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1. Einleitung

1.1 Das Endometriumkarzinom — ein Uberblick

Weltweit ist das Endometriumkarzinom mit einer jahrlichen Inzidenz von ca 471.000 die
sechst haufigste maligne Erkrankung der Frau [1]. In Deutschland ist es mit 12.400
Neuerkrankungen das haufigste Karzinom der weiblichen Gentialorgane, wobei bedingt
durch den westeuropdischen Lebensstil und die damit einhergehenden Risikofaktoren eine
steigende Inzidenz prognostiziert wird [1-3]. Zu diesen Risikofaktoren gehéren beispielsweise
eine friihe Menarche, eine spate Menopause, Nulliparitdt, Tamoxifen-Therapie, Diabetes,
Hyperlipiddmie oder Adipositas, wobei all diese Faktoren in einem relativen Ubergewicht
von Ostrogen resultieren. Die Exposition des Endometriums gegeniiber diesem
Ostrogeniibergewicht wird als Hauptrisikofaktor flir die Entstehung des
Endometriumkarzinoms angesehen [4]. Weitere 5% der Endometriumkarzinome sind durch
erbliche Faktoren, wie dem Lynch-Syndrom (HNPCC) bedingt [5]. Klinisch wegweisend ist die
uterine Blutung bei postmenopausalen Frauen, wobei die abschlieRende Diagnose nur durch
eine histologische Untersuchung gestellt werden kann.

Die Stadieneinteilung des Endometriumkarzinoms erfolgt anhand der TNM und FIGO-

Klassifikation (siehe Tabelle 1) [3].

Tabelle 1: TNM- und FIGO-Klassifikation des Endometriumkarzinoms (nach [3])

TNM FIGO Definition

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fiir Primartumor

T1 | Tumor begrenzt auf Corpus uteri

Tla 1A Tumor begrenzt auf Endometrium oder weniger als die Halfte des Myometriums

Tib IB Tumor infiltriert die Halfte oder mehr des Myometriums

T2 1] Tumor infiltriert das Stroma der Zervix, breitet sich jedoch nicht jenseits des Uterus aus
T3 und/oder N1 1 Lokal und/oder regionare Ausbreitung des Tumors

T3a 1A Tumor infiltriert die Serosa des Uterus und/oder der Adnexe (direkt oder Metastasen)
T3b 1B Vaginal- oder Parametrienbefall (direkt oder Metastasen)

N1 lnic Metastasen in pelvinen und/oder paraaortalen Lymphknoten

llIC1 Metastasen in Beckenlymphknoten
IIC2  Metastasen in paraaortalen Lymphknoten
T4 IVA Befall der Blasen- oder Rektumschleimhaut und/oder Fernmetastasen
M1 IVB Fernmetastasen, einschlieflich intraabdomineller Metastasen oder inguinaler
Lymphknotenmetastasen

75% aller Endometriumkarzinome werden in Stadium FIGO | diagnostiziert und haben mit

einem 5-Jahres-Uberleben von 95% eine exzellente Prognose [3, 6]. Weltweit ist das 5-
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Jahresiiberleben stadienunabhangig bei ca. 80% mit einer Mortalitat von 90.000 [2, 7, 8].
Etwa 20% der Erstdiagnosen erfolgen in fortgeschrittenem Stadium (FIGO IlI/IV) und bis zu
12% der Patientinnen erleiden ein Rezidiv [9, 10]. In solchen Situationen sinkt das 5-Jahres-
Uberleben auf 17%, da die therapeutischen Optionen limitiert sind [8, 11-13]. In den letzten
Jahren wurde mit neuen Therapiestrategien, wie zum Beispiel dem PD-1 Inhibitor
Pembrolizumab, bereits gute Erfolge erzielt [14, 15]. Die Basis bilden Untersuchungen, die
das Tumor-Mikroenvironment und andere immunologische Faktoren beriicksichtigen [16,
17]. Bei Versagen dieser therapeutischen Option sind die weiteren Optionen jedoch limitiert

[12], sodass der Bedarf an neuen Therapiekonzepten bestehen bleibt.

1.2 Histologische Einteilung des Endometriumkarzinoms

Basierend auf den genannten Risikofaktoren erfolgte die klassische Einteilung des
Endometriumkarzinoms nach Bokhman in einen Ostrogen-abhingigen (Typ |) sowie einen
Ostrogen-unabhingigen Typ (Typ 1I) [18]. Der Ostrogen-abhingige Typ beinhaltet das
endometrioide Endometriumkarzinom. Andere histologische Subtypen, wie zum Beispiel das
klarzellige, serdse, undifferenzierte oder neuroendokrine Endometriumkarzinom werden
dem Typ Il zugeordnet [18].

Nicht alle histologischen Subtypen konnten jedoch in dem Modell nach Bokhmann
dualistisch klassifiziert werden. Verbesserte molekulardiagnostische Moglichkeiten flhrten
2013 zu einem neuen Ansatz der Klassifizierung nach molekularen Subtypen [19-21]: der
ProMisE-Algorhythmus. Dieser beriicksichtigt die Mismatch-repair-Defizienz (MMR), sowie
das Vorhandensein einer Polymerase € (POLE)- Mutation und p53-Mutation [21, 22].

Tumore mit POLE-Mutation sind dabei meist endometrioide Karzinome mit guter Prognose.
Karzinome mit Mikrosatelliteninstabilitdit (MSI) sowie Tumore mit p53-wildtyp und
gleichzeitiger Mikrosatellitenstabilitat (MSS) weisen eine intermedidre Prognose auf. Serdse
und zusatzlich high-grade endometrioide Karzinome sind in der Regel p53 mutiert und haben
eine schlechte Prognose [21].

Neben wissenschaftlichen Zwecken ist diese Einteilung in Hinblick auf die Therapie-
Empfehlung, welche sich aus den Saulen Operation, Strahlentherapie und Chemotherapie

zusammensetzt, inzwischen vor allem in friihen Stadien (FIGO I-ll) relevant [6, 23].



1.3 Histondeacetylase Sirtuin-1

Zu den Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Endometriumkarzinoms, insbesondere des
klassischen, ostrogenabhangigen Typ |, gehdren Adipositas, Hyperlipidamie, Infertilitdt oder
eine spate Menopause. Diese Faktoren flihren zu einer erhohten Expression des
Endometriums gegeniiber Ostrogen.

Sirtuin-1 (Sirt-1), eine NAD*-abhangige Histon-Deacetylase ist im Nucleus lokalisiert und an
epigenetischen Modulationen beteiligt [24]. Sirt-1 ist in die Regulation des Lipid- und
Glucosestoffwechsels involviert, spielt jedoch auch eine bedeutende Rolle in der
Tumorpathogenese [25, 26]. Es flhrt beispielweise zu einer Deacetylierung von p53 und
FoxP3 [27]. Im Rahmen der Tumorgenese kann Sirt-1 entweder als Tumorsuppressor oder als
Tumorpromotor dienen [28]. Im kleinzelligen Lungenkarzinom und B-Zell-Lymphom scheint
Sirt-1 mit einem schlechten Outcome assoziiert zu sein, wahrend seine Expression im
Retinoblastom keine prognostische Rolle zu spielen scheint [29-34]. In Bezug auf
gynakologische Tumore ist Sirt-1 vor allem im Zervixkarzinom untersucht: Ein knockdown
scheint das Wachstum Paclitaxel-resistenter Zellen zu inhibieren und die Expression erhéht
die Effektivitat einer neoadjuvanten Chemotherapie [35, 36]. Fiir das Ovarialkarzinom gibt es
widersprichliche Daten: eine erhdhte Sirt-1 Expression scheint mit schlechteren
Uberlebensraten assoziiert zu sein [37]. Andere Daten zeigten, dass eine erniedrigte
Expression im serdsen Ovarialkarzinom ebenfalls mit schlechten Uberlebensraten assoziiert
ist [38]. Am Beispiel dieses Widerspruches ist hervorzuheben, dass die Rolle der Sirt-1
Expression abhdngig von der genauen Tumorentitat zu sein scheint. Fir das
Endometriumkarzinom gibt es bisher zur Expression von Sirtuin-1 keine eindeutigen
prognostischen Daten [39]. Seine Expression scheint im Gegensatz zu gesunden Gewebe
erhoht zu sein. Aullerdem gibt es Hinweise, dass seine Expression in vitro zu einer Cisplatin-
Resistenz endometrioider Karzinomzellen fiihrt [40]. Andere Daten lassen eine Progression
durch Sirt-1 Stimulation vermuten [41]. Weitere Daten, insbesondere in Hinblick auf die

prognostische Bedeutung fehlten jedoch.



1.4 Blutgruppenantigene: Sialyl Lewis X, Sialyl Lewis A und Lewis Y

Neben den bekannten ABO- und Rhesus Blutgruppenantigene gibt es weitere Blutgruppen-
Merkmale: Lewis-Antigene. Hierzu gehoren Sialyl Lewis X (SLeX), Sialyl Lewis A (SLeA) und
Lewis Y (LeY). Es handelt sich um Glykokonjugate auf der Zelloberflache. Bereits in fetalen
Zellen spielen sie eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung [42, 43]. Bei Erwachsenen
sind sie auf diversen Zelltypen prasent und sind involviert in Prozesse wie Zelladh&sion und
Signaltransduktion [44-46]. Hierdurch kommt ihnen eine wichtige Rolle in der Regulation
des Immunsystems sowie bei der der Tumorgenese zu [47, 48]. Eine Uberexpression der
Lewis Antigene ist in verschiedenen Tumorzellen beschrieben [43, 49, 50].

SLeX kann lber eine Uberexpression von E-Selektin zu einer vermehrten hdmatogenen
Metastasierung fiihren [51-53]. Im Mammakarzinom sowie Lungenkarzinom waren erhohte
SLeX Expression ebenfalls mit einer fortgeschrittenen Erkrankung assoziiert [49, 54].

Hohe SleX-Konzentrationen kénnen jedoch auch Gber immunologische Mechanismen zu
einer verbesserten Immunantwort gegenliber dem Tumor flihren: Das SLeX Derivat 6-sulfo-
SLeX ist in die Rekrutierung von T-Lymphozyten involviert [55] und wirkt sich positiv auf die
Rolle der natiirlichen Killerzellen bei der Tumorantwort aus [56]. Aus diesen gegensétzlichen
Wirkungen von SLeX schlussfolgerte Ohyama, dass fur die Wirkung des SlLeX die
verschiedenen Expressionslevel entscheidend seien [56], wobei die Rolle von SleX in Hinblick
auf Tumorsuppression und Progression abschlieBend unklar bleibt.

Das Isomer zu SleX ist SLeA. Als Epitop von CA19-9 ist es als Tumormarker bei Pankreas-,
Mamma- und kolorektalem Karzinom Uberexprimiert [43, 48, 54]. In Analogie zu SLeX flihr
auch SLeA zu einer Uberexpression von E-Selektin und férdert so die hiamatogene
Metastasierung [57-59].

LeY ist ebenfalls in verschiedenen Tumoren (iberexprimiert, unter anderem Mamma-,
Ovarial-, Prostata- und kolorektalem Karzinomen [50, 60]. Eine Uberexpression ist in der
Regel mit einer verschlechterten Prognose assoziiert [42, 50]. Im Kolonkarzinom fiihrt
beispielsweise eine LeY Expression zu einer Abnahme der Apoptoserate und damit zu einem
Tumorprogress [61].

Neben der Korrelation der Lewis-Antigene mit dem Tumorwachstum darf auch deren
immunologische Bedeutung nicht auBer Acht gelassen werden: Als Oberflichenmerkmal von
Leukozyten flihrt beispielsweise der vollstandige Verlust von SLeX zu schweren

Immundefekten [62].



Insbesondere vor dem immunologischen Hintergrund des Endometriumkarzinoms kénnen
Lewis Antigene daher ein interessantes Target sein, wenngleich groBere Studien hierzu

bislang fehlen.

1.5 RIG-lund EFTUD2

RIG-I (retinoic acid-inducible gene |) ist ein Nukleinsdure-Rezeptor im Zytoplasma [63]. Er
gehort zur Familie der RIG-I dhnlichen Rezeptoren und wird kodiert vom Gen DDX58 [64].
RIG-I erkennt und bindet virale Partikel, was liber einen Signalprozess schlussendlich zu einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und einer Hoch-Regulation von pro-
inflammatorischen Gene und Interferone fiihrt [65]. Hierdurch werden natirliche Killerzellen
stimuliert und es kommt zu einem tumorsuppressivem Effekt [66]. AuBerdem werden
Signalwege zu intrinsischen sowie extrinsischen Apoptosemechanismen aktiviert [67]. Die
Expression von RIG-I wird reguliert durch den alternativen Splicing-Faktor EFTUD2 [68].
EFTUD2 ist bekannt geworden durch seine Assoziationen mit Mund-Kiefer-
Gesichtsfehlbildungen [69]. Als alternativer Splicing-Faktor riickte jedoch seine
immunologische und onkologische Bedeutung in den letzten Jahren in den Vordergrund:
EFTUD2 ist in die Zelldifferenzierung und die Immunantwort involviert [68, 70]. Im
kolorektalen Karzinom fiihrt es, vor allem im Milieu einer Colitis, iber Modulation von
Makrophagen zu einem Tumorwachstum [71]. Die Hochregulation von RIG-I durch EFTUD2
wurde erstmals bei Hepatitis C beschrieben, wobei RIG-I in dieser Studie einen protektiven
Effekt hatte [72, 73]. Ohne Zweifel ist RIG-I ein bedeutender Teil des angeborenen
Immunsystems. Dennoch bleibt seine Rolle in Tumorzellen kontrovers diskutiert:

Prinzipiell wird von einem tumorsuppressivem Effekt ausgegangen [66]. Dies wurde im
Ovarialkarzinom auf molekularer Ebene untersucht: es konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung von RIG-I verschiedene MHC-Klasse-1-Proteine stimulierte und so zu einer
Sekretion pro-inflammatorischer Mediatoren fiihrte. Dies fiihrte schlieRlich zum Untergang
der Krebszellen in vitro [74]. Beim Mammakarzinom scheint die Rolle von RIG-I nicht so klar
zu sein: einerseits ist eine Apoptose durch RIG-I beschrieben [75], andererseits scheint RIG-I
hier Giber verschiedene Mechanismen zur einer Therapieresistenz zu fihren und schlieRlich
zu vermehrtem Tumorwachstum und zunehmender Metastasierung [76, 77]. Eine
abschlieende Bewertung ist somit aktuell nicht moglich. Obwohl RIG-I und EFTUD2
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Bestandteil des Immunsystems sind und dieses beim Endometriumkarzinom eine wichtige
Rolle spielt, gibt es bisher in Bezug auf das Endometriumkarzinom kaum Untersuchungen fiir

RIG-I und EFTUD2.

1.6 Regulatorische T-Zellen

Die Zulassung von Pembrolizumab als Immuncheckpointinihibitor beim
Endometriumkarzinom hat die Rolle des Immunsystems bei dieser Tumorerkrankung
hervorgehoben. Als Checkpointinhibitor greift Pembrolizumab in das korpereigene
Immunsystem ein und verandert die Immunhamostase zu Gunsten der koérpereigenen
Immunabwehr gegen den Tumor Uber die PD-1 Inhibition. So spielt die TME (tumor
microenvironment) eine zunehmende Rolle. Hierzu werden neben Immunzellen auch
mesenchymale Zellen, die extrazelluldare Matrix sowie inflammatorische Mediatoren gezahlt
[78]. Uber die Interaktion mit der TME wird das biologische Verhalten des Tumors in Hinblick
auf Wachstum, Metastasierung und Apoptose reguliert [79]. Als Bestandteil der
Immunzellen in der TME gelten regulatorisch T-Zellen (Treg) [80]. Hierbei handelt es sich um
CD4'CD25"-Lymphozyten [81]. Wihrend sie im gesunden Individuum vor einer
Uberschiefenden Immunantwort und damit vor Autoimmunerkrankungen schiitzen, fihren
sie in der Umgebung von Tumorzellen zum Phanomen des immune escape und schlieBlich zu
schlechteren Uberlebensraten der Patient*innen [82-84]. FoxP3, ein Transkriptionsfaktor, ist
ein spezifischer Marker fir Treg [85], insbesondere in Kombination mit CD4 und CD25 [86-
88]. Es existieren diverse Untergruppen an regulatorischen T-Zellen. Fir ihre weitere
Subtypisierung dient unter anderem CCR4, der Rezeptor fiir das Chemokin CCL22. Die
Identifikation der immunosuppressiven Subpopulation aller Tregs ist ebenfalls von
Bedeutung [89-91]. Das Vorkommen von Treg in der TME fiihrte in einigen Entitdten zu einer
verschlechterten Prognose, beispielsweise im Ovarialkarzinom [92-96].

Je nach Tumortyp kann die FoxP3 Expression herunter/herauf-reguliert werden, wobei
FoxP3 dann entweder als Tumorpromotor oder -suppressor dienen kann [97, 98]. Fir das
Endometriumkarzinom ist eine erhohte FoxP3 Expression in der TME bereits mit
verschlechterten Uberlebensraten assoziiert [99-101]. Der genaue Interaktionsmechanismus
zwischen Endometriumkarzinomzellen und regulatorischen T-Zellen ist dabei noch

unbekannt.



2. Zielsetzung

Die Entwicklung der Therapiemodalititen hat in den letzten Jahren die Bedeutung
molekularer Faktoren in den Vordergrund gerickt. Wahrend bis vor kurzem noch das
TNM/FIGO-Stadium ausschlaggebend fiir das AusmaR der Operation sowie die adjuvante
Therapie waren, sind heute mit p53, den Mismatch-Repair-Proteinen sowie der Polymerase
Epsilon bereits molekulare Marker identifiziert worden, die zusatzlich zum TNM/FIGO-
Stadium in die Therapieentscheidung mit einflieBen. Auch in der Rezidiv-Situation haben
molekulare Marker vor dem Hintergrund der Immuncheckpointinhibitoren zunehmend an
Bedeutung gewonnen. Wenngleich die genannten Faktoren im klinischen Alltag bereits
etabliert sind, so gibt es dennoch weiterhin Forschungsbedarf zur Identifikation weiterer
molekularbiologischer Prognosefaktoren.

Vor dem Hintergrund der immunologischen Bedeutung im Endometriumkarzinom und der
steigenden Inzidenz wurden in dieser Habilitationsarbeit molekularbiologischen Faktoren
sowie die Rolle der regulatorischen T-Zellen im Endometriumkarzinom untersucht. Hieraus
sollen Erkenntnisse Uber Korrelationen zu histopathologischen Merkmalen (TumorgréRe,
Lymphknotenstatus, FIGO, Grading) sowie die Prognose (Gesamt-und progressionsfreies
Uberleben) beim Endometriumkarzinom gewonnen werden. Die Ergebnisse dienen
einerseits der Erfassung molekularbiologischer Prognosefaktoren. Andererseits sollen sie als
Grundlage fiir weitere Arbeiten dienen, auf deren Basis in Zukunft die Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien im Endometriumkarzinom, insbesondere in fortgeschrittenen

Stadien, angestrebt werden kann.



3. Eigene Arbeiten

3.1 Sirtuin-1 Expression im Endometriumkarzinom korreliert mit dem Uberleben

Die Histondeacetylse Sirt-1 ist nicht nur in die Tumorpathogenese involviert, sondern auch
an Prozessen des Fett-und Zuckerstoffwechsels beteiligt. Das Wissen um Risikofaktoren wie
Adipositas und Diabetes beim Endometriumkarzinom macht Sirt-1 daher zu einem
interessanten Zielmolekiil.

Um die prognostische Bedeutung von Sirtuin-1 (Sirt-1) im Endometriumkarzinom zu
untersuchen, wurden Proben von 65 Patientinnen mit Endometriumkarzinom
(endometrioid: 59 Patientinnen oder klarzellig: 6 Patientinnen) eingeschlossen. Die
Patientinnen wurden zwischen 1990 und 2001 aufgrund eines Endometriumkarzinoms
operiert. lhre histologischen Prdaparate wurden immunhistochemisch mit Sirtuin-1-
Antikorpern  (Anti—SIRT1-Antibody; polyklonaler  Antikérper; Atlas  antibodies;
Bestellnummer HPA006295) gefarbt und auf dessen Expression untersucht. Das Ausmalf’ der
Expression wurde dabei mittels dem Immunreactive-Score (IRS) quantifiziert: die Intensitat
der Farbung (Intensitdt: O= keine; 1= mild; 2= maRig; 3= stark) wurde mit dem Anteil der
gefarbten Zellen (0 = keine gefarbten Zellen; 1 = 1- 10 % positive Zellen; 2 = 11-50 % positiv
gefarbte Zellen; 3 = 51-80 % positiv gefarbte Zellen; 4 = 81-100% positiv gefarbte Zellen)
multipliziert. Es ergaben sich Werte zwischen 0 und 12, wobei die Expression umso starker
ist, je hoher der IRS [102].

Der Median der Farbung betrug 4, wobei die Sirt-1-Expresison im endometrioiden Karzinom
verglichen mit dem klarzelligen Karzinom signifikant héher war (p=0.007). Obwohl keine
signifikante Korrelation zu klinisch-pathologischen Markern bei Erstdiagnose gefunden
wurde (T-Stadium: p=0.267; pN-Stadium: p=0.572; FIGO-Stadium: p=0.162; Grading:
p=0.760), so zeigte sich dennoch eine signifikante Korrelation zwischen der Sirt-1 Expression
bei Erstdiagnosen und dem Uberleben: Eine erhdhte Expression zeigte einen Trend zu einem
besserem Gesamtiberlebensraten (overall-survival; OS) im endometrioiden Karzinom (p=
0.070) und korrelierte signifikant mit verbessertem Progressions-freiem Uberleben
(progresison-free surival; PFS) im endometrioiden und klarzelligen Endometriumkarzinom
(p=0.042). Da Sirt-1 auch in den Lipid- und Glukosestoffwechsel involviert ist, wurde zu den
erhobenen Daten Adipositas, Diabetes und Ubergewicht ebenfalls eine Korrelationsanalyse
durchgefiihrt, diese erbrachte keinen signifikanten Zusammenhang. Die Korrelation

zwischen erhohter Sirt-1 Expression im Endometriumkarzinom sowie dem verbesserten
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Uberleben scheint also nicht direkt in Zusammenhang zu den metabolisch erhobenen
Befunden zu stehen.

Eine Endometriose in der Vorgeschichte ist ebenfalls signifikant mit der Entstehung eines
Endometriumkarzinoms assoziiert. Die hier vermehrt exprimierten Tumorsuppressoren R-
Catenin und ARID1A wurden daher ebenfalls mit Sirt-1 korreliert: Es zeigte sich eine
signifikant positive Korrelation mit diesen Tumorsuppressorgenen (R-Catenin: p=0.028 und
ARID1A: p=0.021).

Zusammenfassend ldsst sich eine Korrelation zwischen erhohter Sirt-1 Expression und
endometrioidem Typ im untersuchten Gesamtkollektiv sowie verbessertem PFS im
Endometriumkarzinom feststellen. Die Korrelation zu den Tumorsuppressorgenen ARID1A
und R-Catenin sowie die Korrelation zu Uberlebensdaten lasst die Vermutung zu, dass Sirt-1
im Endometriumkarzinom {ber Deacetylierung als Tumorsuppressor wirkt, wenngleich die

zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht verstanden sind.
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Abstract

Several risk factors like obesity and hyperlipidemia were described for endometrial cancer. Here, the nuclear NAD-dependent
histone-deacetylase Sirtuinl (SIRT1) seems to be important. SIRT1 is also involved in cell regulatory mechanisms and can
serve as tumor promotor or suppressor. Its role in tumor biology is not clear yet. In this study, we evaluated and correlated
the SIRT1 expression with patients’ tumor characteristics in endometrioid and clear-cell cancer of the uterus. 65 paraffin-
embedded samples of patients with endometrial and clear-cell cancer of the uterus were immunohistochemically stained and
SIRT1 expression was evaluated by immunoreactive score. The results were correlated to clinical and pathological tumor
characteristics as well as to the expression of ARIDIA and p-Catenin. The staining was significantly more intensive in
uterine endometrioid carcinoma compared to uterine clear-cell carcinoma (p=0.007). The expression of SIRT1 correlated
significantly with the membranous expression of fi-Catenin (p=0.028) and ARID1A (p=0.021). Patients with positive Sir-
tuinl expression had a significantly better progression-free survival (p =0.042), the overall survival showed a trend towards
a better prognosis (p=0.070). SIRT1 expression seems to be associated with improved progression-free survival in uterine
cancer (endometrioid and clear-cell) and is correlated to the tumor suppressors f-Catenin and ARID1A. Further studies are
necessary to elucidate the role of SIRT1 in uterine and ovarian cancer and its potential as a therapeutic target.
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3.2 Die Blutgruppenantigene Sialyl Lewis X, Sialyl Lewis A und Lewis Y als
prognostische Marker im Endometriumkarzinom

Die Glykokonjugate Sialyl Lewis X und A, sowie Lewis Y spielen nicht nur bei der
Charakterisierung der Erythrozyten als Blutgruppenmerkmale, sondern auch bei
verschiedenen Signalwegen eine bedeutenden Rolle. Zudem sind sie auf Leukozyten
unabdinglich fir ein intaktes Immunsystem. Vor dem Hintergrund der wachsenden
Bedeutung immunogener Mechanismen beim Endometriumkarzinom und des darauf
basierenden Einsatzes von Immuncheckpointinhibitoren, wurde der prognostische Faktor
der genannten Glykokonjugate untersucht:

234 Proben von Patientinnen mit Endometriumkarzinom und einer Operation zwischen
1990 und 2001 wurden eingeschlossen. Aus den Paraffinblocken wurden Tissue microarrays
(TMA) gewonnen, welche immunhistochemisch mit Antikorpern fir Sialyl Lewis X (SLeX; BD
Pharmingen; Monoklonaler Antikoérper; Bestellnummer: 551344), Sialyl Lewis A (SLeA;
SIGMA Alderich; Monoklonaler Antikdrper; Bestellnummer: SAB4700773) und Lewis Y (LeY;
LSBio; Monoklonaler Antikérper; Bestellnummer: LS-C311942) gefarbt wurden. Die Starke
der Expression wurde erneut mittels IRS (siehe oben) ausgewertet.

Eine erhohte Expression von SLeX korrelierte mit niedrigen pT-Stadium (p= 0.013), niedrigem
FIGO-Stadium (p= 0.006) und niedrigem Grading (p< 0.001). Ubereinstimmend hierzu
korrelierte eine erhdohte Expression signifikant mit besseren Gesamtiiberlebensraten (p=
0.023).

Ahnliche Beobachtungen in Hinblick auf klinisch-pathologische Merkmale mit Ausnahme fiir
das FIGO-Stadium wurden fiir die Expression von SLeA gemacht (pT: p=0.013; Grading: p=
0.001). Hier zeigte sich eine positive Korrelation fiir das PFS (p=0.043).

Ein signifikant niedrigeres Grading (p=0.005) bei jedoch haufig positivem Lymphknoten-
Status (p=0.038) wurde bei erhohter LeY Expression beobachtet. Die LeY Expression
korrelierte signifikant mit dem PFS der Patientinnen, wobei eine erhohte Expression mit
schlechterem Uberleben assoziiert war (p= 0.022). LeY war fiir das PFS auch ein
unabhangiger Marker.

Auch wenn die genaue Rolle der Blutgruppenantigene SLeX, SLeA und LeY noch nicht
verstanden ist, so scheinen sie in der Tumorgenese eine bedeutende Rolle zu spielen.
Untersuchungen in Hinblick auf das Endometriumkarzinom existierten bisher hierflir noch

kaum: es war lediglich eine erhohte Expression im Vergleich zu gesunden Endometrium
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beschrieben [103, 104], die prognostische Bedeutung war hierbei nicht untersucht. Fir
etwaige zugrunde liegende Mechanismen und Theorien muss mangels Untersuchungen
beim Endometriumkarzinom auf andere Entitdten verweisen werden, wobei hier die Rolle
von LeY im Ovarialkarzinom gut untersucht ist: Fir LeY wurde eine Korrelation zur
Entwicklung einer Chemoresistenz sowie zur vermehrten Invasion und Metastasierung im
Ovarialkarzinom vorgeschlagen [42, 46, 105-107]. Zudem scheint LeY in den PIK3/Akt
Signalweg involviert zu sein [105]. Ahnliche Untersuchungen fiir das Endometriumkarzinom

existieren bisher nicht.
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Abstract

Purpose Endometrial cancer (EC) is the most common gynecological cancer worldwide. Treatment has been improved in
recent years, but, in advanced stages, therapeutical options are still limited. It has been reported that the expression of the
blood group antigens Sialyl Lewis X (SLeX), Sialyl Lewis A (SLeA) and Lewis Y (LeY) is associated with prognosis in
several tumors. Large studies on endometrial and cervical cancer are still pending.

Methods Specimens of 234 patients with EC were immunohistochemically stained with antibodies for SLeX, SLeA and
LeY. Expression was correlated to histopathological variables.

Results High expression of SLeX was correlated to low pT-stage (p=10.013), low grade (p <0.001), low FIGO-stage
(p=0.006) and better overall survival rates (OS; p=0.023). High expression of SLeA was associated with low pT-stage
(p=0.013), low grade (p=0.001) and better progression-free survival (PFS; p=0.043). Le’ staining was correlated to
pN+ (p=0.038), low grade (p=0.005) and poorer PFS (p=0.022).

Conclusion This is the first study examining the expression of SLeX, SLeA and LeY in EC, which can serve as additional
future prognostic markers. Further studies are necessary to understand the underlying mechanisms. The study was approved
by the local ethics committee of the Ludwig-Maximilians University Munich (reference number 19-249).

3.3 RIG-1 und EFTUD2: Prognosefaktoren fiir ein schlechtes Outcome im
Endometriumkarzinom

Sowohl RIG-I als auch der alternative Splicing Faktor EFTUD-2 spielen eine zentrale Rolle im

angeborenen Immunsystem. Spatestens seit den Erkenntnissen Uber die positive Wirkung
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von Immuncheckpointinhibitoren beim Endometriumkarzinom wird dieses als immunogener
Tumor angesehen. Dennoch existierte bis dato keine Studie, die RIG-I und EFTUD-2 als
wichtige Modulatoren des angeborenen Immunsystems im Endometriumkarzinom
untersucht [71, 108].

Es wurden daher Proben von 225 Patientinnen mit endometrioidem Endometriumkarzinom
gewonnen und mit Antikorpern gegen RIG-I (LSBio; monoklonaler Antikorper;
Bestellnummer: LS-C331000) gefarbt. Da RIG-I durch den alternativen Splicing Faktor
EFTUD2 reguliert werden kann [68], erfolgte auRerdem eine immunhistochemische Farbung
des Kollektivs flir EFTUD-2 (Abcam; polyklonaler Antikoérper; Bestellnummer: ab72456). Auch
diese Auswertung erfolgte mittels IRS (siehe oben).

Eine hohe RIG-I Expression korrelierte dabei mit erhohtem FIGO-Stadium (p=0.027), pT-
Stadium (p=0.010) sowie hohem Grading (p=0.007). In Ubereinstimmung zu den erhéhten
Tumorstadien ging eine erhdhte RIG-I Expression auch signifikant mit einem
verschlechtertem OS (p=0.009) sowie einem erniedrigtem PFS (p= 0.022) einher.

Obwohl die Expression von EFTUD2 nicht mit histopathologischen Merkmalen (pT, pN, FIGO,
Grading) korrelierte, so zeigte sich eine signifikanter Zusammenhang zu den
Uberlebensdaten: eine erhéhte EFTUD2 Expression ging einher mit einem signifikant
verschlechtertem Outcome, sowohl in Hinblick auf das OS (p= 0.015), als auch auf das PFS
(p=0.001). In Bezug auf das PFS stellte sich EFTUD2 in der COX-Regression als unabhangigen
Marker dar. Bisher existieren wenige Daten zu EFTUD2 bei Tumorerkrankungen. Im
hepatozelluldren Karzinom konnten dennoch ahnliche Ergebnisse beobachtet werden [109,
110].

Wenngleich RIG-I in einigen Tumoren als Tumorsuppressor beschrieben wurde (z.B.
Pankreaskarzinom und malignes Melanom) [111, 112], so wurde beispielsweise fir das
Ovarialkarzinom ein adhnlicher Effekt der RIG-I Expression beschrieben, wie er in diesen
Ergebnissen zu Stande kam: Auch im Ovarialkarzinom scheint die RIG-I Expression ein
negativer Prognosemarker zu sein [113]. Hierbei wurden ebenfalls Korrelationen zu FOXP3
sowie PD-L1 und Interferon-B detektiert [114, 115]. Es wird diskutiert, dass die
tumorsuppressive Wirkung von RIG-I durch ein immun-escape-Phdanomen in der TME
neutralisiert werden [113]. Im Endometriumkarzinom ist bereits bekannt, dass das
Vorhandensein regulatorischer T-Zellen und ihres Markers FOXP3 zu verschlechterten

Uberlebensraten fiihren [99, 116]. Insbesondere in Hinblick auf das Endometriumkarzinom
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als immunogener Tumor kénnte die TME und die Interaktion von RIG-I mit dieser eine

bedeutende Rolle spielen bei der Erforschung der Rolle von RIG-I.
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Abstract

Purpose Endometrial cancer is the most common gynecological malignancy. The helicase RIG-I, a part of the innate immune
system, and EFTUD2, a splicing factor which can upregulate RIG-I expression, are shown to influence tumor growth and
disease progression in several malignancies. For endometrial cancer, an immunogenic cancer, data about RIG-1 and EFTUD2
are still missing. The aim of this study was to examine the expression of RIG-I and EFTUD?2 in endometrial cancer.
Methods 225 specimen of endometrial cancer were immunohistochemically stained for RIG-1 and EFTUD2. The results
were correlated to clinicopathological data, overall survival (OS) and progression-tree survival (PFS).

Results High RIG-I expression correlated with advanced tumor stages (FIGO: p=0.027; pT: p=0.010) and worse survival
rates (OS: p=0.009; PFS: p=0.022). High EFTUD?2 expression correlated to worse survival rates (OS: p =0.026; PFS:
p<0.001) and was determined to be an independent marker for progression-free survival.

Conclusion Our data suggest that the expression of RIG-1 and EFTUD2 correlates with survival data, which makes both a
possible therapeutic target in the future.

3.4 Regulatorische T-Zellen im Endometriumkarzinom und deren Prognose fiir das
Uberleben

Insbesondere in fortgeschrittenen Stadien des Endometriumkarzinoms gewinnen
Immuntherapien, beispielsweise mit Pembrolizumab, zunehmend an Bedeutung [14]. Ein
Bestandteil der TME sind regulatorische T-Zellen [78, 80]. Diese CD4'CD25"-Lymphozyten
supprimieren die Proliferation von Effektor-T-Zellen und die proinflammatorische
Zytokinproduktion [83, 117]. Wahrend regulatorische T-Zellen im gesunden Gewebe vor
einer Autoimmunreaktion schiitzen [82], konnen sie in der TME zu Immunevasion und
insgesamt schlechteren Uberlebensraten fiihren [83, 84]. Als Marker fiir regulatorische T-
Zellen dient FoxP3, wobei im Endometriumkarzinom einige Daten bereits auf eine

Korrelation zwischen FoxP3 und Uberlebensraten hindeuten [99]. Ziel der Studie war es,
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regulatorische T-Zellen im Endometriumkarzinom genauer immunhistochemisch mittels
FoxP3 sowie in der Zellkultur zu untersuchen.

Proben von 275 Patientinnen mit Endometriumkarzinom wurden eingeschlossen, zusatzlich
ein Kontrollkollektiv mit 28 gesunden Endometrium-Proben. Es folgte zunadchst eine
immunhistochemische Farbung der gewonnen TMAs fiir FoxP3. Die Auswertung erfolgte
mittels IRS (siehe oben), zusatzlich wurden FoxP3 positive Zellen pro Gesichtsfeld gezahlt.
Zur Charakterisierung der FoxP3 positiven Zellen wurde im Anschluss eine
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit zusatzlich Anti-CD3-Antikérper und Anti-CCR4-
Antikorper durchgefiihrt.

Im gesunden Gewebe waren kaum FoxP3 positive Zellen nachzuweisen. In den Tumorproben
zeigte sich eine nukledre FoxP3 Expression der Stroma-infiltrierenden Lymphozyten, die
sowohl nach Doppelfarbung mit CD4 als regulatorische T-Zellen identifiziert wurden [89-91].
FoxP3 positive Zellen waren signifikant vermehrt in G2/G3 Tumoren (p<0.001). Proben mit
frihen sowie weit fortgeschrittene Tumorstadien (pT1, FIGO | und pT4, FIGO IV) zeigten eine
erniedrigte FoxP3 Expression im Vergleich zu FIGO II/lll bzw pT2/4. Eine hohe Anzahl FoxP3
positiver Zellen korrelierte mit schlechteren Gesamtiiberlebensraten (p=0.013).

Aus humanen PBMC wurden regulatorische T-Zellen (CD4+CD25+CD127dim/- cells)
gewonnen und mit humanen Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2 sowie Ishikawa ko-
kultiviert. Dabei stieg der Anteil an CD4"CD25'FoxP3" Treg unter den PBMC signifikant nach
einer Ko-Kultur Gber 72h an. Um die Wirkung regulatorischer T-Zellen auf die Tumorzellen in
vitro zu untersuchen, wurden verschiedene Funktionsassays nach Ko-Kultur von Treg und
Endometriumkarzinomzelllinien (RL95-2 sowie Ishikawa) durchgefiihrt: es zeigte sich eine
erhohte Migrations- sowie Invasionsfahigkeit der Tumorzellen, die Viabilitat stieg ebenfalls
signifikant an. Die Apoptoserate, ermittelt (iber Caspase 3/7 Elisa, blieb unverdndert.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Infiltration von regulatorischen
T-Zellen mit einem hohen Grading und signifikant schlechteren Gesamtiiberlebensraten
einherging. Nach Ko-Kultur mit CD4+CD25+CD127dim fihrten erhdhte Konzentrationen
regulatorischer T-Zellen zu gesteigerter Migrations- und Invasionsfahigkeit sowie
gesteigerter Viabilitdat der Tumorzellen. Im Gegensatz dazu waren in gesundem

Endometrium kaum regulatorische T-Zellen zu finden.
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Fiir ein besseres Verstandnis der Rekrutierung regulatorischer T-Zellen muss die Interaktion
mit den daran beteiligten Chemokinen, wie zum Beispiel CCL22 und CCL1, genauer

untersucht werden [118, 119].
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Abstract

Purpose Endometrial cancer (EC) is one of the most common gynaecologic malignancies. Tumor infiltrating regulatory
T-cells (Treg) have been reported to have a prognostic impact in many malignancies. Immunotherapeutic strategies are
gaining interest for advanced and recurrent EC cases, where treatment options are rare. Our study was aimed at determining
the value of Treg in EC progression.

Methods EC specimens from 275 patients and 28 controls were screened immunohistochemically for the presence of Treg
represented by FoxP3. Correlations with clinicopathological and survival parameters were performed. Functional assays
were performed using EC cell lines Ishikawa +and RL95-2 after co-culturing with isolated CD4 +CD25 + CD127dim Treg.
To assess the influence of EC on the composition of peripheral blood mononuclear cells (PBMC), flow cytometric analyses
were performed.

Results We found that an increased infiltration of Treg was associated with high grades and a reduced overall sur-
vival. Treg were almost absent in endometrium tissues from healthy control patients. Co-culture of tumor cells with
CD4 +CD25+ CD127dim Treg led to functional changes: enhanced invasion, migration and viability indicated that increased
levels of Treg in the tumor microenvironment may promote tumor growth. Furthermore, we found that the presence of EC
cells led to phenotypic changes in PBMC, showing significantly increased levels of CD25 and FoxP3.

Conclusion Our results indicate that the presence of Treg in the EC tumor environment is associated with a poorer outcome.
A remarkable impact of Treg on tumor cell behaviour and vice versa of tumor cells on PBMC subpopulations support this
notion mechanistically. Our findings provide a basis for focusing on Treg as potential future therapeutic targets in EC.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Das Endometriumkarzinom ist in Deutschland das haufigste Genitalkarzinom der Frau und
weltweit die sechst haufigste maligne Erkrankung der Frau. Zu den bekannten Risikofaktoren
gehoren neben Adipositas und Diabetes weitere Faktoren, die schlussendlich zu einer
erhdhten Exposition des Endometriums gegeniiber Ostrogen fiihren. Bedingt durch den
westlichen Lebensstil und der damit einhergehenden steigenden Inzidenz rickt die
Erkrankung zunehmend in den Fokus. In den letzten Jahren wurde die klassische Einteilung
in einen Ostrogen-abhingigen und Ostrogenunabhingigen Typ zugunsten der Molekularen
Subtypisierung verlassen. Hierbei werden die Faktoren Mismatch repair (MMR)-Defizienz,
Polymerase € (POLE)- Mutation, sowie die p53-Mutation bericksichtigt und es erfolgt eine
risikoadaptatierte Eingruppierung. Wahrend das 5-Jahres-Uberleben im Friihstadium (FIGO I)
bei 95% liegt, sinkt es auf 17% bei fortgeschrittener (FIGO I1lI-IV) beziehungsweise
rezidivierender Erkrankung. Auf Basis von Untersuchungen, die das Tumor-
Mikroenvironment und weitere immunologische Faktoren berlicksichtigten, konnten neue
Therapiekonzepte etabliert werden. Ein bekannter Vertreter ist der
Immuncheckpointinhibitor ~ Pembrolizumab, ein  PD-1-Inhibitor. So konnte in
fortgeschrittenen Erkrankungsstadien das Uberleben verbessert werden, dennoch bleiben
bei Versagen dieser Therapie die therapeutischen Optionen limitiert. Basierend auf der
zunehmenden Bedeutung molekularer Marker sowie immunologischer Mechanismen und
der steigenden Inzidenz, war es das Ziel dieser kumulativen Habilitationsarbeit,
molekularbiologische Faktoren im Endometriumkarzinom zu untersuchen. Hieraus sollten
Erkenntnisse Uber Korrelationen zu histopathologischen Merkmalen sowie die Prognose
(Gesamt-und progressionsfreies Uberleben) gewonnen werden. Die daraus gewonnenen
Erkenntnisse konnen in Zukunft als Grundlage fir weitere Forschung zur Etablierung neuer
therapeutischer Anséatze dienen.

Aufgrund des Einflusses von Adipositas und Diabetes auf das Endometriumkarzinom wurde
zunachst die Expression der Histondeacetylase Sirt-1 im Endometriumkarzinom
immunhistochemisch untersucht. Sie ist sowohl in den Zucker- und Fett-Stoffwechsel
involviert als auch in die Tumorpathogenese liber epigenetische Mechanismen [25, 26], wie
beispielsweise die Deacetylierung des Treg-Markers FoxP3 [27]. Dabei wird kontrovers
diskutiert, ob Sirt-1 als Tumorsuppresssor oder Tumorpromotor fungiert. Die Rolle der Sirt-1

Expression scheint abhdngig von der genauen Tumorentitdit zu sein. Es wurde eine
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Korrelation zwischen erhohter Sirt-1 Expression und verbessertem PFS sowie zu den
Tumorsuppressorgenen ARID1A und R-Catenin. Dies lasst die Vermutung zu, dass Sirt-1
Expression im Endometriumkarzinom als Tumorsuppressor wirkt, wenngleich die
zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht verstanden sind.

Neben Sirt-1 als epigenetischen Modulator wurden im Weiteren die Glykokonjugate der
Sialyl-Lewis-Gruppe als Zelloberflaichenmerkmale untersucht: ihnen wird eine Beteiligung an
Prozessen der Zelladhasion, Signaltransduktion sowie an der Regulation des Immunsystems
zugeschrieben. Lewis Antigene (SLeX, SLeA, LeY) sind in verschiedenen Tumorzellen
Uberexprimiert. In Anbetracht der neuen immunologischen Therapieoptionen kénnen Lewis-
Antigene vor dem Hintergrund der Beteiligung an der Regulation des Immunsystems ein
interessantes Target sein. Die LeY Expression korrelierte mit einem niedrigem Grading sowie
positivem Lymphknoten Status und stellte sich als unabhdngiger Marker fir ein
verschlechtertes PFS heraus. Eine vermehrte Invasion sowie Metastasierung bei hoher LeY
Expression wurde an anderen Tumorentitdten bereits gezeigt [105]. Eine erhdhte Expression
von SLeA korrelierte mit niedrigem Tumorstadium (pT), niedrigem Grading und besserem
PFS. Ahnliche Untersuchungsergebnisse wurden fiir die Expression von SLeX festgestellt (pT,
FIGO, Grading), wobei hier die Expression mit dem OS korrelierte. Als zugrunde liegender
Mechanismus wird eine verbesserte Immunantwort gegenliber dem Tumor vermutet [55].
Ebenfalls an der Immunantwort beteiligt ist der Nukleinsdure-Rezeptor RIG-I: Uber
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und einer Hoch-Regulation pro-
inflammatorischer Gene kommt zu einem tumorsuppressivem Effekt [66, 67]. RIG-I kann
Uber verschiedene Mechanismen jedoch auch zu einer Therapieresistenz und schlief8lich
zunehmenden Metastasierung flihren [75]. Seine Expression wird reguliert durch den
alternativen Splicing-Faktor EFTUD2. Eine erhdohte EFTUD2 Expression ging mit signifikant
verschlechtertem Outcome einher. Nach immunhistochemischer Farbung fir RIG-I zeigte
sich eine Korrelation zu erhohtem FIGO- und pT-Stadium, hohem Grading und signifikant
verschlechtertem Gesamtiiberleben. Es wird diskutiert, dass die tumorsuppressive Wirkung
von RIG-I durch ein immun-escape-Phanomen im Tumor-Mikroenvironment neutralisiert
wird [113].

Sowohl RIG-I, als auch Lewis-Antigene und Sirtuin-1 scheinen in Interaktion mit dem TME zu
treten. Ein Bestandteil davon sind Treg: wadhrend sie im gesunden Individuum vor

Autoimmunerkrankungen schiitzen, fiihren sie bei Karzinomerkrankungen zum Phanomen
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des Immune escape [82-84]. Nach Farbung der Proben mit dem Treg-Marker FoxP3 zeigte
sich einerseits eine signifikant hohere FoxP3 Expression im Tumorgewebe im Vergleich zu
gesunden Kontrollen. Andererseits war eine erhohte FoxP3-Expresison ein negativer
prognostischer Faktor fir das OS. Um den Interkationsmechanismus zwischen
Endometriumkarzinomzelle und regulatorischen T-Zellen im Endometriumkarzinom genauer
zu untersuchen, wurden aus humanen PBMC regulatorische T-Zellen (CD4'CD25'CD127dim/-
cells) isoliert und mit Endometriumkarzinomzellen ko-kultiviert. In Funktionsassays konnte
eine erhdhte Migrations- und Invasionsfahigkeit der Tumorzellen sowie eine vermehrte
Viabilitat gezeigt werden. Unterschiede in der Apoptoserate waren nicht zu detektieren.
Aullerdem stieg der Anteil an Treg im PBMC-Pool nach Ko-Kultur mit
Endometriumkarzinomzellen. Insgesamt ldsst sich zusammenfassen, dass nach Ko-Kultur mit
Tumorzellen es zu einer vermehrten Rekrutierung von Treg kommt und diese das

Tumorverhalten negativ beeinflussen.

Die Expression der in dieser Habilitationsarbeit untersuchten Marker Sirt-1, SLeX, SLeA, LeY,
RIG-I, EFTUD-2 und FoxP3 korrelierten signifikant mit dem Uberleben der Patientinnen. In
Funktionstest konnte aullerdem der negative Effekt von regulatorischen T-Zellen auf das
Tumorverhalten gezeigt werden. Die dargestellten Ergebnisse sollen als Grundlage fir
weitere Arbeiten dienen, um den zugrundeliegenden Mechanismus der Korrelationen zu
untersuchen. Aktuell erfolgen dazu in unserem Forschungslabor bereits Untersuchgen in
Hinblick auf RIG-I sowie die Interaktion zwischen CCL-22 und Treg. Auf deren Basis und unter
Hinzunahme neuer wissenschaftlicher Methoden kann in Zukunft die Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien im Endometriumkarzinom angestrebt werden. Insbesondere vor
dem Hintergrund einer individualisierten Medizin und der Notwendigkeit weiterer
therapeutischer Mechanismen im fortgeschrittenen Endometriumkarzinom dienen mir die
Ergebnisse dieser Habilitationsarbeit als Motivation fir meine weitere wissenschaftliche

Arbeit.
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5. Abkiirzungsverzeichnis
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