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2.  Einleitung

Das Zervixkarzinom stellt weltweit mit etwa 570.000 Fallen im Jahr 2018 die vierthaufigste
Krebserkrankung bei der Frau dar (World-Health-Organization.). In Deutschland erkrankten
im Jahr 2017 ca. 4.300 Frauen an einem Zervixkarzinom, die 5-Jahres-Pravalenz lag bei ca.
16.600. Das mittlere Erkrankungsalter des invasiven Karzinoms betragt 55 Jahre, das In-Situ-
Karzinom wird meist bei ca. 20 Jahre jingeren Frauen entdeckt (Robert-Koch-Institut).
Abbildung 1 zeigt die Inzidenz und Mortalitdt von Tumorerkrankungen bei Frauen weltweit
aus dem Jahr 2020.

Die relative 5-Jahres Uberlebensrate des invasiven Zervixkarzinoms liegt bei 67% (Robert-
Koch-Institut). Die Inzidenz und die Mortalitat konnten in den letzten Jahren durch Screening
Programme gesenkt werden (Arbyn et al. 2011). Es zeigte sich, dass in Landern, die ein gutes
Friherkennungsprogramm aufweisen, die Neuerkrankungs- und Sterberate deutlich

niedriger liegt, als in Landern, die kein solches Angebot aufweisen (Robert-Koch-Institut).

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, females, all ages
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Abbildung 1: Inzidenz und Mortalitdt von Tumorerkrankungen bei Frauen weltweit: Verglichen werden weltweite Daten
(links) mit denen von Landern mit einem niedrigen Entwicklungsstatus, low HDI (Human Development Index) (rechts)
(World-Health-Organization.)



Zum gesetzlichen Friiherkennungsprogramm gehort fir Frauen zwischen 20 und 34 Jahren
zusatzlich zur gyndkologischen Untersuchung ein jahrlicher PAP-Abstrich. Seit dem Jahr 2020
sieht das Programm ab einem Alter von 35 Jahren zusatzlich zur jahrlichen gynakologischen
Untersuchung alle 3 Jahre einen HPV-Test sowie einen PAP-Abstrich vor (Robert-Koch-
Institut). Als PraventionsmalBnahme sieht die STIKO fir Madchen und Jungen im Alter von 9
bis 14 Jahren eine HPV-Impfung vor. Seit 2007 wird die HPV-Impfung fir Madchen von der
STIKO empfohlen, seit dem Jahr 2018 gilt diese Empfehlung auch fir Jungen von 9-14 Jahren
(2). Eine Immunisierung sollte vor dem ersten Sexualkontakt erfolgen. Es sind bei Madchen
und Jungen zwei Impfungen im Abstand von mindestens fiinf Monaten nétig. Ist man bei der
ersten Impfung 15 Jahre alt oder alter, sind drei Impfungen nétig. Eine Nachholimpfung

sollte bis zum Alter von 17 Jahren erfolgt sein (Robert-Koch-Institut 2018).

Eine der Hauptursachen fir die Entstehung vom Zervixkarzinom ist eine persistierende
Infektion mit einer Hochrisikogruppe der Humanen Papillomaviren (hr-HPV) (Leite et al.
2020). Ca. 85% der Karzinome im Anogenitalbereich sowohl bei Frauen als auch bei Mannern
sind auf HPV-Infektionen zurlckzufihren (Leite et al. 2020). Die meisten sexuell aktiven
Menschen infizieren sich mindestens einmal in ihrem Leben mit den HP-Virus. Meistens
handelt es sich um eine transiente Infektion, die nach einigen Jahren nicht mehr
nachweisbar ist. Bei einer Persistenz der HPV-Infektion kann es tber Krebsvorstufen zu

invasiven Karzinomen kommen (Schiffman et al. (2007).

Eine persistierende HPV-Infektion mit einem hr-HVP-Typ kann zu einer deregulierten viralen
Genexpression fihren. Es kommt dadurch in den infizierten Zellen durch eine exzessive
Zellproliferation und unzureichende DNA-Reparaturmechanismen zu genetischen Schaden
(Doorbar et al. 2012). Besteht eine solche Infektion lGber einen langeren Zeitraum, kann es

Uber Dysplasien hin zu einem invasiven Karzinom kommen (Steenbergen et al. 2014).

Es handelt sich wie in Abbildung 2 zu sehen um ein Vier-Stufen-Modell: HPV-Ubertragung,
virale Persistenz, Progression zur Prakanzerose und die Invasion. Es gibt auch Riickschritte:
die Beseitigung der Infektion und die -jedoch selten vorkommende-Regression der

Prakanzerose (Schiffman et al. 2007).
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Abbildung 2: Verschiedene Stufen der Entwicklung des Zervixkarzinoms (Schiffman et al. 2007)

Humane Papillomaviren sind doppelstrangige ringférmige DNA Viren, welche zur Familie der
Papillomaviridae gehéren Es wurden bisher bereits mehr als 200 verschiedene HPV-Typen
entdeckt (de Oliveira et al. 2019). Es gibt eine Subklassifikation zwischen Hochrisiko-HPV-
Typen (high risk-, hr-HPV) und Niedrigrisiko-HPV-Typen (low risk-, Ir-HPV). Zu den hr-HPV-
Typen zahlen HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45 und andere
(Munoz et al. 2003). Hingegen zahlen zu den Niedrigrisikotypen HPV-6, HPV-11, HPV-40,
HPV-42, HPV-43, HPV-44, HPV- 54 und andere (Munoz et al. 2003). Die haufigste HPV-
assoziierte Erkrankung im duBeren anogenitalen Bereich ist die sog. Feig- oder Genitalwarze:
Condylomata acuminata. In ca. 90 Prozent lassen sich die Condyloma acuminata auf die
Niedrigrisiko-HPV-Typen 6 und 11 zurickfihren (Robert-Koch-Institut 2018) (Yuan et al.
2018).

Nahezu alle Falle von Zervixkarzinom sind auf HP-Viren zuriickzufiihren. In ca. 70 Prozent
konnten HPV- 16 und HPV- 18 nachgewiesen werden, wobei hingegen die Niedrigrisiko-HP-

Viren nur selten mit einem Zervixkarzinom assoziiert sind (de Oliveira et al. 2019).



3.  Molekulare Grundlagen

Bei der Apoptose, Tumorzelldifferenzierung und Onkogenese spielen Prostanoide wie
Prostaglandin E2 (PGE2), Prostaglandin D2 (PGD2), Prostaglandin 12 (PGI2), Prostaglandin F2
(PGF2) und Thromboxan A2 eine wichtige Rolle (Narumiya et al. 1999). Prostaglandine sind
fiir die Tumorprogression und tumor-assoziierte Angiogenese wichtig (Amano et al. 2003).
Man weil3, dass der PGE; Signalweg bei der Inhibierung der Apoptose, der
Tumorprogression, Angiogenese und Metastasierung eine Rolle spielt (Amano et al. 2003).
Prostaglandine sind Metaboliten der Arachidonsaure, welche durch die Cyclooxygenase-1
(COX-1) und Cycooxygenase-2 (COX-2) entstehen. COX-1 ist fiir die Aufrechterhaltung des
basalen Prostaglandinspiegels notwendig, welcher wiederum fiir die Gewebehomdostase
eine wichtige Rolle spielt. COX-2 spielt eine Rolle bei der Produktion von pro-
inflammatorischen Prostaglandinen wahrend einer Entziindungsreaktion sowie in
Tumorprozessen (Karnezis et al. 2012). COX-2 ist bei verschiedenen Tumorentitaten wie
Lungenkarzinom, Kolonkarzinom, Mammakarzinom, Pankreaskarzinom oder bei
Kopf/Halstumoren hochreguliert (Hida et al. 1998) (Sano et al. 1995) (Harris et al. 2014)
(Tucker et al. 1999) (Chan et al. 1999).

Es gibt vier Subtypen des membrangebundenen EP-Rezeptors, sogenannte G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, welche spezifisch fiir PGE2 sind: EP1, EP2, EP3 und EP4.
Prostaglandin E2 (ibt seine Wirkung aus, indem es an G-gekoppelte Rezeptoren bindet
(Karnezis et al. 2012).

In Bezug auf das Zervixkarzinom konnte bereits eine Erhéhung von EP2 und EP4 im
Zervixkarzinomgewebe im Vergleich zu normalem Gewebe nachgewiesen werden (Sales et

al. 2001) (Sales et al. 2002).

Das Genom, als DNA Sequenz, und das Epigenom spielen eine entscheidende Rolle fir die
Regulierung zellularer Prozesse und die Differenzierung von Zellen (Kelly et al. 2017).
Epigenetische Veranderungen kdnnen bestimmte Genabschnitte aktivieren oder inhibieren
und so tragt die regulierte Genexpression zum physiologischen Erhalt zelluldrer Funktionen

bei. Bei einer Storung der epigenetischen Regulierungsmechanismen kann es zu einer



gestorten Zelldifferenzierung und malignen Entartung kommen (Allis et al. 2016, Kelly et al.
2017).

Wichtige epigenetische Modifikationsmechanismen stellen die Acetylierung und
Methylierung von Histonen dar, welche auch einen Einfluss auf die Entstehung von
Karzinomen zeigen (Bannister et al. 2011). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
Veranderungen der Chromatinstruktur auch beim Zervixkarzinom eine entscheidende Rolle
spielen. Eine Acetylierung und Methylierung von Histon H3 zeigte einen Einfluss auf das
Rezidiv-freie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben (Beyer et al. 2017).

Wichtige Bestandteile fiir eine korrekte Transkription und Zellregulation sind Verdanderungen
der Chromatinstruktur durch bestimmte Enzyme (Maiques-Diaz et al. 2016).

Erstmals konnte 2004 ein Enzym identifiziert werden, welches den Histonmethylierungs-
status im Komplex mit anderen beteiligten Faktoren beeinflusst. Dieses wurde aufgrund
seiner Substratspezifitat fur Lysinreste , Lysin-spezifische Demethylase 1“ (LSD1) genannt
und fuhrte die bis dahin giiltige Lehrmeinung ad absurdum, dass Histonmethylierung ein
erblicher und unveranderlicher Zustand ist (Shi et al. 2004).

LSD1 (Lysin-spezifische Demethylase) gehort zur Familie der Flavinadenindinucleotid-
abhangigen (FAD) Aminooxidasen (Maiques-Diaz et al. 2016). LSD1 war das erste Protein,
von dem berichtet wurde, dass es eine Histon-Demethylase-Aktivitat aufweist (Maiques-Diaz
et al. 2016). Eine Uberexpression von LSD1 konnte bereits bei unterschiedlichen
Tumorentitaten nachgewiesen werden (Serce et al. 2012, Yang et al. 2018). Mit den bereits
bekannten enzymatischen Funktionen und der Uberexpression in unterschiedlichen
Karzinomarten stellt LSD1 ein interessantes Zielmolekdl fiir die Therapie bei Karzinomen dar

(Yang et al. 2018).

Durch Bindung eines Liganden kdnnen nukledre Rezeptoren die Genexpression beeinflussen
und so als Transkriptionsfaktoren wirken. Uber eine Liganden-bindende Doméne erfolgt so
eine Interaktion mit Ko-Aktivatoren und Ko-Repressoren (Glass et al. 2000).

Einer der erstbeschriebenen Ko-Repressoren war NCoR (Nuclear Receptor Corepressor)
(Horlein et al. 1995). Dieser zeigt Einfluss auf metabolische Prozesse aber spielt auch in der
Entstehung von Tumoren eine Rolle (Yamamoto et al. 2011) (Martinez-Iglesias et al. 2016).
Nuclear Receptor Co-Repressor (NCoR) ist ein transkriptionskoregulierendes Protein, das

mehrere Kernrezeptor-Interaktionsdomanen enthalt. Darliber rekrutiert NCoR Histon-



Deacetylasen in DNA-Promoter-Regionen. Damit unterstiitzt NCoR assoziierte
Kernrezeptoren bei deren ,,Down“-Regulation der Genexpression (Martinez-Iglesias et al.

2016).

Zu den Ko-Repressoren zahlen auch LCoR (Ligand dependent corepressor) und RIP 140
(Receptor Interacting Protein), die eine wichtige Rolle in der Regulierung onkogener
Signalwege und der malignen Entartung spielen (Vogelsang et al. 2020) (Fernandes et al.
2003) (Castet et al. 2004).

LCoR (Ligand dependent corepressor), initial als Koregualator des Ostrogenrezeptors
beschrieben, interagiert als Korepressor mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren
(Fernandes et al. 2003) (Vogelsang et al. 2020).

RIP 140 (Receptor Interacting Protein) ist ein Transkriptions-Koregulator verschiedener
nukledrer Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren (Augereau et al. 2006).

Sowohl RIP 140 als auch LCoR spielen eine wichtige Rolle in der Regulierung onkogener

Signalwege und der malignen Entartung (Vogelsang et al. 2020).

Nicht jede Person, die mit HPV infiziert ist, entwickelt jedoch ein Karzinom. Deshalb spielen
zur Entwicklung einer Malignitat weitere Faktoren eine Rolle. Die HPV Onkoproteine E5, E6
und E7 sind die primaren viralen Faktoren, die fir die Initiation und Progression beim
Zervixkarzinom verantwortlich sind (Moody et al. 2010). Das Vorhandensein von E6 und E7
ist notig, aber nicht ausreichend fir eine maligne Entartung. In der produktiven Phase eines
HPV-Lebenszyklus férdern E6 und E7 die Proliferation von differenzierten und
undifferenzierten suprabasalen Zellen und kénnen so die Apoptose vermeiden. Dadurch
haufen sich DNA-Schaden und Mutationen an. Diese kénnen zu einer Transformation und
malignen Entartung fiihren (Moody et al. 2010).

Wenn das Onkoprotein E6 exprimiert wird, stért es den Zellzyklus indem es p53, ein
Tumorsuppressorprotein, bindet und abbaut (Gupta et al. 2003) (Scheffner et al. 1990). Das
Onkoprotein E7 stort den Zellzyklus, indem es das Retinoblastom-Protein (pRB) bindet und
abbaut und die E2F-Dissoziation auflost, was zur Proliferation der Zelle und zur Hemmung

von Zelltod und Differenzierung fiihrt (Chellappan et al. 1992).



In der Pathogenese des HPV-induzierten Zervixkarzinoms spielen auch Steroidhormone eine
wichtige Rolle (Bromberg-White et al. 2002). Sie agieren als Kofaktoren mit den humanen
Papillomaviren bei der Entstehung des Zervixkarzinoms (Khare et al. 1997).

Bestimmte HPV-typische Virussequenzen (LCR, long control region) sind fahig an
Steroidhormonrezeptoren zu binden. Es kommt dadurch zu einer gesteigerten
Genexpression von HPV 16 und HPV 18, die beiden HPV-Typen, die nahezu am haufigsten

mit dem Zervixkarzinom assoziiert sind (Kwasniewska et al. 2011).

4.  Zielsetzung

Prostaglandine und der PGE; - Signalweg spielen bei der Tumorentstehung, vor allem auch
beim Zervixkarzinom eine wichtige Rolle (Sales et al. 2001). Die Rolle der
Prostaglandinrezeptoren in Bezug auf das Zervixkarzinom ist jedoch unzureichend erforscht.
Deshalb hat sich unsere Arbeitsgruppe zum Ziel gesetzt den Zusammenhang der PGE;

Signalkaskade in Zusammenschau mit den Prostaglandinrezeptoren genauer zu untersuchen.

Primares Ziel der kumulativen Habilitationsschrift war die Untersuchung der Expression der
Prostaglandinrezeptoren EP2 und EP3 im Zervixkarzinomgewebe. Im Anschluss erfolgte eine
Korrelation der Analysen mit klinischen Parametern sowie dem Gesamtiberleben. Weiters
sollte eine Analyse von Prognosefaktoren in Bezug auf das Zervixkarzinom erfolgen.

Sowohl der EP2 als auch der EP3 Rezeptor scheinen als Angriffspunkte fiir die Diagnostik und

mogliche Therapie in Zukunft eine interessante Rolle zu spielen.

Epigenetische Prozesse spielten in den letzten Jahren in der Tumorentstehung eine wichtige
Rolle, sie waren fiir die Diagnose und Prognose von Tumoren sowie fiir die Entwicklung von
Markern fur die Entdeckung von Tumoren entscheidend (Baylin et al. 2011). Deshalb haben

wir auch hierauf unser besonderes Augenmerk gelegt.

Die Erhohung vom Enzym ,Lysin-spezifische Demethylase 1“ (LSD1) bei verschiedenen

Tumorentitaten wurde bereits belegt (Yang et al. 2018), jedoch ist LSD1 beim Zervixkarzinom



noch unzureichend erforscht. Unser Ziel war es epigenetische Veranderungen im
Zervixkarzinomgewebe zu identifizieren, um das Wissen fiir die Diagnostik und Therapie des

Zervixkarzinoms weiter voranzutreiben.

Das transkriptionskoregulierende Protein Nuclear Receptor Co-Repressor (NCoR) unterstitzt
Kernrezeptoren bei der ,Down“-Regulation der Genexpression (Martinez-Iglesias et al.
2016).

Es konnte von uns bereits gezeigt werden, dass RIP 140 und LCoR, Proteine welche mit NCoR
interagieren, unabhangige Marker fiir eine schlechtere Prognose im Zervixkarzinom
darstellen (Vattai et al. 2017). So war unser Ziel die Signifikanz von NCoR als einen

prognostischen Faktor im Zervixkarzinom genauer zu untersuchen.

5. Eigene Arbeiten

5.1. Der Einfluss des Prostaglandinrezeptors EP3 auf das Zervixkarzinom

The Prostaglandin EP3 Receptor Is an Independent Negative Prognostic Factor for Cervical

Cancer Patients.

Heidegger H, Dietlmeier S, Ye Y, Kuhn C, Vattai A, Aberl C, Jeschke U, Mahner S, Kost B.
Int J Mol Sci. 2017 Jul 19;18(7):1571.

Dass Prostaglandine und deren Rezeptoren fiir das Tumorwachstum und die
tumorassoziierte Angiogenese wichtig sind, ist schon langer bekannt (Amano et al. 2003). Ein
spezieller Subtyp unter den EP-Rezeptoren ist der EP3-Rezeptor. Es gibt bei ihm mehrere
Isoformen, die durch mRNA Splicing entstanden sind (Regan et al. 1994). Uber die EP3-
Isoformen sowie deren Effekte ist bisher wenig bekannt, einige Studien zeigen jedoch
unterschiedliche Aktivitdten der EP3-Rezeptor Isoformen und deren Effekte auf die

Genregulation (Israel et al. 2009).
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In dieser Habilitationsarbeit haben wir den EP3-Rezeptor genauer untersucht und es zeigte
sich, dass EP3 bei Patientinnen mit Zervixkarzinom eine signifikant niedrigere Expression im
FIGO Stadium | im Vergleich zu FIGO Stadium II-IV aufweist (p= 0.040) (Abb. 3). Eine hohe
EP3-Expression bei Patientinnen mit Zervixkarzinom spiegelt sich in einer schlechteren
Prognose auf das Gesamtliberleben wider (p= 0.012). Wie zu erwarten, zeigte sich bei EP3-
positiven Zervixkarzinompatientinnen mit einem Plattenepithelkarzinom eine bessere
Uberlebensprognose im Vergleich zu EP3-positiven Patientinnen mit einem Adenokarzinom
der Zervix (p=0.009). Zusatzlich zeigten wir, dass eine hohe EP3-Expression bei Patientinnen
mit Plattenepithelkarzinom der Zervix signifikant mit schlechterem Uberleben einhergeht
(p=0.003). Das Gesamtiiberleben bei Patientinnen mit Adenokarzinom zeigte, dass keine der
EP3-negativen Patientinnen verstarb (Abb. 4).

Zusatzlich konnte wir mittels Cox Regression EP3 als unabhdngigen Prognostikator in Bezug
auf das Uberleben bei Patientinnen mit Zervixkarzinom ausmachen (p= 0.007). Ebenso
zeigten sich der histologische Subtyp (p= 0.002), der Lymphknotenstatus (p=0.025) und die
TumorgroRe (p=0.001) als unabhéngige Prognostikatoren in Bezug auf das Gesamtiiberleben

in unserem Kollektiv.

EP, IRS Score
|
]

e PN e LAy (R, A FIGO | FIGO II-IV

Abbildung 3: (A) Prostaglandin E Rezeptor Typ 3 (EP3) Fédrbung von einem FIGO Ib diagnostiziertem Plattenepithelkarzinom
der Zervix (B) EP3 Fdrbung von einem FIGO 4 diagnostiziertem Plattenepithelkarzinom der Zervix; (C) Boxplot von FIGO | und
FIGO II-1V Féllen mit einem medianen EP3 IRS von 2 (FIGO 1) versus medianem EP3 IRS von 4 (FIGO II-1V); p= 0.040
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Abbildung 4: Kaplan-Meier Kurven: (A) EP3 Uberlebensfunktion von allen Zervixkarzinomféllen p= 0.012; (B) EP3
Uberlebensfunktion von Plattenepithel versus Adenokarzinom der Zervix p = 0.009; (C) EP3 Uberlebensfunktion von

Patientinnen mit Plattenepithelkarzinom der Zervix p= 0.003; (D) EP3 Uberlebensfunktion von Patientinnen mit
Adenokarzinom der Zervix p= 0.003

5.2. Der Einfluss des Prostaglandinrezeptors EP2 auf das Zervixkarzinom und

seine Vorstufen

na

5.2.1. The prostaglandin receptor EP2 determines prognosis in EP3-negative and galectin-3-

high cervical cancer cases.

Dietlmeier S, Ye Y, Kuhn C, Vattai A, Vilsmaier T, Schroder L, Kost BP, Gallwas J, Jeschke U,
Mahner S, Heidegger HH.

Sci Rep. 2020 Jan 24;10(1):1154.
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Wie zuvor beschrieben, haben Prostaglandine und deren Rezeptoren eine entscheidende
Rolle in der Tumorgenese (Amano et al. 2003). Es wurde eine erhéhte Expression von EP2
und EP4 im Zervixkarzinomgewebe im Vergleich zu normalem Zervixgewebe bereits in
Studien nachgewiesen (Sales et al. 2001).

Galectine gehoren zur Familie der R-Galaktosidase bindenden tierischen Lektine und spielen
eine wichtige Rolle in der Tumorprogression und Metastasierung (Barondes et al. 1994)
(Nangia-Makker et al. 2000). Uber den Zusammenhang von Galectin und Zervixkarzinom gibt
es wenige Studien. Die Studie von Stiasny et al. zeigte, dass die Galectin-3-Expression mit
einer schlechteren Prognose im Gesamtiiberleben bei Patientinnen mit Zervixkarzinom und

keiner oder niedriger p16 Expression assoziiert ist (Stiasny et al. 2017).

Es sind wenige Studien iber den Zusammenhang der EP2-Rezeptorexpression auf das
Zervixkarzinom bekannt.

In dieser Studie wollten wir EP2 als moglichen Biomarker und dessen Assoziation zu EP3 und
Galectin-3 im Zervixkarzinom untersuchen. Ebenso wollten wir den Einfluss auf das
Gesamtliberleben sowie die Korrelation mit anderen klinisch-pathologischen Parametern

Uberprifen.

Es zeigte sich in der Korrelationsanalyse kein Zusammenhang von EP2 (IR- score und Prozent
Score) und der FIGO-Klassifikation. Jedoch zeigte sich ein signifikanter Unterschied des EP2-
Prozent-Score der gefarbten Tumorzellen der unterschiedlichen FIGO-Stadien (p= 0.015)
(Abb. 5e). Die Abbildungen 5a-d zeigen Farbungen der unterschiedlichen FIGO-Stadien.
Ebenso zeigte sich in der Korrelationsanalyse kein Zusammenhang von EP2 (IR- score und
Prozent-Score) und dem pT-Stadium. Jedoch zeigte sich ein signifikanter Unterschied des
EP2-Prozent-Score der gefarbten Tumorzellen der unterschiedlichen Tumorstadien (p=

0.023).
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Abbildung 5: EP2 Expression als Prozentangabe der geférbten Tumorzellen im Vergleich mit der FIGO Klassifikation; (a) FIGO
I mit einer EP2-Fdrbung von 30 % geférbten Tumorzellen, (b) FIGO Il mit einer EP2 Fédrbung von 15% gefdrbten Tumorzellen,
(c) FIGO Ill mit einer EP2-Férbung von 40% gefdrbten Tumorzellen, (d) FIGO IV mit einer EP2-Fdrbung von 50% gefdrbten
Tumorzellen, (e) Boxplot der EP2-Expression in Prozent im Vergleich mit FIGO I-1V
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Es zeigte sich in der nichtparametrischen Korrelationsanalyse ein signifikanter
Zusammenhang zwischen EP2-Expression (Prozent-Score) mit dem Galectin-3-IR-score (p=
0.016), die EP3-Expression korrelierte mit dem EP2-IR-score und dem EP2-Prozent-Score
signifikant (p= < 0.01).

Es zeigte sich auch, dass eine hohe Expression von EP2 bei keiner Expression von EP3 mit
einem besseren Uberleben assoziiert ist (p= 0.049) (Abb. 6). In der Subgruppe der hohen
EP2-Expression und hohen Expression von Galectin-3 zeigte sich ein signifikant besseres
Uberleben im Vergleich zu hoher Galectin-3-Expression und niedriger EP2-Expression (p=
0.044) (Abb.7). In der Subgruppe der hohen Galectin-3-Expression zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen EP2-IR-score und EP3-IR-score (p= < 0.001). Wir konnten
somit zeigen, dass der EP2-Rezeptor ein prognostischer Faktor in der Subgruppe von
negativem EP3 und der Subgruppe von hoher Galectin-3-Expression fir das

Gesamtuberleben bei Patientinnen mit Zervixkarzinom ist.
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Abbildung 6: (a) Fdrbung der Zervixkarzinomfdlle mit EP3 IRS 0, EP2 <2 und (b) Férbung der Zervixkarzinomfélle mit EP3 IRS

0, EP2 IRS 8; (c) Kaplan Meier Kurve: Uberlebensfunktion von EP3 IRS 0 mit hoher EP2-Expression (IRS>2, griin), und niedriger
EP2-Expression (IRS <2, blau)
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Abbildung 7: (a) Férbung der Zervixkarzinomfdlle mit Galectin-3 IRS >3, EP2 IRS <2 (b) Fdrbung der Zervixkarzinomfille mit

Galectin-3 IRS >3, EP2 IRS>2; (c) Kaplan Meier Kurve: Uberlebensfunktion von Galectin-3 IRS>3 mit hoher EP2-Expression
(IRS>2, griin) und niedriger EP2-Expression (IRS <2, blau)
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5.2.2. The role of EP2 receptor expression in cervical intraepithelial heoplasia.

Schmoeckel E, Fraungruber P, Kuhn C, Jeschke U, Mahner S, Kolben TM, Kolben T, Vilsmaier
T, Hester A, Heidegger HH.
Histochem Cell Biol. 2020 Dec;154(6):655-662.

Wie in einer Studie zuvor beschrieben, fallt die EP3-Rezeptor-Expression mit steigendem
Stadium der CIN-Lasion (Hester et al. 2019). Die Rolle des Prostaglandin-Rezeptor EP2 in
Zervixdysplasien ist bislang unbekannt bzw. unzureichend untersucht. Deshalb war Ziel einer
weiteren Studie die Analyse der EP2-Expression fiir eine potenzielle prognostische
Aussagekraft bei Patientinnen mit Zervixdysplasien.

Es konnte von uns gezeigt werden, dass das Level der EP2-Expression im Zytoplasma
signifikant mit hoheren CIN-Stadien anstieg (Abb. 8), und dass EP2 sich gegenlaufig zu EP3

verhalt, was zur Studie von Hester et al. passt (Abb. 9) (Hester et al. 2019).

EP2 Cytoplasma RS
.

oy oy
- 3]
P

- AL A

Abbi/dlmg 8: (a) Boxplot: Die E P2-Rez.e;-3tor-Expression im Zytoplasma steigt signifikant mit steig
Zervixdysplasie, (b) EP2 Firbung von CIN 1, IRS 2, (c) EP2 Fdrbung von CIN 2, IRS 6, (d) EP2 Fdrbung von CIN 3, IRS 9
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Abbildung 9: Korrelationsdiagramm des IR Score von EP2 und EP3, welches die inverse Korrelation des
Prostaglandinrezeptors im CIN-Gewebe zeigt

Wir verglichen auch die EP2-Rezeptor-Expression von CIN-2-Fallen mit einem histologisch
bestatigten Progress oder Regress. Auch wenn die Patientenzahl klein war, zeigte sich ein
signifikanter Unterschied im zytoplasmatischen IRS der EP2-Rezeptor-Expression. Wir
konnten zeigen, dass in regressiven Fallen der Median IR-Score 2 war, wahrend er in
progressiven Fallen bei 4 lag und somit ein signifikanter Unterschied bestand (p=0.017)

(Abb.10).
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Abbildung 10: Boxplot: Median EP2 IR-score in regressiven Féllen versus progressiven Fdllen im Zervixkarzinom

5.3.  Lysin-spezifische Demethylase 1 (LSD1) und deren Einfluss auf das

Zervixkarzinom

Lysine-specific histone demethylase 1A (LSD1) in cervical cancer.

Beilner D, Kuhn C, Kost BP, Jickstock J, Mayr D, Schmoeckel E, Dannecker C, Mahner S,
Jeschke U, Heidegger HH.
J Cancer Res Clin Oncol. 2020 Nov;146(11):2843-2850.

LSD1 (Lysin-spezifische Demethylase) gehort zur Familie der Flavinadenindinucleotid-
abhangigen (FAD) Aminooxidasen (Maiques-Diaz et al. 2016) und wirkt als Histon-
Demethylase und als Transkriptions Korepressor (Shi et al. 2004).

Verdanderungen an der Chromatinstruktur durch Enzyme sind wichtige Bestandteile fiir eine
korrekte Zellregulation und Transkription (Maiques-Diaz et al. 2016). LSD1 zeigt mit den
bereits bekannten enzymatischen Funktionen und nachgewiesener Uberexpression in
unterschiedlichen Karzinomen ein bedeutsames onkogenes Potenzial (Maiques-Diaz et al.
2016). Der Zusammenhang zwischen LSD1 und dem Zervixkarzinom ist noch unzureichend
erforscht. Deshalb war unser Ziel die Rolle von LSD1 in der Prognostik des Zervixkarzinoms

genauer zu untersuchen.
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Bei unserer Untersuchung von LSD1 zeigte sich, dass eine erhohte Expression von LSD1 im

Zytoplasma einen signifikanten Nachteil im 10-Jahres- Uberleben darstellt (p= 0.032) (Abb.

11).
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Abbildung 11: Kaplan-Meier Kurve: Expression von LSD1. Griin IRS < 12, Rot IRS = 12

Im Rahmen der Korrelationsanalysen zeigte sich eine negative Korrelation der Expression

von LSD1 und G-Protein gekoppelten Ostrogenrezeptor (GPER) (p=0.009). Ebenso zeigte die

LSD1-Expression eine negative Korrelation zum FIGO-Stadium (p = 0.037), LCoR (p = 0.035),

HPV-Onkoprotein E6 (p = 0.026), Galectin-3 (p = 0.007), mutiertem Tumorsuppressor p53 (
= 0.044) und Prostaglandin-E2-Rezeptor 3 (p = 0.035).
Eine positive Korrelation zeigte sich zu Protein p16 (p = 0.020) und methyliertem Histon H3

(p=0.006).

p
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Mit der Cox Regression, welche durchgefiihrt wurde, um unabhangige Parameter fir das
Uberleben ausfindig zu machen, konnten wir zeigen, dass sich die LSD1-Expression (p=
0.037), der histologische Subtyp (p=0.001) und der pN-Status (p= 0.009) als unabhangige

Prognosefaktoren fir das Gesamtiiberleben darstellten.

5.4.  Nuclear Receptor Co-Repressor (NCoR) beim Zervixkarzinom

Nuclear receptor corepressor (NCoR) is a positive prognosticator for cervical cancer.

Beilner D, Kuhn C, Kost BP, Vilsmaier T, Vattai A, Kaltofen T, Mahner S, Schmoeckel E,
Dannecker C, Jickstock J, Mayr D, Jeschke U, Heidegger HH.
Arch Gynecol Obstet. 2021 Apr 16.

Da epigenetische Modifikationen zunehmend eine wichtige Rolle spielen stellten wir auch in

diesem Bereich Untersuchungen an.

Es konnte bereits von Beyer et al. gezeigt werden, dass Verdanderungen der
Chromatinstruktur auch beim Zervixkarzinom eine entscheidende Rolle spielen. Eine
Acetylierung und Methylierung von Histon H3 zeigte einen Einfluss auf das rezidivfreie

Uberleben sowie das Gesamtiiberleben (Beyer et al. 2017).

In dieser Habilitationsarbeit zeigte sich bei der Untersuchung von NCoR in Bezug auf das
Gesamtiiberleben ein signifikanter Nachteil bei einer niedrigen Expression (IRS < 4) von

NCoR im Zellkern (p=0.003) (Abb. 12).
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve: hohe nukledre NCoR-Expression (IRS>4, rot) im Vergleich zu niedriger nukleéirer NCoR-
Expression (IRSs4, blau) in Bezug auf das rezidivfreie Uberleben

Zur Bestimmung unabhingiger histologischer Parameter fiir das Uberleben wurde in
Zusammenhang mit der Expression von NCoR eine Cox-Regression durchgefiihrt. In Bezug
auf das Uberleben konnten wir so zeigen, dass die NCoR-Expression im Zellkern, der
histologische Subtyp (p=0.007) und der pT-Status (p=0.016) unabhingige Prognosefaktoren
darstellen.

Im Rahmen der Korrelationsanalysen wurde eine negative signifikante Korrelation von NCoR
zum FIGO-Stadium festgestellt (p=0.004).

Ebenso zeigte sich eine negative Korrelation zum viralen Onkoprotein E6 (p=0.003),
acetyliertem Histon H3 (Acetyl K9) (p=0.003), sowie eine positive Korrelation zu p53
(p=0.01).

Eine Analyse der NCoR-Expression erfolgte in Bezug auf die FIGO-Klassifikation der
Patientinnen. Dabei zeigte sich bei FIGO I, Il und lll im Zytoplasma ein Median von 12,
wahrend fiir FIGO IV ein medianer IRS von 8 berechnet wurde (p=0.028) (Abb. 13). Im
Zellkern lag der Median bei FIGO | bis Ill bei 8. Fur FIGO IV lag der IRS im Zellkern bei 3.
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Abbildung 13: Boxplot: IRS von NCoR im Zytoplasma und FIGO-Klassifikation mit einem Median von 12 fiir FIGO I-lll und

einem Median von IRS 8 fiir FIGO IV.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Das Zervixkarzinom ist eine haufige Erkrankung und stellt eine der haufigsten Todesursachen
unter den Karzinomarten der Frau dar, obwohl es in den letzten Jahren einen deutlichen
medizinischen Fortschritt gab und auch neue etablierte Praventions- und Screening-
Programme zu Verfligung stehen. Der Hauptrisikofaktor fiir die Karzinomentstehung ist eine

persistierende Infektion mit high risk HP-Viren.
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Beim Zervixkarzinom gibt es klinische Prognosefaktoren wie den histologischen Typ, die
FIGO-Klassifikation, die TumorgrolRe, das Grading, eine Metastasierung oder eine
LymphgefaRinvasion, die fir die Therapieentscheidung eine wichtige Rolle spielen.

Es wurden fir mehrere Karzinomarten molekulare Prognosefaktoren untersucht. In Bezug
auf das Zervixkarzinom ist diese Forschung jedoch noch unzureichend.

In der Forschungsgruppe der Klinik und Poliklinik fir Frauenheilkunde der LMU Miinchen
beschaftigt man sich schon langere Zeit mit den molekularen Grundlagen der
Zervixkarzinomforschung, jedoch in dem Bereich der Prostaglandinrezeptoren und der
epigenetischen Veranderungen von LSD1 und NCoR im Zervixkarzinom war die Forschung
diesbezliglich bisher unzureichend.

Somit war das Ziel der kumulativen Habilitationsarbeit die Prostaglandinrezeptoren EP2 und
EP3 sowie die Ko-Repressoren LCoR und NCoR im Zervixkarzinomgewebe genauer zu
untersuchen, Korrelationen mit klinischen Parametern herzustellen und vor allem bestimmte
Prognoseparameter zu finden die in der Diagnostik und Therapie in Zukunft eine wichtige
Rolle spielen kénnten.

Im Rahmen dieses Habilitationsprojektes konnten wir zeigen, dass EP3 bei Patientinnen mit
Zervixkarzinom eine signifikant niedrigere Expression im FIGO-Stadium | im Vergleich zu
FIGO-Stadium II-IV aufweist. Eine hohe EP3 Expression spiegelt sich in einer schlechteren
Prognose wider. Zusatzlich konnte EP3 als unabhangiger Prognostikator in Bezug auf das
Uberleben bei Patientinnen mit Zervixkarzinom ausgemacht werden.

In einer weiteren Studie wollten wir EP2 als moglichen Biomarker und dessen Assoziation zu
EP3 und Galectin-3 im Zervixkarzinom untersuchen. Es zeigte sich, dass eine hohe Expression
von EP2 bei keiner Expression von EP3 mit einem besseren Uberleben assoziiert ist. In der
Subgruppe der hohen EP2-Expression und hohen Expression von Galectin-3 zeigte sich ein
signifikant besseres Uberleben im Vergleich zu hoher Galectin-3-Expression und niedriger
EP2-Expression. Wir konnten somit zeigen, dass der EP2-Rezeptor ein prognostischer Faktor
in der Subgruppe von negativem EP3 und der Subgruppe von hoher Galectin-3-Expression
fur das Gesamtuberleben ist.

Vorherige Studien konnten zeigen, dass der EP3-Rezeptor bei héhergradigen
Zervixdysplasien niedriger exprimiert ist (Hester et al. 2019).

Der EP2-Rezeptor ist in Bezug auf Zervixdysplasien jedoch unzureichend untersucht. Deshalb

war die Analyse der EP2-Expression fiir eine potenzielle prognostische Aussagekraft bei
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Patientinnen mit Zervixdysplasien das Ziel einer weiteren Studie. Es konnte gezeigt werden,
dass der IR-score der EP2-Expression signifikant mit héheren CIN-Stadien anstieg, und dass
EP2 sich gegenlaufig zu EP3 verhalt, was die Ergebnisse einer Studie von Hester et al.

untermauert (Hester et al. 2019).

Bei der Untersuchung der Expression von LSD1 und NCoR - unter der Hypothese, dass die
epigenetischen Modifikationen durch LSD1 und NCoR einen groRen Einfluss auf das
Zervixkarzinom haben - konnten wir Folgendes zeigen:

Bei der Untersuchung von LSD1 zeigt sich, dass eine erhohte Expression von LSD1 einen
signifikanten Nachteil im 10-Jahres-Uberleben darstellt.

Zusatzlich stellten sich in dieser Untersuchung die LSD1-Expression, der histologische Subtyp
und der pN-Status als unabhangige Prognosefaktoren fir das Gesamtiiberleben dar.

Im Rahmen der Korrelationsanalysen zeigte sich eine negative Korrelation der Expression

von LSD1 und G-Protein gekoppelten Ostrogenrezeptor (GPER).

Bei der Untersuchung von NCoR zeigte sich in Bezug auf das Gesamtiiberleben ein
signifikanter Nachteil bei einer niedrigen Expression von NCoR im Zellkern. In Bezug auf das
Uberleben konnten wir auch zeigen, dass die NCoR-Expression im Zellkern, der histologische
Subtyp und der pT-Status unabhangige Prognosefaktoren darstellen.

Im Rahmen der Korrelationsanalysen wurde eine negative signifikante Korrelation von NCoR

zum FIGO-Stadium festgestellt.

Der EP2- als auch der EP3-Rezeptor scheinen gute Angriffspunkte fiir die zukinftigen
diagnostischen sowie therapeutischen Mdéglichkeiten im Zervixkarzinom zu sein.

Ebenso scheinen LSD1 und NCoR bei epigenetischen Modulationen beim Zervixkarzinom
eine wichtige Rolle zu spielen und kdnnten fir die Diagnose, als potenzielles therapeutisches

Ziel sowie als Prognosemarker in Zukunft von Bedeutung sein.
Tumore erhéhen direkt oder indirekt die PGE2 Expression in Geweben, diese reguliert

Tumore und andere Zellen in der Tumormikroumgebung, was zu einem Tumorwachstum

flihren kann (Take et al. 2020).
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Prostaglandinrezeptoren sind wichtige Entziindungsmediatoren die von COX2 gesteuert
werden und mehrere proinflammatorische Prozesse induzieren konnen (Wang et al. 2021).
Bisherige Forschungen deuten darauf hin, dass die Wirkung von PGE2 auf Immunzellen eine
aktive Tumorimmunevasion auslésen sowie das Wachstum der Tumorzellen beeinflussen
kann (Zelenay et al. 2015).

In den letzten Jahren gab es deutliche Fortschritte auf diesem Gebiet, vor allem auch in der
Checkpoint-Inhibitor Forschung zur Therapie solider Tumoren. Auch beim Zervixkarzinom
spielen Checkpoint Inhibitoren eine Rolle, so dass hier eine moégliche Assoziation bestehen

konnte, was zukinftiger Studien bedarf.
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7.  Abkilrzungsverzeichnis

HPV
hr-HPV
Ir-HPV
STIKO
PGE2
PGD2
PGI2
PGF2
COX-1
COX-2
EP Rezeptor
EP 1/2/3/4
LSD1
FAD
NCoR
LCoR
DNA
RIP 140
pRB
LCR
IR-Score
CIN
FIGO

humane Papillomaviren

high risk- humane Papillomaviren
low risk- humane Papillomaviren
standige Impfkommission
Prostaglandin E2

Prostaglandin D2

Prostaglandin 12

Prostaglandin F2
Cyclooxygenase-1
Cycooxygenase-2

Prostaglandin E Rezeptor
Prostaglandin Rezeptor 1/2/3/4
Lysin-spezifische Demethylase 1
Flavinadenindinucleotid

Nuclear Receptor Corepressor
Ligand dependent corepressor
deoxyribonucleic acid

Receptor Interacting Protein
Retinoblastom-Protein

long control region
Immunreaktiver Score

zervikale intraepitheliale Neoplasie
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