich eben-
falls interessanterweise eine signifikante negative Korrelation von LSD1 zu GPER (p =
0,009). Bei der Analyse von NCoR stellte eine hohe Expression einen Vorteil im Ge-
samtuberleben der Patientinnen dar (p = 0,003). Auch fiir NCoR konnten Korrelationen
im Kollektiv beschrieben werden. Dazu zahlten eine negative Korrelation zum On-
koprotein E6 (p = 0,003), FIGO (p = 0,004) und acetylierten Histon H3K9 (p = 0,003).
AuRerdem zeigte sich eine positive Korrelation der NCoR Expression zum Tumorsupp-
ressor p53 (p = 0,010) (1, 2).

Die Ergebnisse aus dem Patientenkollektiv deuten eine vielversprechende Bedeutung
von LSD1 sowie von NCoR bei Patientinnen mit Zervixkarzinom an. Insbesondere in
Bezug auf das Uberleben, aber auch fiir klinische Parameter des Zervixkarzinoms zei-
gen LSD1 und NCoR ein vielversprechendes Potential als zukinftige Therapieziele (1,
2).
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