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Zusammenfassung

Sowohl das Zervix- als auch das Endometriumkarzinom sind haufige gyndkologische
Tumoretitaten. 2020 verstarben ca. 440.000 Frauen weltweit an diesen Erkrankungen [1].
Das Zervixkarzinom stellt eine Tumorerkrankung der jungen Frau dar. Die Inzidenz und
Mortalitat konnten in Deutschland in den letzten Jahren erheblich gesenkt werden. In
Entwicklungslandern bleibt das Zervixkarzinom aber eine der fiihrenden Todesursachen
unter Frauen [2, 3]. Das Endometriumkarzinom ist ein Tumor des Alters, mit steigender
Inzidenz und Mortalitat in der westlichen Welt [4]. Gemein ist beiden Tumoretitdten die
Stellung als bleibendes globales Gesundheitsproblem. Im Gegensatz zu vielen anderen
Tumoretititen haben sich die Uberlebensraten bei Patientinnen mit Zervix- und
Endometriumkarzinomen seit 1970 nicht wesentlich verbessert [5]. Dies spiegelt die
limitierten therapeutischen Optionen, vor allem bei Patientinnen mit fortgeschrittener
oder rezidivierter Erkrankung, wider [6]. Die genaue Untersuchung potenziell
kanzerogener Mechanismen ist Grundlage fir die Entwicklung weiterer prognostischer
Faktoren und therapeutischer Zielpunkte und daher von groRer Bedeutung. Galektin-8
und Galektin-9, die Histonmodifikationen H3K9ac und H3K4me3 sowie der
Glukokortikoidrezeptor sind in den Prozess der Karzinogenese involviert und wurden
bereits fiir verschiedene Tumoretitaten als prognostische Faktoren identifiziert [7-10].

Daher wurden in dieser Arbeit die Marker in Kollektiven von 244 Zervixkarzinom- und 225
Endometriumkarzinomproben immunhistochemisch untersucht. Im
Zervixkarzinomkollektiv wurden plattenepitheliale, glandulare und adenosquamdse
Subtypen eingeschlossen, im Endometriumkarzinomkollektiv  ausschlieRlich
endometrioide Adenokarzinome. Die Proben entstammen Patientinnen, die in der
Frauenklinik der LMU von 1993 — 2002 (Zervixkarzinom) bzw. 1990 — 2002
(Endometriumkarzinom) operiert wurden. Das Gewebe wurde immunhistochemisch
gefarbt und anschlieend mithilfe eines semiquantitativen Scores lichtmikroskopisch
ausgewertet. AnschlieBend wurden die Farbeergebnisse mit histopathologischen
Parametern der Tumore und Uberlebensdaten der Patientinnen korreliert. Die
statistische Auswertung wurde mithilfe von SPSS durchgefiihrt.

Galektin-8 wurde im Zervixkarzinom ausschlieRlich zytosolisch exprimiert, im
Endometriumkarzinom zeigte sich eine zytoplasmatische und nukledre Expression von
Galektin-8. Sowohl im Zervix-, als auch im Endometriumkarzinom konnte Galektin-8 als
positiv prognostischer Marker identifiziert werden. Im Zervixkarzinom korrelierte eine
erhohte Galektin-8-Expression mit einem negativen Nodalstatus (p = 0,004) und einem
niedrigeren FIGO-Stadium (p = 0,008). AuRerdem zeigte Galektin-8 in der Gruppe der
plattenepitheliale Karzinome einen positiven Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben (=
4,394 mit p = 0,036). Im Endometriumkarzinom war die zytosolische Galektin-8-
Expression invers mit dem Grading korreliert (p = 0,029). Eine hohere Expression von
Galektin-8 war ein positiv prognostischer Marker fir das Gesamtiberleben der
Patientinnen, wobei die zytosolische Galektin-8-Expression als unabhangiger
prognostischer  Faktor identifiziert wurde. Galektin-9 zeigte das gleiche
Expressionsmuster wie Galektin-8 und lag im Zervixkarzinom nur zytosolisch, im
Endometriumkarzinom auch nuklear vor. Fiir den Nodalstatus pN zeigte sich eine negative
Korrelation mit Galektin-9 (p = 0,024), ebenso wie fir das FIGO-Stadium (nur in der
Gruppe der plattenepithelialen Karzinome; p = 0,002) und dem Grading (p = 0,048). Eine
hohere Galektin-9-Expression war ebenfalls mit einem langeren Gesamtiberleben
assoziiert (> = 4,519 mit p = 0,034). Im Endometriumkarzinomkollektiv war eine héhere
zytosolische Galektin-9-Expression assoziiert mit niedrigerem Grading (p < 0,001).
Passend dazu beeinflusste das zytosolische Galektin-9 das Gesamtiiberleben von
Patientinnen mit Endometriumkarzinom positiv (;° = 4,608 mit p = 0,032). Insgesamt
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konnten Galektin-8 und -9 als positiv prognostische Marker fir das Zervix- und
Endometriumkarzinom identifiziert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden 2022
unter dem Titel ,,Galectin-8 and -9 as prognostic factors for cervical cancer” publiziert [11].

Galektine konnen Uber die Erkennung von Glykokonjugaten Signalwege aktivieren und so
verschiede tumorbiologisch relevante Prozesse regulieren. Galektin-8 und -9 modulieren
beispielsweise Angiogenese, Apoptose, Metastasierung und die tumordse Immunantwort
[7]. FUr Galektin-8 wurden ambivalente Effekte beschrieben, jedoch konnte der positiv
prognostische Wert von Galektin-8 z.B. im Ovarial- und Mammakarzinom nachgewiesen
werden [8, 12, 13]. Galektin-9 hingegen zeigt in den meisten Tumoretititen einen
tumorsuppressiven Effekt, der mit den Ergebnissen dieser Arbeit im Einklang steht [14,
15]. In der histopathologischen Diagnostik kann besonders die kombinierte Untersuchung
aller tumorbiologisch relevanten Galektine am Tumor Aufschluss iber das Tumorstadium
und die Prognose geben. Als therapeutische Zielpunkte werden Galektine mit onkogener
Wirkung in ersten klinischen Studien mittels spezifischen Galektin-Inhibitoren supprimiert
[16]. Um die Funktion Galektin-8 und -9 in der Tumorbiologie noch besser verstehen
sowie diagnostisch und therapeutisch nutzen zu kdnnen, sind weitere Studien, vor allem
hinsichtlich der Wirkung verschiedener Isoformen und der subzelluldren Lokalisation
sinnvoll und notwendig.

Die Analyse der Expression von H3K9ac im Endometriumkarzinom zeigte eine starke
Anfarbung in den Nuklei. Die Tumorausdehnung pT korrelierte invers mit der nukledren
H3K9ac-Expression (p = 0,020), genauso wie der Nodalstatus pN (p = 0,042) und das FIGO-
Stadium (p = 0,021). Jedoch war eine starke zytosolische Expression von H3K9ac mit
einem positive Lymphknotenstatus pN1 assoziiert (p = 0,024). Die nukleare Expression von
H3K4me3 war invers mit der Tumorausdehnung pT (p = 0,011) und dem FIGO-Stadium
korreliert (p = 0,012). Insgesamt konnten die aktivierenden Histonmodifikationen H3K9ac
und H3K4me3 ebenfalls als positiv prognostische Faktoren fiir das Endometriumkarzinom
identifiziert werden.

Histonmodifikationen regulieren als epigenetische Modifikationen die Zuganglichkeit der
DNA fir die Transkription und kdnnen so die Expression von Tumorsuppressor- oder
Onkogenen  aktivieren. Eine Haufung von H3K9ac und H3K4me3 an
Tumorsuppressorgenen sind vorteilhaft und ein global erh6htes Level der aktivierenden
Histonmodifikationen fihrt zu einer besseren Prognose fiir Patientinnen mit
Endometriumkarzinom [17-20]. Reduzierte Level von H3K4me3 und H3K9ac sind Hinweise
fir vorliegende DNA-Schaden [21, 22]. Diese Ergebnisse passen zu dem positiv
prognostischen Wert, der fir die Modifikationen in dieser Arbeit ermittelt werden konnte.
Daher konnen H3K4me3 und H3K9ac diagnostisch wertvolle Marker sein und Hinweise
auf den Nutzen im Einsatz von Histondeacetylase- und Lysindemethylase-Inhibitoren
geben.

Der Glukokortikoidrezeptor wurde im tumor-assoziierten Stroma sowie im Tumor selbst
im Endometriumkarzinomkollektiv evaluiert. Die Glukokortikoidrezeptor-Expression im
Stroma korrelierte signifikant invers mit der Tumorausdehnung pT (p = 0,009). Dasselbe
konnte fur das FIGO-Stadium beobachtet werden (p = 0,013).

Als nukledarer Rezeptor reguliert der Glukokortikoidrezeptor die Transkription
verschiedener Gene und kann dabei je nach Isoform transaktivierend oder -repressiv
wirken  [23, 24]. Zusatzlich sind auch nicht-genomische  Effekte des
Glukokortikoidrezeptors bekannt [25]. Vor allem in hormonabhdngigen Karzinomen
scheint der Glukokortikoidrezeptor eine wichtige Rolle zu spielen, da er mit den
Funktionen anderer nukledrer Rezeptoren wie dem Ostrogenrezeptor im
Mammakarzinom interagiert [26, 27]. In dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang
zwischen der Glukokortikoidrezeptor-Expression im Tumor und prognostischem Wert fiir
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die  Patientinnen ermittelt werden. Jedoch war die Expression des
Glukokortikoidrezeptors im tumor-assoziierten Stroma verbunden mit einem niedrigerem
Tumorstadium. Wahrend im Endometriumkarzinom selbst bisher gegensatzliche Effekte
des Glukokortikoidrezeptors beschrieben wurden, gibt es noch keine Studien zur Wirkung
desselben im Stroma [28, 29]. In anderen Tumoretitdten, wie dem Kolonkarzinom, konnte
der Glukokortikoidrezeptor als Transkriptionsfaktor Onkogene regulieren und so eine
tumorsuppressive Wirkung entfalten [30].

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit flinf verschiedene Parameter am Zervix-
und/oder Endometriumkarzinom untersucht, wobei sich alle davon als positiv
prognostisch fiir die Patientinnen darstellten. Die Ergebnisse dienen als erste
Orientierung  inwieweit  sich  Galektine, Histonmodifikationen und  der
Glukokortikoidrezeptor auf das Outcome von Patientinnen mit Endometrium- und
Zervixkarzinom auswirken. In dieser Studie wird die Expression der molekularen Marker
untersucht, es bedarf jedoch noch weiteren Untersuchungen in Hinblick auf die zugrunde
liegenden Mechanismen. Darauf basierend koénnen neue Diagnoseverfahren,
prognostische Einteilungen und Therapieansatze entwickelt werden.

Abstract

Both cervical and endometrial cancer are common gynecological tumor entities.
Altogether approximately 440.000 women died worldwide from these diseases in 2020
[1]. Cervical carcinoma represents a tumor disease of rather young women and the
incidence as well as mortality could be significantly reduced in Germany during the last
years. However, it remains one of the leading causes of death among women in
developing countries [2, 3]. Endometrial cancer is a disease of mainly older women, with
incidence and mortality continuously rising in the western world [4]. A similarity of both
carcinomas is their position as an enduring global major health issue. In contrast to many
other tumor entities, survival rates of patients with cervical or endometrial cancer have
not improved significantly since the 1970s [5]. This reflects the limited therapeutical
options especially for patients with advanced or recurrent disease [6]. The exact
investigation of potentially cancerogenic mechanism is the basis for the development of
further diagnostic and prognostic markers and therapeutic targets. As they are implicated
in carcinogenesis, galectin-8 and -9, the histone modifications H3K9ac and H3K4me3 and
the glucocorticoid receptor, were identified as prognostic markers in gynecological
tumors [7-10].

Therefore, these proteins were immunohistochemically examined in collectives of 244
cervical and 225 endometrial carcinoma specimens. The cervical carcinoma collective
included squamous, glandular, and adenosquamous subtypes, the endometrial carcinoma
collective compromised endometrioid adenocarcinomas only. These samples originated
from patients which underwent surgery in the Department of Gynecology and Obstetrics,
LMU Munich in the period of 1993 — 2002 (cervical cancer) respectively 1990 — 2002
(endometrial cancer).

The tissue was immunohistochemically stained, followed by a microscopical analysis using
a semiquantitative score. The staining results were statistically correlated with
histopathological features of the tumors and survival time data of the patients. Statistical
analysis was performed using SPSS.

In cervical cancer, galectin-8 was solely expressed in the cytoplasm. Squamous cell
carcinomas showed significantly more galectin-8 than adenocarcinomas and
adenosquamous carcinomas (p = 0,024). The expression of galectin-8 in the nucleus and
cytoplasm was evaluated separately in endometrial cancer. Both in cervical and
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endometrial cancer, galectin-8 was identified as a positive prognostic marker. In cervical
cancer, galectin-8 expression correlated with negative nodal status pNO (p = 0,004) and
lower FIGO stage (p = 0,008). In addition, in the group of squamous cell carcinoma,
galectin-8 showed a positive impact on relapse-free survival (p = 0,036). In endometrial
cancer, cytosolic galectin-8 expression correlated inversely with grading (p = 0,029).
Higher expression of cytosolic and nuclear galectin-8 expression turned out to be a
positive prognostic marker for overall patient survival, with cytosolic galectin-8 being an
independent prognostic factor. Galectin-9 showed the same expression pattern as
galectin-8 (only cytosolic in cervical, but both cytosolic and nuclear in endometrial
cancer). Regarding the nodal status in cervical cancer, a negative correlation was seen (p
= 0,024), as well as for FIGO stage (only in squamous cell carcinomas, p = 0,002) and
grading (p = 0,048). Concerning the overall survival, galectin-9-expression turned out to
be beneficial (p = 0,034). In endometrial cancer, higher cytosolic galectin-9 expression was
associated with lower grading (p < 0,001) and prolonged overall survival (p = 0,032).
Altogether, galectin-8 and -9 could be identified as positive prognostic markers for cervical
and endometrial cancer. The results of this study were published in 2022 under the title
,Galectin-8 and -9 as prognostic factors for cervical cancer” [11].

Galectins can activate signal pathways via glycoconjugate recognition and thus regulate
tumor biologic processes. For galectin-8 and -9 these processes compromise
angiogenesis, apoptosis, metastasis and the tumoral immune response [7]. Ambivalent
effects have been described for galectin-8, but the positive prognostic vale of this lectin
has been demonstrated in e.g. ovarian and breast cancer, as well as in this study [8, 12,
13]. In contrary, galectin-9 shows a tumor suppressive effect in most studies, which could
be confirmed in this thesis [14, 15]. In histopathological diagnostics, especially the
combined investigation of all relevant galectins in the tumor, can provide information
about tumor stage and patient prognosis. As therapeutic targets, galectins with mainly
oncogenic activity are suppressed in primal clinical trials by specific galectin inhibitors
[16]. However, the therapeutic efficacy of galectin-8 and -9 in cervical and endometrial
cancer remains to be elucidated. To understand their function in tumor biology even
better, further studies, especially regarding different isoforms and subcellular
localization, are necessary.

Analysis of H3K9ac expression in endometrial cancer showed, as expected, strong staining
in the nuclei. Tumor extent pT correlated inversely with nuclear H3K9ac expression (p =
0,021), as did nodal status pN (p = 0,042) and FIGO stage (p = 0,021). However, strong
cytosolic H3K9ac expression was associated with a positive lymph node status (p = 0,024).
H3K4me3 was expressed in the nucleus in 85,4% and cytoplasmic in 85,8% of the
specimens. Nuclear H3K4me3 expression was inversely correlated with tumor extent (p =
0,011) and FIGO stage (p = 0,012). In summary, the activating histone modifications
H3K4me3 and H3K9ac are positive prognostic factors for endometrial cancer.

Histone modifications like H3K4me3 and H3K9ac regulate the accessibility of DNA for
transcription and can thus alter the expression of genes. An accumulation of H3K9ac and
H3K4me3 at tumor suppressor genes are beneficial and a globally increased level of
activating histone modifications leads to a better prognosis for patients with endometrial
cancer [17-20]. On the contrary, reduced expression of H3K4me3 und H3K9ac is indicative
of DNA damage [21, 22]. These results are matching with the positive prognostic value of
those modifications identified in this study. Therefore, H3K4me3 and H3K9ac can be
diagnostically valuable markers and provide evidence for benefit in the use of histone
deacetylase inhibitors and lysine demethylase inhibitors in endometrial cancer.

The glucocorticoid receptor was evaluated in tumor-associated stroma as well as in the
tumor itself. There was a significant correlation with lower tumor extent pT (p = 0,009)
and higher glucocorticoid receptor expression, the same coherence could be found for
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FIGO stage (p = 0,013). As a nuclear receptor, the glucocorticoid receptor regulates
transcription of various genes and can act transactivating or transrepressing [23, 24].
Additionally, non-genomic effects of the glucocorticoid receptor are known [25]. The
glucocorticoid receptor seems to play an important role especially in hormone dependent
carcinomas by interacting with other nuclear receptors like androgen or estrogen
receptors [26, 27]. In this study, no coherence between glucocorticoid receptor
expression the tumor and prognostic value for patients was determined. However, the
expression of the glucocorticoid receptor in tumor-associated stroma correlated with a
lower tumor stage. While opposing effects of the glucocorticoid receptor in endometrial
cancer have been previously described, so far there have been no studies on the impact
of glucocorticoid receptor in the tumoral stroma [28, 29]. In other tumor entities like colon
carcinoma, the glucocorticoid receptor in the stroma was able to regulate oncogenes and
thus exert tumor suppressive effects [30].

In summary, in this study five different markers were investigated in cervical and/or
endometrial cancer. All of them were found to be positively prognostic for the patients.
These results serve as a first orientation to what extent galectins, histone modifications
and the glucocorticoid receptor affect the outcome of patients with cervical or
endometrial cancer. In this study, only the expression of the molecular markers was
evaluated, but there is a need for further investigation of the underlying mechanisms.
Based on these findings, new diagnostic procedures, prognostic classifications, and
possibly therapeutic approaches can be developed.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung des Zervixkarzinoms

1.1.1 Epidemiologie

Das Zervixkarzinom steht weltweit an vierter Stelle der haufigsten Karzinome und ist die
vierthaufigste Krebstodesursache der Frau. Im Jahr 2020 wurden weltweit 604.000 neue
Erkrankungen registriert, 342.000 Frauen starben daran [1]. Die Inzidenz des
Zervixkarzinoms ist von groBen geographischen Unterschieden gepragt [2]. Wahrend die
niedrigste Inzidenzrate mit 4 Neuerkrankungen pro Jahr und 100.000 Frauen im
westlichen Asien liegt, ist das Zervixkarzinom in Afrika die zweithaufigste
Krebserkrankung nach Brustkrebs. Auffillig ist aulerdem die inverse Korrelation der
Inzidenz mit dem Human Development Index. 85% aller Félle des Zervixkarzinoms und
88% der Zervixkarzinom-assoziierten Todesfdlle traten 2018 in Entwicklungslédndern auf
[2]. In Industrienationen hat die Inzidenz in den letzten Jahrzehnten stark abgenommen.
Beziiglich der Inzidenz und Mortalitdt in Europa gibt es jedoch noch immer grolie
geographische Unterschiede. Vor allem in osteuropdischen Landern ist die Inzidenzrate 5-
fach hoher als z.B. in der Schweiz [2]. In Deutschland wurde 2020 bei etwa 4.640 Frauen
ein Zervixkarzinom neu diagnostiziert. Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 64% hat die
Erkrankung eine relativ gute Prognose bei einem mittleren Erkrankungsalter von 53
Jahren [3]. Haufig jedoch wird die Vorstufe eines in-situ-Karzinoms im Rahmen der
Friiherkennungsuntersuchung bei vielen Frauen schon mit ca. 35 Jahren entdeckt [3].

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Fir das Zervixkarzinom ist von einer multifaktoriellen Atiologie auszugehen. Als
Hauptrisikofaktor gilt eine persistente Infektion mit humanen Papillomviren (HPV), aber
auch Nikotinabusus, eine genetische Pradisposition, Immunsuppression oder hohe Paritat
sind bekannte Risikofaktoren [31-34]. Eine HPV-Infektion ist die haufigste sexuell
Ubertragbare Infektion weltweit und nahezu alle sexuell aktiven Menschen werden
einmal im Leben mit HPV infiziert [35]. Die héchste Infektionspravalenz liegt bei Frauen
im Alter von 20-24 Jahren, mit steigendem Alter nimmt sie wieder ab [36, 37].

Bisher konnten 170 Typen von humanen Papillomviren identifiziert werden [38]. Die HPV
werden auf Grundlage ihrer Karzinogenitat in high- und low-risk Typen unterteilt. Low-
risk Typen (z.B. 6, 11, 40 und 42) konnen benigne Hauterkrankungen wie Condylomata
accuminata verursachen [39]. High-risk Typen sind verantwortlich fiir die Entstehung von
zervikalen intraepithelilalen Neoplasien (CIN) und anogenitalen malignen Tumore. Zu
ihnen zahlen unter anderem die Typen 16, 18, 31, 33 und 35 [40]. Humane Papillomviren
sind in 99,7% aller Zervixkarzinome nachweisbar, am haufigsten die HPV-Typen 16 (57%),
18 (16%), 33,45 und 58 (je 5%) [41, 42].

Humane Papillomviren sind unbehillte doppelstrangige DNA-Viren mit einem
Durchmesser von 50-60 nm. Das Genom ist funktionell in zwei kodierende Regionen und
eine regulatorische Region unterteilt [43, 44]. Die friihe bzw. early region kodiert unter
anderem fiir zwei regulatorische Proteine, E1 und E2, sowie drei Onkogene, E5, E6 und E7
[45, 46]. Das Uberleben und die Reproduktion von HPV hdngt von der Differenzierung und
Replikationsmaschinerie der Wirtszellen ab. Das Virus infiziert Gber Mikrotraumen die
Basalschicht des Epithels an der Transformationszone zwischen Endo- und Ektozervix [47].
Um die Replikation viraler DNA in oberflachlichen Epithelzellen zu ermdglichen, kodiert
das virale Genom fiir die Onkoproteine E6 und E7, welche den Zellzyklus der infizierten
Zellen modifizieren [46]. E6 und E7 werden dauerhaft in mit high-risk-HPV assoziierten
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Karzinomen exprimiert und tragen durch beispielsweise die Interaktion mit
Tumorsuppressoren wie dem Retinoblastom-Protein maRgeblich zur Initiation und
Progression der Karzinogenese bei [48, 49]. Zusatzlich wird durch E6/E7 ein tumorbses
Mikroenvironment geschaffen, das sich der natirlichen Immunabwehr entzieht [50].

Entscheidend fiir die Atiologie des Zervixkarzinoms ist die Dauer der Infektion. Uber 90%
der neuen HPV-Infektionen sind transient und innerhalb der folgenden 6-18 Monate nicht
mehr nachweisbar, eine persistierende Infektion ist jedoch pradispositionierend fiir die
Entstehung eines Zervixkarzinoms [51]. Beglinstigt wird die Persistenz der Infektion durch
oben beschriebene Risikofaktoren [52-54]. Nach mehreren Jahren der Infektion kommt
es zur Entstehung einer CIN, welche sich zu einer CIN Il bzw. einem Carcinoma in situ und
schlieRlich zu einem Zervixkarzinom weiterentwickeln kann [55, 56].

1.1.3 Prdvention und Screening

Seit 2016 erfolgt ein organisiertes Screeningprogramm fiir Frauen im Alter von 20 bis 60
Jahren. In mehreren randomisiert kontrollierten Studien wurde der Nutzen einer
zusatzlichen HPV-Testung im Vergleich zu einer alleinigen zytologischen Untersuchung
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass ein kombiniertes Screening im Abstand von
3-5 Jahren bei Frauen liber 30 Jahren durch die friihere Erkennung von Krebsvorstufen zu
einer signifikanten Senkung der Neuerkrankungen an CIN lll oder einem Zervixkarzinom
fuhrt [57, 58]. Daher wird ab dem Alter von 35 Jahren den Patientinnen alle drei Jahre
eine Kombinationsuntersuchung angeboten. Frauen zwischen 20 und 35 Jahren haben
Anspruch auf eine jahrliche zytologische Untersuchung [59]. Der Nutzen eines
organisierten Screenings ab dem Alter von 65 Jahren ist nicht belegt. Patientinnen tber
65 Jahre sollten dennoch weiter zur Teilnahme an Krebsfriiherkennungsprogrammen
motiviert werden [60].

Mit einer Impfung gegen verschiedene HPV-Typen kann eine Infektion und die Entstehung
von Krebsvorstufen vorgebeugt werden. In den Jahren 2006 und 2007 erfolgte die
Zulassung eines quadrivalenten (gegen HPV 6, 11, 16 und 18) und eines bivalenten
Impfstoffes (gegen HPV 16 und 18). Im Juni 2012 wurde ein nonavalenter Impfstoff mit
einem erweiterten Wirkspektrum gegen die Typen 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 und 58
zugelassen. Damit werden jene HPV-Typen abgedeckt, die mit 85% aller CIN Il und 90%
aller Zervixkarzinome assoziiert sind [61]. Die standige Impfkommission empfiehlt, alle
Madchen ab 9-14 Jahren zu impfen, seit 2018 gilt die Empfehlung auch fiir Jungen im
gleichen Alter [62].

1.1.4 Histologische Subtypen

Das Zervixkarzinom wird anhand des Ausgangsgewebes in verschiedene histologische
Subtypen unterteilt. Das Plattenepithelkarzinom geht meist vom Plattenepithel der Portio
uteri aus und stellt mit ca. 80% den GroRteil aller Falle dar. Das Adenokarzinom (ca. 13%)
entsteht aus dem Zylinderepithel des Zervixkanals und das adenosquamaose Karzinom (ca.
6%) weist glanduldre und plattenepitheliale Anteile auf [63]. Wahrend die Inzidenz des
Plattenepithelkarzinoms in den letzten Jahrzehnten zuriickgegangen ist, stieg die Fallzahl
der Adeno- und adenosquamosen Karzinome eher an. Das hangt zum einen mit der
verbesserten histopathologischen Klassifizierung zusammen, andererseits sind
bestimmte Risikofaktoren wie Adipositas und orale Kontrazeptiva mit der Entstehung von
Adenokarzinomen assoziiert [64, 65]. Seltener auftretende Subtypen sind klarzellige,
neuroendokrine und serds-papillare Karzinome [66].
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1.1.5 Klinik, Stadieneinteilung, Diagnostik

Das Zervixkarzinom ist im Friihstadium meist a- bis oligosymptomatisch. Ein ausgedehnter
Tumorbefund kann von vaginalen Zwischen- und Kontaktblutungen bis zur Hamaturie und
Hydronephrose fiihren. Bei unheilbarer Erkrankung leiden die Patientinnen haufig an
gastrointestinalen Symptomen und dem Fatigue-Syndrom [66]. Die Tumoretitdt des
Zervixkarzinoms wird nach der Klassifikation der World Health Organisation von 2020
eingestuft, die Stadieneinteilung erfolgt nach der TNM- und FIGO-Klassifikation
(Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique) [66-68]. Mithilfe der TNM-
Klassifikation werden Tumore durch Tumorausdehnung (T), Metastasierung in regionare
Lymphknoten (N) und Auftreten von Fernmetastasen (M) in verschiedene Stadien
eingeteilt [67]. Neben TNM-Klassifikation und FIGO-Stadium wird das Grading bestimmt.
Bei der postoperativen histologischen Befundung sollten bei Feststellung eines invasiven
Tumors auch Angaben zu Lymph-, BlutgefaB- und Perineuralscheideninvasion gemacht
werden. Prognostisch bedeutsam sind Tumorstadium, Lymphknotenmetastasen,
Resektionsrander und die TumorgrofSe [66].

Zusatzlich  zur histologischen Tumorbeurteilung konnen weitere diagnostische
Malnahmen wie Bildgebung, Zysto- oder Rektoskopie durchgefiihrt werden. Auch wenn
das Stadium des Zervixkarzinoms tberwiegend klinisch klassifiziert wird, kdnnen laut der
Uberarbeiteten  FIGO-Klassifikation von 2019 auch Biopsieergebnisse und
Schnittbildbefunde in das Staging mit einbezogen werden [68].

1.1.6 Therapie

Die geeignete Therapiemodalitat des Zervixkarzinoms sollte in interdisziplindrer
Zusammenarbeit von gynakologischen Onkologen, Pathologen und Strahlentherapeuten
festgelegt werden. Faktoren wie z.B. ein moéglicher Kinderwunsch, der Menopausenstatus
und Allgemeinzustand sind mit in die Entscheidung einzubeziehen [66].

Die zentralen Therapiesaulen sind das operative Vorgehen und die Radiochemotherapie
(RChT). In den Friihstadien (FIGO I-11A) wird je nach Kinderwunsch und Risikofaktoren der
Patientin eine Konisation, Trachelektomie oder radikale Hysterektomie durchgefiihrt [66].
Von groBer Bedeutung ist bei der Therapiewahl das operative Staging, bei dem unter
anderem Sentinellymphknoten und weitere pelvine bzw. paraaortale Lymphknoten
reseziert und im Schnellschnitt auf Tumorbefall oder Metastasen untersucht werden. Bei
histologisch nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen ist eine adjuvante RChT indiziert
[66]. Ab Stadium Il gilt die simultane RChT als Goldstandard und wird perkutan mit
Cisplatin als Radiosensitizer durchgefiihrt. Eine sich anschlieBende vaginale
Brachytherapie wird z.B. bei knappen Resektionsrandern oder initialem Vaginalbefall
empfohlen [66]. Beim Lokalrezidiv, im metastasieren Stadium oder in der palliativen
Situation kommen neben einer operativen bzw. lokoregiondren Radiotherapie auch
medikamentdse Chemotherapien und Immuncheckpointinhibitoren zum Einsatz [66].

1.2 Bedeutung des Endometriumkarzinoms

1.2.1 Epidemiologie

Das Endometriumkarzinom ist das am sechsthaufigsten auftretende Karzinom der Frau
mit ca. 417.400 Neuerkrankungen und Giber 97.000 Todesfallen im Jahr 2020 weltweit. Im
Gegensatz zum Zervixkarzinom ist das Endometriumkarzinom eine Erkrankung der
Industriestaaten und stellt dort das haufigste Karzinom der weiblichen Genitalorgane dar
[1]. In Deutschland erkrankten 2020 etwa 10.870 Patientinnen neu, damit stand das
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Endometriumkarzinom an flinfter Stelle der Krebserkrankungen bei Frauen und war die
haufigste Tumorerkrankung der weiblichen Genitalorgane [4]. Etwa 2.760 Frauen starben
in Deutschland im Jahr 2020 an der Erkrankung [4]. Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von
78% hat das Endometriumkarzinom eine gute Prognose. Der Erkrankungsgipfel liegt
zwischen dem 70. und 74. Lebensjahr und das mittlere Erkrankungsalter bei 67 Jahren [4].

1.2.2 Risikofaktoren, Pathogenese und Pravention

Es wurde eine Vielzahl an Faktoren ausgemacht, die das Risiko fiir die Entstehung eines
Endometriumkarzinoms beeinflussen. Die verstarkte Exposition der Uterusschleimhaut
gegeniiber Ostrogen gilt als Hauptrisikofaktor [69]. Das Hormon hat eine mitogene
Wirkung auf die Uterusschleimhaut und ist flir das Wachstum der Functionalis in der
Follikelphase des Menstruationszyklus verantwortlich [70]. Gleichzeitig flhren
genotoxische Abbauprodukte des Ostrogens zu genetischer Instabilitit [69]. Eine
Langzeithormontherapie ohne Gestagenschutz steigert das Risiko fiir das Auftreten des
hormonabhangigen Typ-l Endometriumkarzinoms [71, 72]. Der proliferative Effekt des
Ostrogens kann durch simultane Anwendung eines Gestagens antagonisiert werden [73,
74].

Auch hohe Serumspiegel koérpereigener Ostrogene, beispielsweise durch eine friihe
Menarche oder Nulliparitat, sind mit einem héheren Risiko fiir ein Endometriumkarzinom
assoziiert [75]. Ein hoher Body Mass Index fiihrt nachweislich zu einer Risikoerhéhung fiir
ein Endometriumkarzinom [75-77]. Grund dafiir ist die Produktion des Enzyms Aromatase
in viszeralen Adipozyten, sowie die Sekretion verschiedener proinflammatorischer
Adipokine [78, 79]. Ungefahr 5% der Endometriumkarzinome sind durch erbliche
Faktoren, wie z.B. dem Lynch-Syndrom, bedingt [80].

Das Erkrankungsrisiko wird durch die Einnahme oraler Kontrazeptiva und die Anwendung
von Intrauterinpessaren gesenkt [81, 82]. Ein allgemeines Screeningverfahren bei
asymptomatischen Frauen ohne erhohtes Risiko fir ein Endometriumkarzinom wird
aktuell nicht empfohlen [83].

1.2.3 Histologische Einteilung

Die histologische Tumortypisierung besitzt eine grofle Relevanz fur die
Therapieentscheidung und die Prognose. Urspriinglich erfolgte die histologische
Einteilung des Endometriumkarzinoms nach Bokhman in einen 6strogen-abhangigen (Typ
I) und 6strogen-unabhangigen Typ (Typ II; Tabelle 1) [84].

Endometrioide Adenokarzinome vom Typ | machen 70-80% aller Karzinome aus.
Plattenepitheliale Differenzierungen sind mit 10-25% relativ haufig, seltener sind
sekretorische, villoglanduldare und muzinése Varianten [67]. Sobald ein Karzinom Uber
50% muzindse Anteile aufweist, wird es als eigene Entitdt, dem muzindsen Karzinom,
gewertet [67]. Zu den Typ-ll-Karzinomen werden dedifferenzierte Karzinome gezahlt,
serdse Adenokarzinome sind in dieser Gruppe am haufigsten und kdnnen papillar, drisig
oder solide gebaut sein [85]. Als gemischte Karzinome werden Tumore mit zwei oder
mehr verschiedenen histologischen Anteilen gezahlt, wobei mindestens einer den Typ-II-
Karzinomen zugeordnet wird und der Anteil im Tumor gréRer 5% sein muss [67]. Weitere
seltene Subtypen sind undifferenzierte Karzinome, Karzinosarkome (Maligne Miillersche
MischTumore) und neuroendokrine Karzinome [67].
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Tabelle 1: Ubersicht zum Modell der dualistischen Pathogenese nach Bokhman [84].

Typ | Typ Il
Metabolische Risikofaktoren haufig vorhanden nicht vorhanden
Altersgipfel 55— 65 Jahre 65 — 75 Jahre
Endometriale Vorstufe Hyperplasie Atrophie
Histologischer Subtyp endometrioid, muzinos seros, klarzellig, undifferenziert,

neuroendokrin, Karzinosarkom

Hormonrezeptor-Status positiv negativ

Prognose glnstig unglinstig

Stadium FIGO | FIGO Il -1V

Grading G1/G2 G2/G3

Metastasierung selten haufig

Myometrane Invasion oberflachlich tief

Lymphovaskulare Invasion selten haufig

Molekulare Alterationen PTEN, MSI, PI3K/AKT, K-RAS, TP53, PI3KCA, PP2R1A, ARID1A,
Whnt/R-Catenin ERBB2

Angesichts der komplexen molekularbiologischen Muster wurde 2013 von dem Cancer
Genome Atlas Research Network ein neuer Ansatz zur Gruppierung der
Endometriumkarzinome publiziert [86-88]. Vier molekulare Subgruppen koénnen
unterschieden werden: Die POLE ultramutated Gruppe umfasst endometrioide
Karzinome und ist durch eine Mutation in der exonuklearen Domane der Polymerase €
(POLE) gekennzeichnet. Sie hat eine hervorragende Prognose [89]. Das Cluster mit der
schlechtesten Prognose (Copy-number high, serous-like) umfasst meist serése und
zusatzlich high-grade endometrioide Karzinome. Die erhohte Expression verschiedener
zellzyklusderegulierender Onkogene und eine p53-Mutation erklart das schlechte
progressions-freie Uberleben in dieser Gruppe [88, 89]. Als intermediire Gruppen werden
die ebenfalls endometrioden Karzinome mit Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) und Copy-
number low (mikrosatellitenstabil, p53 unauffallig) bezeichnet [88].

1.2.4 Klinik, Diagnostik und Stadieneinteilung

Das wegweisende, friihe und haufigste Symptom eines Endometriumkarzinoms ist die
vaginale postmenopausale Blutung. Ca. 75% der Endometriumkarzinome kénnen so im
Stadium FIGO | diagnostiziert werden [90]. Bei pramenopausalen Patientinnen sind
Menorrhagien und Metrorrhagien ein mogliches Symptom. In spateren Stadien kénnen
abdominelle Schmerzen sowie eine Pyo- oder Hiamatometra auftreten [90, 91]. Die
postmenopausale Blutung sollte zunachst mittels einer transvaginalen Sonographie
abgeklart werden. Je nach Dicke, Homogenitdt und Begrenzung des Endometriums ist
eine Hysteroskopie mit fraktioneller Abrasio indiziert [90, 92]. Bei pramenopausalen
abnormen  uterinen  Blutungen betrdagt die  Wahrscheinlichkeit fiir ein
Endometriumkarzinom unter 1,5% [93]. Eine Hysteroskopie sollte daher nur in Erwdgung
gezogen werden, wenn ein suspekter Sonographiebefund oder Risikofaktoren wie
Adipositas, Diabetes oder ein Lynch-Syndrom vorliegen [90]. Bestatigt sich in der
histopathologischen Untersuchung der Verdacht auf ein Karzinom, sollte zunachst ein
prdoperatives Staging erfolgen [94]. Fiir die zusatzliche Diagnostik kommen ggf. MRT, CT
oder PET-CT zur Anwendung. AnschlieSend wird eine Hysterektomie mit intraoperativem
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Staging durchgefiihrt. Dabei erfolgen bei postmenopausalen Frauen obligat eine
Adnexexstirpation und gegebenenfalls eine Lymphonodektomie [90].

Tabelle 2: TNM- und FIGO-Klassifikation des Endometriumkarzinoms (nach [67] und [95]).

TNM-Kategorie ;It(:g-um Definition
X Primartumor kann nicht beurteilt werden
T0 Kein Anhalt fuir Primartumor
T1 | Tumor begrenzt auf Corpus uteri
Ta A Tumor begrenzt auf Endometrium oder weniger als die Halfte des
Myometriums
Tib 1B Tumor infiltriert die Halfte oder mehr des Myometriums
™ " Tumor infiltriert das Stroma der Zervix, breitet sich jedoch nicht jenseits
des Uterus aus
T3 und/oder N1 Il Lokal und/oder regionare Ausbreitung des Tumors
T3a 1A Tumor infiltriert die Serosa des Uterus und/oder der Adnexe
T3b 1B Vaginal- oder Parametrienbefall
N1 e Metasasen in pelvinen und/oder paraaortalen Lymphknoten
lnci Metastasen in pelvinen Lymphknoten
ez Metastasen in paraaortalen Lymphknoten
T4 IVA Befall der Blasen- oder Rektumschleimhaut und/oder Fernmetastasen
M1 VB Fernmetastasen, einschliefRlich intraabdomineller Metastasen oder

inguinaler Lymphknotenmetastasen

Die postoperative Stadieneinteilung anhand des Hysterektomiepraparates erfolgt ebenso
wie beim Zervixkarzinom nach der aktuellen TNM- und FIGO-Klassifikation (Tabelle 2) [67,
95]. Weitere erhobene Marker sind LymphgefaRinfiltration (L), Veneninvasion (V), und
Grading (G). Das Grading ist beim Endometriumkarzinom von prognostischer sowie
therapeutischer Relevanz [90]. Ein Tumor mit einem Anteil von weniger als 5% nicht-
plattenepithelialer Areale wird als gut differenzierter G1-Tumor klassifiziert, G2-
Karzinome enthalten zwischen 6% und 50%, und G3-Karzinome mehr als 50%
plattenepitheliale Anteile [67]. Histologische Faktoren fiir eine Tumorerkrankung mit
schlechter Prognose sind unter anderem non-endometrioide Histologie,
Lymphknotenmetastasen (N1), schlechte Differenzierung (G3), LymphgefédRinvasion (L1),
und zervikale Stromainfiltration, sowie p53-Mutation [90, 96, 97].

1.2.5 Therapie

Das intraoperative Staging stellt auch die primare Therapie des Endometriumkarzinoms
dar. Empfohlen werden eine operativ offene einfache Hysterektomie mit beidseitiger
Adnexexstirpation [90]. Bei pramenopausalen Frauen und friithem Stadium kann ein Erhalt
der Ovarien nach entsprechender Aufklarung in Betracht gezogen werden [90, 98]. Im
Rahmen des Stagings erfolgt die abdominelle Exploration. Je nach Tumorstadium wird die
Operation durch eine sentinel-gestiitze Lymphonodektomie erganzt [90]. Die
Durchfiihrung der adjuvanten Therapie ist abhangig vom histologischen Subtyp, der
molekularen Klassifikation sowie dem FIGO-Stadium. Mogliche Modalitaten sind eine
perkutane pelvine Radiatio, eine vaginale Brachytherapie oder eine adjuvante
Chemotherapie [90, 99, 100]. Je nach klinischer Situation kann auch die Anwendung von
Immuncheckpointinhibitoren geprift werden [101].
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1.3
1.3 Galektine

1.3.1 Ubersicht iiber die Gruppe der Galektine

Galektine (Gal) sind eine heterogene Gruppe von Proteinen, mit der Gemeinsamkeit einer
hochkonservierten Sequenz aus 130 Aminosauren und einer Bindungsstelle fir [3-
Galaktosidzucker, der carbohydrate recognition domain (CRD) [102]. Die fiir die CRD
kodierenden Gensequenzen liegen auf drei Exons, wobei das mittlere Exon fiir den
GrofRteil der konservierten Galektinstruktur sowie den kohlenhydratbindenden Anteil
kodiert [103, 104].

Die Einteilung der 15 humanen Galektine erfolgt anhand der molekularen Struktur in drei
Gruppen: Die ,Prototyp“-Galektine (Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 und -15) besitzen
eine CRD und liegen als Homodimer vor. In der Subgruppe der ,Tandem-repeat”-
Galektine (Gal-4, -6, -8, - 9 und -12) sind zwei homologe CRDs (iber ein Linker-Peptid
verbunden [104]. Der dritten Gruppe gehort Gal-3 an, ein ,,chimeres” Galektin, bei dem
die C-terminale CRD mit einer nicht-lektinartigen N-terminalen Domane verbunden ist
[105] (Abbildung 1).

Galektine werden im Zytosol an freien Polysomen synthetisiert und anschliefend tber
den atypischen Sekretionsweg externalisiert. Sie konnen sich an der &uReren
Zelloberflache, in der extrazellulairen Matrix oder im Zellkern befinden, aber auch im
Zytosol verbleiben [106, 107]. Das Bindungsverhalten von Galektinen ist komplex. Ein
Epitop (Glycotop) eines B-Galaktosids wird schwach von dem Zentrum der CRD gebunden.
Die Affinitat fiir Glykokonjugate wird durch die Interaktion von Saccharid-, Lipid- oder
Peptidresten mit peripheren Bindungsstellen der CRD erhoht [106]. Extrazellular
lokalisierte Galektine binden Glykoproteine und -lipide auf der Zellmembran und formen
Quervernetzungen, was Signalkaskaden im Zellinneren induziert und den Transport von
intravesikularen Glykoproteinen reguliert [108-110]. Galektine kdnnen zytosolisch oder
nuklear vorliegen, wobei die intrazelluldare Lokalisation unter anderem von dem
Proliferationsstadium der Zelle abhangt und sich dementsprechend andern kann [111].

Prototyp- Chimer- Tandem-Repeat-
Galektin Galektin Galektin

Abbildung 1: Schematische Darstellung der verschiedenen Galektin-Arten: Prototyp-Gaketine (z.B.
Gal-1, Gal-5); Chimer-Galektine (Gal-3) und Tandem-Repeat-Galektine (z.B. Gal-8, Gal-9). CRDs in
blau, Linker-Peptid griin und N-Terminale Domdne in orange. Abbildung modifiziert nach Barondes
etal [104].

Im Organismus kommen Galektine ubiquitar vor [104, 106]. Sie sind an der
Zelldifferenzierung und Geweberegeneration genauso beteiligt wie an der Regulation von
Immunantwort und Entziindungsvorgangen [112]. Aufgrund ihrer vielfdltigen
Wirkungsweise in der Tumorbiologie haben Galektine in den letzten Jahrzehnten an
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grofler Bedeutung in der onkologischen Forschung gewonnen. Verschiedene Galektine
werden von Tumorzellen und tumor-assoziierten Stromazellen exprimiert. Sie konnen die
von Hanahan und Weinberg postulierten , Hallmarks of Cancer” auf unterschiedliche Art
und Weise modulieren [113, 114]. Im Folgenden werden die beiden Tandem-Repeat-
Galektine Galektin-8 und -9 genauer beleuchtet, vor allem in Hinblick auf ihre Bedeutung
in der Onkologie.

1.3.2 Galektin-8

a) Bedeutung von Galektin-8 allgemein

Galektin-8 (Gal-8) wurde erstmals 1995 aus der cDNA einer Rattenleber geklont. Es besitzt
zwei homologe Domanen mit jeweils 140 Aminosauren, verbunden durch ein Linker-
Peptid [115]. Das humane LGALS8-Gen kodiert fiir sieben verschiedene mRNA-Isoformen,
die durch alternatives Splicing entstehen [116, 117]. Drei der Isoformen kodieren fir ein
Tandem-repeat-Galektin, alle anderen fiir Prototyp-Galektine, wobei auf Proteinebene
bisher nur die erste Variante detektiert werden konnte. Die Tandem-Repeat-lIsoformen
werden je nach Lange des Linkerpeptids in small Gal-8, medium Gal-8, und long Gal-8
eingeteilt [116-119]. Gemeinsam mit der heterogenen Affinitdt der beiden CRDs
beeinflusst die Lange des Linkerpeptids die Effekte von Gal-8 [120, 121].

Gal-8 kann sowohl als matrizellulares, als auch als 16sliches Protein durch Interaktion mit
Integrinen die Zelladhdsion an der Extrazelluldrem Matrix (EZM) regulieren. AuBerdem
beeinflusst Gal-8 die Zellmigration [122]. Fir Endothelzellen wurde ein pro-
migratorischer, Glykan-abhangiger Effekt von Gal-8 gezeigt [118]. Gal-8 reguliert auch das
Targeting von Glykoproteinen, die z.B. essentiell fir die Entstehung und
Aufrechterhaltung von apikal-basaler Polaritat sein konnen [123].

In der angeborenen und erworbenen Immunantwort sowie bei Entziindungsvorgangen
und Autoimmunerkrankungen gilt Gal-8 als bedeutsamer Mediator: einerseits hat Gal-8
einen stimulatorischen und proliferativen Effekt und verstarkt Signale am T-Zell-Rezeptor,
andererseits limitiert es die Immunantwort durch anti-proliferative und pro-apoptotische
Signale an aktivierten T-Zellen [124, 125].

Insgesamt wirkt Gal-8 als Mediator und Modulator in physiologischen Vorgangen des
Organismus und wird im menschlichen Korper ubiquitar exprimiert. Damit einher geht die
Bedeutung des Proteins in der Pathophysiologie verschiedenster Krankheitsbilder, wie
z.B. neurodegenerative, autoimmune oder Krebserkrankungen [126-128].

b) Bedeutung von Galektin-8 in der Onkologie

Gal-8 moduliert unterschiedliche Mechanismen der Karzinogenese. Es wird je nach
Tumoretitat Gber- oder unterexprimiert und von Tumorzellen sezerniert [129-132].

Wird Gal-8 in epithelialen Zellen tGberexprimiert, aktiviert es Uber die Interaktion mit
Integrinen die epithelial-mesenchymale Transition, welche mit einem Verlust von E-
Cadherin und verstarkter B-Catenin-Aktivitat einhergeht [133]. AuBerdem wird eine
Proteasom-Uberaktivitit beobachtet. Beide Phanomene sind charakteristisch fiir
Krebszellen und zeigen den Einfluss von Gal-8 auf die onkogene Transformation gesunder
Zellen [133]. Zusatzlich bewirkt Gal-8 in einigen Tumorzellen einen anti-apoptotischen
Effekt [134]. Von Tumorzellen sekretiertes Gal-8 fordert die Sekretion von Zyto- und
Chemokinen in das umgebende Mikroenvironment, was einerseits das Tumorwachstum
stimuliert, andererseits auch die Metastasierung vorantreibt [135].

Gal-8 spielt auBerdem eine wichtige Rolle in der Angiogenese. Endothelzellen
exprimieren Gal-8, ebenso lymphoendothelialen Zellen [118]. Das Lektin interagiert mit
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dem vascular endothelial growth factor (VEGF), Podoplanin und Integrinen und steigert
so Migration von lymphoendothelialen Zellen, welche essenziell fiir die lymphatische
Metastasierung sind [136, 137]. Sowohl in vitro als auch in vivo konnte nachgewiesen
werden, dass Gal-8 die Ausbildung von kapillaren Netzwerken aus makrovaskuldren
Gefallen stimuliert, dhnlich wie der VEGF [118].

Allerdings ist die Wirkung von Gal-8 je nach Zelltyp auch tumorsuppressiv. In
Bronchialkarzinomzellen fiihrte eine Uberexpression von Gal-8 zu verringertem
Wachstum. In Neuroblastom-, Kolonkarzinom- und myeolischen Leukamiezellen wies Gal-
8 einen anti-proliferativen Effekt auf [138]. Zur Unterexpression von Gal-8 in Tumore
liegen nur wenige Daten vor. Eine Unterexpression von Gal-8 war jedoch assoziiert mit
einem verkiirzten Gesamtiiberleben (OAS) bei Patientinnen mit Mammakarzinom [13].
Auch bei Patient*innen mit Magenkarzinom war eine Unterexpression von Gal-8 mit einer
schlechteren Prognose verbunden [139]. Die Datenlage ist also nicht eindeutig. Eine
mogliche Erklarung fiir ein tumorsuppressives Potenzial von Gal-8 ist die Rolle als
Regulator von interzellularer Stabilitat, welche bei Unterexpression von Gal-8 in einem
Tumor verloren geht [140].

1.3.3 Galektin-9

a) Bedeutung von Galektin-9 allgemein

Galektin 9 (Gal-9) wurde 1997 erstmals aus einer embryonaler murinen Niere geklont und
wenig spater in humanen Hodgkin-Lymphomzellen per Immunscreening identifiziert [141,
142]. Das Tandem-Repeat-Galektin besitzt zwei nicht-homologe Domanen, verbunden
durch ein Linkerpeptid [141, 142]. Das Galektin-9-Gen, LGALS9, liegt auf dem Chromosom
17q11.2 und besteht aus elf Exons. Flir den Menschen sind zwei zusatzliche dhnliche
Gene, LGALS9B und LGALS9C, beschrieben [143].

Durch posttranslationales Splicing entstehen verschiedene Gal-9-mRNA-Isoformen.
Splicing des Exons 5 verandert die Lange des Linkerpeptids, sodass, analog zu Gal-8, die
unterschiedlich langen Gal-9 long (Gal-9-L), medium (M) oder small (S) entstehen [144,
145]. Die Varianten weisen einen Unterschied in der Affinitdt fir verschiede
Glykokonjugate auf [146]. Im Zytoplasma reguliert Gal-9 die Zellaggregation lber die
Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten, nukledres Gal-9 kann die Expression von Zytokinen
wie IL-1o verstarken [147, 148]. Gal-9 wird von verschiedenen Zelltypen externalisiert
[144, 149]. Uber die extrazelluldre Oligomerisierung mit Glykokonjugaten kann Gal-9 mit
seinen CRDs komplexe Quervernetzungen bilden. Dadurch werden beispielsweise
Zelladhasion, -migration und Endozytose reguliert [147, 150].

Gal-9 fungiert als zuckerregulierter Urat-Transporter in renalen Epithelzellen [149].
Ecalectin (Gal-9 medium), ein chemotaktischer Faktor aus Tu2-Lymphozyten, fihrt zur
Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten bei allergischen Reaktionen [151].
AuBerdem wird Gal-9 in Thymusepithelzellen stark exprimiert und induziert die Apoptose
von Thymozyten wahrend der Thymopoese [152]. Das Glykoprotein T-Zell
Immunoglobulin Mucin-3 (TIM-3) ist einer der wichtigsten Bindungspartner und reguliert
gemeinsam mit Gal-9 die Ty1l-Immunitat [153]. Generell spielt Gal-9 in immunologischen
Prozessen eine wichtige Rolle und ist daher bedeutsam bei Erkrankungen wie im
systemischen Lupus erythematodes, Typ-I-Diabetes oder rheumatoider Arthritis.
Weiterhin beeinflusst Gal-9 auch den Verlauf von Infektionen mit z.B. HIV oder HSV [147].

b) Bedeutung von Galektin-9 in der Onkologie

Die Identifizierung als Tumorantigen aus Hodgkin-Lymphomzellen implizierte erstmals
eine Bedeutung von Gal-9 in malignen Zellen [142]. In den letzten Jahrzehnten wurde der
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Einfluss auf verschiedene Mechanismen der Karzinogenese intensiv erforscht. Zahlreiche
Gewebe und Organe exprimieren Gal-9, z.B. Lunge, Niere, Prostata, Haut, Brust oder Ovar,
aber auch Endothel- und Immunzellen. Entarten diese Gewebe maligne, so wird in vielen
Neoplasien eine Abnahme der Gal-9-Expression beschrieben [154]. Im oralen
Plattenepithel- und Pankreaskarzinom sowie in Leukdmie- und Kolonkarzinomzellen
wurde hingegen ein Anstieg von Gal-9 beobachtet [154-156]. Im Gegensatz zu Gal-8 wirkt
Gal-9 hauptsachlich als tumorsuppressiver Faktor und ein Verlust des Galektins ist mit der
Aggressivitat und Invasivitat des Tumors assoziiert [146].

Gal-9 ist entscheidend an der Modulation der Apoptose beteiligt und zeigt in einigen
Tumore eine pro-apoptotische Wirkung [146]. Im Plattenepithelkarzinom des Osophagus
unterdriickt Gal-9 das Tumorzellwachstum durch die Aktivierung des intrinsischen Weges
der Apoptose [157-159]. Gal-9 beeinflusst aullerdem die Adhadsion und Aggregation von
Tumorzellen und dariber auch die Metastasierung [146]. Kageshita et al. beschrieben
erstmals einen Zusammenhang zwischen exogenem Gal-9 und verstarkter Zellaggregation
in Melanomzellen. Zusatzlich waren hohere zytoplasmatische Level von Gal-9 in den
Tumorzellen mit reduzierter Metastasierung vergesellschaftet [160]. Es konnte auBerdem
gezeigt werden, dass exogenes Gal-9 die Interaktion zwischen den
Oberflachenrezeptoren der Tumorzellen und Liganden von Endothelzellen oder
extrazellularer Matrix inhibiert [161, 162].

Maligne Zellen entziehen sich der natiirlichen Immunantwort, indem sie inhibitorische
Liganden sezernieren, die zur Aktivierung von tumorspezifischen Immunzellen und
nachfolgender Abwehr einer anti-tumordsen Immunantwort fiihren. Gal-9 in Tumor- und
Endothelzellen wirkt auf eben diese Immunzellen, die das Tumor-Microenvironment
infiltrieren [146]. Die Interaktion von Gal-9 mit TIM-3 bewirkt eine Reduktion der
natirlichen, antitumorosen T-Zellantwort [163]. AuRerdem wird die Funktionsfahigkeit
von natirlichen Killerzellen und zytotoxischen T-Zellen (CD8*) beeintrachtigt [164]. All
dies fuhrt zur Forderung eines tumorsupportiven Mikroenvironments [165, 166].

1.4 Histonmodifikationen

1.4.1 Epigenetik und Histonmodifikationen im Aligemeinen

Der Begriff Epigenetik beschreibt alle Veranderungen der DNA, die nicht den Genotyp
verdandern, aber trotzdem Auswirkungen auf den Phanotyp haben [167]. Zu den
epigenetischen Mechanismen zdhlen unter anderem DNA-Methylierungen, kovalente
Histonmodifikationen, Chromatin-Remodeling und Effekte durch nicht-kodierende
microRNA [168-171]. Die dadurch entstehende Anderung der Chromatinstruktur hat
direkte Auswirkungen auf die Transkription. Eine Dysregulation der Mechanismen kann
die Expression von Zielgenen beeinflussen, welche wiederum Zellzyklus, -wachstum,
-proliferation oder DNA-Reparatur regulieren [172, 173]. Die DNA im Zellkern liegt
kondensiert als Chromatin vor, welches aus mehreren Nukleosomen besteht. Ein
Nukleosom wird gebildet durch ein Histonoktamer mit jeweils Duplikaten der Histone
H2A, H2B, H3 und H4 [174, 175]. Der Histon-Komplex wird von ca. 146 Basenpaaren DNA
umwickelt, und der dadurch entstehende Nukleosom-Core-Partikel wiederholt sich alle
200 Basenpaare [175, 176]. Das Linker-Histon H1 liegt gemeinsam mit der Linker-DNA
zwischen den Nukleosomen und stabilisiert die dichtere Kondensierung des Chromatins
in eine Faser mit ca. 30 nm Durchmesser (Solenoid), siehe Abbildung 2 [177].
Posttranslationale Histonmodifikationen verdandern die Ladung der basischen Histone und
damit die elektrostatische Wechselwirkung mit der negativ geladenen DNA, wodurch die
Zuganglichkeit der DNA fiir Transkription bzw. Genexpression beeinflusst wird [173]. Am
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N- bzw. C-Terminus der Histonseitenarme werden Aminosauren wie Lysin oder Arginin
kovalent und potenziell reversibel modifiziert. Dazu zdhlen beispielsweise Acetylierung,
Methylierung oder ADP-Ribosylierung [173]. Im Folgenden soll genauer auf
Histonacetylierungen und -methylierungen eingegangen werden.

k3

\/\ A
‘\/___/ o .
NG
Nukleosom 200 bp DNA
(146 bp DNA)

Abbildung 2: Aufbau eines Nukleosoms.

1.4.2 Histonacetylierungen und Bedeutung von H3K9ac in der Onkologie

Acetylierungen finden hauptsachlich an N-terminalen Lysinresten statt und werden durch
Histonacetyltransferasen (HAT) und Histondeacetylasen (HDAC) reguliert (Abbildung 3)
[178-180]. Die kovalente Bindung einer Acetylgruppe neutralisiert die positive Ladung des
Histons und schwacht somit die Interaktion mit der DNA. Dies fiihrt zu einer verbesserten
Zuganglichkeit fur Transkriptionsprozesse [172, 181].

Abbildung 3: Schematische Darstellung von Histonacetylierungen und -methylierungen. Die
Modifikationen erfolgen durch spezifische Enzyme, HAT und KMT. HDAC und KDM deacetylieren
bzw. demethylieren die Lysinreste. Abbildung modifiziert nach Davie [182].

Insgesamt sind Histonacetylierungen Ausdruck aktiver Genexpression und gehauft an
Enhancern, Promotern und Transkriptionsstartgenen zu finden [183]. Fiir eine adaquate
Genexpression und -regulation ist das Zusammenspiel von HAT und HDAC essentiell [184].
Ist dieses Gleichgewicht gestort, wie es in Tumore haufig der Fall ist, kdnnen Zellzyklus,
Apoptose und Proliferation verandert werden. Kanzerogene Mechanismen sind
beispielsweise die Hypoacetylierung von Tumorsuppressorgenen durch verstarkte
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Rekrutierung von HDAC oder die Hyperacetylierung von Onkogenen durch Mutationen in
den HAT-Genen [185]. HDAC sind daher ein therapeutischer Ansatzpunkt fir die
medikamentdse Krebstherapie. HDAC-Inhibitoren (HDACI) sind Gegenstand extensiver
Studien fiir die Therapie verschiedene Tumorentitaten [186]. Die Acetylierung des Histons
H3 erfolgt hauptsachlich an den Lysin-Positionen 9, 14, 18, 23, 27 und 36 und ist als
Marker aktiver Gentranskription bekannt [187]. Die Aktivierung des onkogenen Ras-
ERK1/2-Signalweges supprimiert in kolorektalen Karzinomzellen die Acetylierung von
H3K9 (H3K9ac), worliber die Transkription von tumorsuppressiven Genen reduziert und
Zellwachstum und -migration gesteigert werden [188]. In BRCA-mutierten
Ovarialkarzinomen wird H3K9ac Uberexprimiert und steigert die PARP-1-Transkription,
welche mit einem Tumorprogress assoziiert ist [189]. Im Zervixkarzinom ist die Expression
von H3K9ac assoziiert mit einem niedrigen TNM- bzw. FIGO-Stadium und Grading, jedoch
einem verkirzten Gesamtiiberleben [190]. Je nachdem, welche Zielgene durch die
Anderung der H3K9ac-Konzentration transkribiert werden, kann die Modifikation eine
onkogene oder tumorsuppressive Wirkung entfalten.

1.4.3 Histonmethylierungen und Bedeutung von H3K4me3 in der Onkologie

Histonmethylierungen erfolgen an Arginin- oder Lysinresten. Methylierungen kénnen
abhangig von Ort und Grad der Methylierung aktivierend oder repressiv auf die
Gentranskription wirken [191, 192]. Die Methylierung von H3K4 ist mit aktiver
Transkription assoziiert und sowohl Mono-, Di- und Trimethylierung (mel, me2 und me3)
markieren Regionen von aktiven Genen (zusammengefasst in [191]). Die Methylierung
von Histonen wird von Lysin-Methyltransferasen (KMT) vorgenommen (Abbildung 3) [193,
194]. Der Gegenpart der KMT sind die Lysinmethyldemethylasen (KDM), welche in zwei
groRRe Gruppen eingeteilt werden: Die FAD-abhéngige Monaminoxidasen (z.B. LSD1) und
KDM mit Jumonji C-Domane [195, 196]. Im Gegensatz zur Acetylierung hat die
Methylierung keine Auswirkung auf die elektrostatische Wechselwirkung des Histons mit
der DNA, sondern reguliert die Genexpression Uber die Rekrutierung verschiedener
transkriptionelle Coaktivatoren, sogenannter ,Reader” [197]. Eine Uberexpression,
Mutation oder Dysregulation von KMT und KDM wurde fiir verschiedene Tumorentitaten
beschrieben [198-200]. Die fiur H3K4me3 spezifische KMT SYMD3 ist beispielsweise in
kolorektalen, hepatozellularen und Mammakarzinomen lberexprimiert [198]. Die KDM5-
Familie demethyliert speziell H3K4me3 und ist unter anderem in die Entstehung und
Tumorbiologie des Glioblastoms, hepatozellularen Karzinoms und Mammakarzinoms
involviert [199]. Durch die Entfernung der aktivierenden Modifikation wird die Expression
von Tumorsuppressorgenen inhibiert und die Entstehung von Chemoresistenzen
gegenliber Medikamenten gefordert [199]. In Magenkarzinomzellen ist KDMS5A
Uberexprimiert und bindet an die Promoter der cyclin-abhdngigen Kinasen-Inhibitoren
p16, p21 und p27, was die reguldre Zellalterung inhibiert [200]. Die Expression von
H3K4me3 im Zytoplasma von Zervixkarzinomen ist assoziiert mit einem hoéheren T-
Stadium und kiirzerem rezidivfreien Uberleben (RFS), sowohl die nukledre Expression von
H3K9ac als auch H3K4me3 sind negativ prognostische Marker fiir das OAS. [190].

1.5 Glukokortikoidrezeptor

1.5.1 Glukokortikoide und der Glukokortikoidrezeptor

Glukokortikoide (GC) sind Steroidhormone, die in der Zona fasciculata der
Nebennierenrinde gebildet werden. Die Sekretion von Cortisol, dem menschlichen
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Glukokortikoid, erfolgt unter Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Achse pulsatil
und in einem zirkadianen Rhythmus [201]. Als Stresshormon dient es der
Aufrechterhaltung der Homdostase und reguliert eine Vielzahl an biologischen Prozessen
[202]. Neben dem Glukosemetabolismus werden unter anderem das Immunsystem,
Zellproliferation und Apoptose, Kognition, Verhalten und embryonale Entwicklung von GC
beeinflusst [203]. Aufgrund ihrer anti-inflammatorischen und immunsuppressiven
Wirkung werden synthetische GC zur Behandlung akut und chronisch entziindlicher
Erkrankungen eingesetzt [204]. In der Therapie von Tumorerkrankungen werden die anti-
angiogenen und -proliferativen Eigenschaften genutzt [205]. Nicht zuletzt dienen GC auch
der Reduktion von Chemotherapie-induzierten Nebenwirkungen [206].

Die Effekte von GC auf den Organismus werden auf zellulirer Ebene von dem
Glukokortikoidrezeptor (GR) vermittelt. Der GR st ein liganden-abhangiger
Transkriptionsfaktor und gehort der Superfamilie der nukledren Rezeptoren an, zu
welchen neben Steroid- auch Sterol-, Retinoid- und Thyroidrezeptoren gezahlt werden
[207, 208]. Der GR hat einen modularen Aufbau. Am N-terminalen Ende befindet sich eine
Doméne (NTD) mit transaktivierender Funktion (Activation Function 1, AF-1). AF-1 ist
malgeblich an der Initiation der Transkription beteiligt und kann unter anderem
Coaktivatoren und basale Transkriptionsfaktoren wie die RNA-Polymerase Il rekrutieren
[209]. Die DNA-bindende Doméne (DBD) ist gemeinsam mit der Hinge-Region zentral
gelegen und besteht aus zwei Zinkfinger-Motiven, welche an spezifische DNA-Sequenzen,
sogenannte ,glucocorticoid response elements” (GRE) binden. Am C-terminalen Ende
befindet sich die Liganden-bindende Domaéne (LBD). Diese interagiert mit GC und besitzt
zusatzlich eine transaktivierende Funktion (AF-2). Die nukledren Lokalisationssignale (NL-
1 und -2) sind jeweils an DBD und LBD gelegen [202, 209] (Abbildung 4)
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Abbildung 4: Genomischer Aufbau des GR und Struktur des GR-Proteins. Abbildung modifiziert
nach Kadmiel et al [202].

1.5.2 Wirkungsmechanismus des Glukokortikoidrezeptors

Im Zytosol ist der GR an einen Chaperonkomplex gebunden, der unter anderem
Hitzeschockproteine (z.B. Hsp70 und -90) enthdlt und die hohe Bindungsaffinitdt des
Rezeptors fir Cortisol gewahrleistet [210].

Wenn der GR einen Liganden bindet, dissoziiert der Rezeptor von dem Chaperonkomplex.
Es kommt zur Konformationsanderung und die nukledren Lokalisationssignale werden
freigelegt, sodass der GR in den Zellkern transloziert [211]. Im Zellkern bindet der GR als
Homodimer (iber die DBD an GRE und aktiviert die Transkription der entsprechenden
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Zielgene, indem er Coaktivatoren und Chromatin-Modulatoren an die Promoter rekrutiert
[209]. Diese Coaktivatoren besitzen eine intrinsische Histonacetyltransferase-Aktivitat
und lockern die Chromatinstruktur auf, sodass weitere Transkriptionsfaktoren leichter an
die DNA binden kdnnen [23]. Transrepressive Effekte des GR werden (iber die Bindung an
,nhegative glucocorticoid response elements” vermittelt [24]. Die indirekten Effekte des
GR erfolgen entweder Uber die Assoziation mit Transkriptionsfaktoren an Promotern
ohne GRE (, Tethering”) oder an solchen mit GRE (,,Composite promoters”) [212]. Neben
der Wirkung von GC auf die Genexpression wurden auch nicht-genomische, schnell
einsetzende Effekte beobachtet, die Uber die Interaktion mit zytosolischen oder
membranstdandigen GR stattfinden [25]. Diese sind in Abbildung 5 schematisch
dargestellt.

Glukokortikoid
. ' Plasmamembran

Zytoplasma

simple GRE (Transaklivierung)
negative GRE (Transrepression)
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\
|
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Abbildung 5: Wirkmechanismus des GR: Im Zytoplasma kann GR non-genomische, schnell
einsetzende Effekte vermitteln oder wird in den Nukleus importiert. Dort wirkt er (iber
verschiedene genomische Mechanismen. Abbildung modifiziert nach Kadmiel et al. [202].

1.5.3 Glukokortikoidrezeptor-Isoformen und posttranslationale Modifikationen

Das NRC1-Gen, welches fiir den GR kodiert, liegt auf Chromosom 5 und besteht aus neun
Exons [212]. Durch alternatives Splicing entstehen zwei Isoformen, GRa und GRp, die sich
in Anzahl der Aminosauren und Wirkweise unterscheiden. GRa. liegt im Zytosol vor, bindet
Liganden und (bt nach Translokation in den Zellkern genomische Effekte aus, wie oben
beschrieben [212]. Aufgrund einer veranderten LBD kann GRf hingegen keine GC binden
und verbleibt konstant im Zellkern. Dort reguliert er zwar nicht direkt GRE, wirkt aber
antagonisierend auf von GRa induzierte Effekte [213]. Unabhangig davon besitzt GR
intrinsische Transkriptionsaktivitat und kontrolliert eine Vielzahl von Genen [214]. Die
Komplexitdt der Wirkung des GR kommt auch durch verschiedene weitere Isoformen
zustande, welche aus alternativem Splicing hervorgehen (GR-A, - P, -8 und -y). Sie
unterscheiden sich in der GC-Bindungsaffinitdat ebenso wie in ihrer Fahigkeit zur
Transkriptionsaktivierung [212]. Zusatzlich entstehen durch alternative Translation acht
weitere Subtypen von GRa [215]. Fir die Komplexitat der GR-Wirkung spielen auflerdem
posttranslationale Modifikationen eine groBe Rolle, welche die Stabilitat, subzellulare
Lokalisation und Interaktion mit anderen Proteinen beeinflussen [216]. Neben klassischen
GC kénnen auch selektive GR-Agonisten und -Modulatoren an den GR binden. Sie sollen
gezielt wirken und systemische Nebenwirkungen von GC minimieren [202]. Die
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Wirkungsspezifitdit des GR  wird durch ein  komplexes Netzwerk von
Transkriptionsfaktoren, Isoformen, Liganden und posttranslationalen Modifikationen
gesteuert, welches die variablen Effekte des GR je nach Gewebe, Organ oder
Zellzyklusabschnitt erklart [217].

1.5.4 Die Bedeutung des Glukokortikoidrezeptors in der Onkologie

Der GR wird ubiquitdar im menschlichen Organismus exprimiert und Glukokortikoide
wirken dementsprechend auf alle Gewebe bzw. Organe [212]. Eine Dysregulation der
Glukokortikoidsynthese und -wirkung ist daher unter anderem mit metabolischen und
immunologischen Pathologien verbunden [202]. Auch in der Kanzerogenese spielt der
Glukokortikoidrezeptor eine Rolle. Der pro-apopotische Effekt von GR-Agonisten in
hamatologischen Malignomen ist gut erforscht und der Einsatz von Dexamethason oder
Prednison in Kombination mit Zytostatika ein bewahrtes Therapiekonzept fiir Leukdamien
oder Lymphome. Teilweise kann der Effekt durch die Regulation der Gene von pro- und
antiapoptotischen Proteinen wie BIM oder BCL2 erklart werden [218]. Mutationen im
NR3C1-Gen sind mit soliden Tumore wie kolorektalen, Mamma- oder Magenkarzinomen
assoziiert [219]. Im Prostata-Karzinom wurde der GR als tumorsuppressiver Faktor
identifiziert, der mit zunehmender malignen Transformation der Zellen vermindert
exprimiert wird [220]. Auch im Zervixkarzinom ist die GR-Expression mit einem
niedrigeren FIGO-Stadium sowie einem langeren OAS und RFS assoziiert [221]. Fir das
Mamma-Karzinom sind je nach Hormonrezeptorstatus unterschiedliche Rollen des GR
beschrieben. In ERa-positiven Karzinomen ist eine GR-Aktivierung mit der Inhibierung
verschiedener Wachstumsfaktoren und verminderter Proliferation verbunden [222, 223].
Eine zunehmende Dedifferenzierung des Mammakarzinoms ist mit einer verminderten
nukledaren Expression von GR assoziiert [224]. In ERa-negativen Karzinomen hingegen
zeigt der GR eine onkogene Funktion, die den Prozess der epithelial-mesenchymalen
Transition fordert und Proliferation und Metastasierungsrate steigert [10].

1.6 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll der Zusammenhang zwischen histopathologischen Daten mit der
Expression epigenetischer Modifikationen und tumorbiologisch relevanten Proteinen im
Zervix- und Endometriumkarzinom evaluiert werden. Gal-8 und -9, die
Histonmodifikationen H3K9ac und H3K4me3 sowie der GR wurden in zahlreichen anderen
Tumorentitdten bereits hinsichtlich ihrer Rolle in der Tumorbiologie und ihres
prognostischen Wertes fir Patient*innen untersucht. Daten in Hinblick auf das
Endometrium- und Zervixkarzinom fehlen jedoch teilweise. Trotz der Etablierung neuer,
zielgerichteter Therapien, wie zum Beispiel Checkpointinhibitoren, bleiben die
therapeutischen Optionen in fortgeschrittenen Fallen bei beiden Entitdten limitiert.
AuBerdem gilt es, die Therapie weiter zu prazisieren und individualisieren. Insbesondere
beziiglich des Endometriumkarzinoms hat die therapeutische Entwicklung in den letzten
Jahren die Bedeutung molekularer Marker verdeutlicht, weshalb die oben genannten fiir
die Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit ausgewahlt wurden. Die Ergebnisse des
Projekts konnen als Grundlage fiir die Entwicklung klinisch angewandter prognostischer
Marker sowie neuer Therapiekonzepte dienen. Mit Blick auf die bereits vorhandenen
Kenntnisse werden Gal -8 und -9 im Zervixkarzinom, Gal-8 und -9, H3K4me3, H3K9ac und
der GR im Endometriumkarzinom immunhistochemisch analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gewinnung und Aufbereitung des Primartumorgewebes

Die fur die Arbeit verwendeten Tumorproben entstammen aus der Klinik fir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU Miinchen, Campus Innenstadt. Die
Gewebeproben wurden intraoperativ gewonnen und nach der histopathologischen
Untersuchung in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. AnschlieRend erfolgte die
Verarbeitung der Proben zu Tissue Microarrays (TMA) im Pathologischen Institut der LMU
Minchen. Fir die Erstellung der TMAs wurden zunachst die Paraffinblocke mit den
Tumore, die im Array enthalten sein sollen, ausgewahlt. Dies erfolgte nach den in 2.1.2
und 2.1.3 aufgefihrten Merkmalen. Die zugehdrigen archivierten Hamatoxylin-/Eosin-
gefarbten Schnitte dienten als Anhaltspunkt flir das zu markierende Areal auf dem
Paraffinblock. AnschlieBend erfolgte die Verarbeitung der Proben im Pathologischen
Institut der LMU Miinchen. Dazu wurde mit einer Hohlnadel ein Gewebezylinder aus dem
Paraffinblock im markierten Areal ausgestanzt und dieser in eine vorgestanzte Stelle in
einen leeren Paraffinblock eingesetzt. Bei einer Nadel mit 0,6 mm Durchmesser kénnen
bis zu 1000 Proben auf einen Empfangerblock Ubertragen werden. Die TMA-Bl6cke
wurden am Mikrotom mit einer Dicke von 4-8 Mikrometer geschnitten und auf
Objekttrager Ubertragen. In diesem Fall wurden speziell fir die Immunhistochemie
beschichtete Objekttrager (,Superfrost Plus“) verwendet, dessen positiv geladene
Oberflache fiir eine bessere Haftung des Schnittes sorgt. Die Prasenz eines Proteins kann
in den verschiedenen Malignomen erfasst und verglichen werden, sodass Assoziationen
zwischen beispielsweise Differenzierungsgrad und Expression gezeigt werden kdnnen
[225].

2.1.2 Zusammenstellung des Zervixkarzinom-Kollektivs

Die in dieser Arbeit untersuchten Zervixkarzinomproben wurden von 1993 bis 2002 von
Patientinnen gewonnen, die sich in diesem Zeitraum einer entsprechenden Operation an
der Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU unterzogen haben. Ein Kollektiv
von 244 Gewebeproben wurde zusammengestellt, wobei alle Proben eingeschlossen
wurden, die den histologischen Subtyp eines plattenepithelialen, Adeno- oder
adenosquamosen Karzinoms aufwiesen. Die histopathologischen Daten (TNM, Grading,
Subtyp) konnten aus den pathologischen Befunden im Archiv der Frauenklinik der LMU
sowie dem Tumorregister Miinchen entnommen werden. Zu den Tumorproben liegen
aulRerdem die Daten zu Geburts- und Diagnosedatum, Datum des letztes Follow-Ups
sowie OAS und RFS der Patientinnen vor. Diese Daten konnten durch eine Abfrage des
Tumorregisters Minchen am 15. April 2020 erganzt bzw. verifiziert werden.

2.1.3 Zusammenstellung des Endometriumkarzinom-Kollektivs

Das fiir die Arbeit verwendete Kollektiv umfasst 225 Endometriumkarzinomproben, die
ebenfalls von Patientinnen der Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der LMU
stammen. Hier handelt es sich um gewonnene Proben im Zeitraum von 1990 bis 2002.
Eingeschlossen wurden ausschlieBlich endometrioide Adenokarzinome. Andere
histologische Subtypen, wie zum Beispiel das klarzellige Endometriumkarzinom, wurden
aufgrund von niedrigen Fallzahlen ausgeschlossen. Nach der Klassifikation von Bokhman
liegen damit ausschlieBlich Typ-I-Karzinome im Kollektiv vor, eine molekulare Typisierung
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zur Einordnung nach dem The Cancer Genome Atlas Project wurde noch nicht
vorgenommen. Die Proben des Panels wurden bezliglich histologischen Subtyps und
Gradings durch das Pathologische Institut der LMU Minchen analysiert. Die
histopathologischen Daten zur TNM-Klassifikation wurden nach der operativen
Gewinnung des Gewebes erhoben und im Tumorregister gesammelt. Aufgrund der
damals angewandten und inzwischen veralteten TNM-Klassifikation waren
entsprechende Anpassungen an die neue TNM-Klassifikation aus dem Jahr 2010
vorzunehmen. Die FIGO-Klassifikation fir das Endometriumkarzinom stammt ebenso wie
die TNM-Klassifikation aus dem Jahr 2010 und wurde anhand der Daten zu T, N und M fir
die Tumorpraparate erhoben. Durch eine Abfrage des Tumorregisters Miinchen am 15.
Januar 2020 konnten Daten zu Geburts-, Diagnose- und gegebenenfalls Todesdatum,
Datum des letzten Follow-Ups, Datum einer moéglichen Progression, sowie OAS und
progressionsfreie Uberlebenszeit (PFS) ermittelt beziehungsweise aktualisiert werden.

2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemische Untersuchung der Proteinexpression

Die Methode der Immunhistochemie (IHC) beruht auf dem Nachweis von Antigenen im
Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebetteten Gewebe durch spezifische Antigen-
Antikorper-Reaktionen. Der primare Antikorper bindet zundchst an das Epitop des
Antigens und wird im zweiten Schritt durch ein direktes oder indirektes Detektionssystem
sichtbar gemacht, welches ein lichtmikroskopisch sichtbares Farbsignal erzeugt. Mithilfe
der IHC kann eine effiziente Phanotypisierung verschiedener Gewebe erfolgen, weshalb
sie eine grundlegende Rolle in der Tumordiagnostik spielt [226].

a) Vorbehandlung

Zu Beginn einer immunhistochemischen Farbung steht zunachst das Herauslosen des
Paraffins aus den Gewebsschnitten. Das Entparaffinieren erfolgte fir alle TMAs fir 20
Minuten in Roticlear®, einem Xylol-Ersatzmedium, welches eine hohere
Aufnahmekapazitat fiir Paraffin besitzt als Xylol. AnschlieRend wurde das Roticlear® durch
einmaliges Schwenken in 100%igem Ethanol entfernt. Es folgte die Inkubation der
Schnitte fir 20 Minuten in einer 3%igen Verdinnung von Wasserstoffperoxid in
Methanol. Dieser Schritt dient der Inaktivierung der im Gewebe vorhandenen endogenen
Peroxidase. Die spatere Farbreaktion zur Detektion eines Antigens nutzt ebenfalls eine
Peroxidase zur Substratumsetzung. Eine Aktivitat der endogenen Peroxidase kann zu
unspezifischen Farbeergebnissen fihren. Die Proben wurden erneut in 100%igem,
anschlieRend in einer absteigenden Alkoholreihe mit 70- und 50%igem Ethanol
geschwenkt. Zur Entfernung der Ethanolreste erfolgte eine Spiilung in destilliertem
Wasser. Durch die Formaldehydfixierung kommt es zur Veranderung der tertidren
Proteinstruktur, sodass die Epitope von den Antikdrpern nicht erkannt werden kénnen
(Antigenmaskierung). Ein Verfahren zur Widerherstellung der Tertidrstruktur ist das
sogenannte ,Heat Induced Epitope Retrieval” [226]. Diese Antigendemaksierung erfolgte
durch das Erhitzen der Gewebsschnitte in mit destilliertem Wasser verdiinnten
Natriumcitratpuffer (pH = 6). Die Flussigkeit wurde durch Mischen von 18 ml einer
Zitronensaure-Lésung (210,1 mol/l) und 82 ml einer Natriumcitrat-L6sung (294,1 mol/I)
mit 900 ml destilliertem Wasser hergestellt. Der Puffer wurde dann in einem
Schnellkochtopf erhitzt und die Schnitte nach Erreichen des Siedepunktes hineingegeben.
Die Schnitte kiihlten anschlieBend weitere fiinf Minuten ab, bevor der Deckel des Topfes
gedffnet und kiihles Leitungswasser hinzugefligt wurde. Zur Entfernung des Puffers
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wurden die Schnitte anschlieRend in destilliertem Wasser und zwei mal zwei Minuten in
Phosphatgepufferter Salzlosung (Phosphate-Buffered Saline, PBS) gewaschen.

b) Fdrbevorgang zur Antigenerkennung

Nach der Vorbehandlung erfolgt die eigentliche Anfarbung der Antigene. Zunachst wurde
eine Blockier-Losung fir funf Minuten auf die Schnitte aufgetragen, um unspezifischen
Farbreaktionen vorzubeugen. Das Blockier-Medium sattigt elektrostatische Ladungen im
Gewebe ab und verhindert, dass sich die Antikérper durch hydrophobe Bindungen an
Fettgewebe oder Zellmembranen anlagern. Im Anschluss folgte die Inkubation der
Gewebeprobe mit den jeweiligen Antikorpern bei Raumtemperatur oder im Kiihlschrank.
Fir die genaue Verdinnung und Inkubationszeit der Antikorper siehe Tabelle 3.
Verdiinnungen und Inkubationszeiten wurden zuvor an Kontrollschnitten gepriift. Die
Antikorperlésung wurde nach Ablauf der Inkubationszeit durch Waschen der Schnitte in
PBS fiir zweimal zwei Minuten entfernt. Durch Einwirken des Post-Block-Reagenz fiir 20
Minuten wird das spater auftretende Farbsignal amplifiziert. Nach einem weiteren
Waschschritt in PBS wurde schlieBlich das HRP-Polymer (Horseradish-Peroxidase-
Polymer) aufgetragen und fiir 30 Minuten auf den Proben belassen. Nach Entfernung des
HRP-Polymers durch Waschen in PBS wurde das Substrat mittels 3‘3‘-Diaminobenzidin
(DAB) angefarbt. Zu diesem Zwecke wurde das DAB verdiinnt (1 Tropfen auf 1 ml
Substratpuffer) und konnte je nach Gewebe und Antikdrper zwischen 30 Sekunden und
zwei Minuten auf den Schnitten einwirken (Tabelle 3). Um die Farbreaktion zu stoppen,
wurden die Schnitte in destilliertes Wasser getaucht und anschlieBend je zwei mal zwei
Minuten grindlich gewaschen.

Tabelle 3: Verdiinnung und Inkubationsbedingungen der verschiedenen Antikérper

Antikorper Galektin-8 Galektin-9 H3K4me3 H3K9ac GR
Verdiinnung 1:150in PBS  1:300 in PBS 1:100 in PBS 1:200 in PBS 1:400 in PBS
Inkubationszeit 1 h bei

und Raum- 16 h bei 4°C 16 h bei 4°C 16 h bei 4°C 16 h bei 4°C
-temperatur temperatur

Einwirkzeit DAB 1 min 1 min 1 min 30 sec 2 min

c) Gegenfirbung

Fir die Beurteilung des gesamten Gewebes und als Kontrast zur braunen Farbgebung der
Antigene durch DAB ist die Gegenfarbung der Praparate essenziell. Sie erfolgte mit
saurem Hamalaun nach Mayer, welcher ein basischer Farbstofflack in saurer Losung ist
(pH ca. 4,5). Der basische, positiv geladene Farbstoff farbt besonders stark die negativ
geladenen Phosphatgruppen der DNA und damit die Zellkerne an. Die Schnitte verblieben
fiir zwei Minuten im Hamalaun und wurden danach mit Leitungswasser abgespilt. Das
Spulen der Schnitte im alkalischen Milieu mithilfe von Leitungswasser (pH ca. 7,7) dient
zum einen dem Auswaschen der Saurereste und vermittelt (iber die Anhebung des pH-
Wertes den Farbumschlag von Rot zu blau-violett.

d) Dehydrierung und Eindecken

Nach der Gegenfarbung wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70%iges, 96%iges und absolutes Ethanol) entwassert. Dieser Schritt ist aufgrund der
Hydrophobie des Eindeckmediums notwendig. Am Ende der Alkoholreihe steht Roticlear”,
in welchem die Schnitte vor dem finalen Schritt des Eindeckens gespiilt werden. Das
Eindeckmedium RotiMount” verschlieRt die Praparate luftdicht, schiitzt sie vor
Ausbleichen und macht sie fir Jahre haltbar. Fir die Auswertung der Farbung ist
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auBerdem wichtig, dass der Brechungsindex des Eindeckmediums und des Deckglases
derselbe ist, was bei der Nutzung RotiMount® gegeben ist (ca. 1,43 — 1,46).

e) Kontrollfdrbungen

Um den korrekten Ablauf der Farbung sicherzustellen, wurden bei jedem Farbedurchgang
Positiv-Kontrollen mitgefiihrt. Diese Kontrollen untersuchen Gewebe, die das zu
detektierende Antigen sicher enthalten. Bei Anfarbung der Kontrollen ist garantiert, dass
die Farbung auch an den anderen Schnitten gelungen ist. Fiir die verschiedenen
Farbungen wurden jeweils geeignete Gewebe ausgewdhlt und mitgefarbt. Fir jeden
Farbedurchgang zeigten sich die Kontrollen positiv, sodass fiir alle Schnitte von einer
ordnungsgemalen Durchfiihrung der Farbungen auszugehen ist. Beispielhaft sind in
Abbildung 6 und Abbildung 7 Positivkontrollen fiir Gal-8 und H3K4me3 gezeigt.
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Abbildung 6: Positivkontrolle Gal-8 (Kolon). Abbildung 7: Positivkontrolle H3K4me3
(Plazenta).

2.2.2 Liste verwendeter Antikorper und Materialien

Fir die Farbungen wurden spezifische Antikorper gegen Gal-8 und -9 sowie gegen
H3K4me3, H3K9ac und den GR verwendet. Hierbei wurden fir Gal-8 und -9, GR sowie
H3K9ac monoklonale Antikérper verwendet. Fiir H3K4me3 wurde ein polyklonaler
Antikdrper angewandt. Fiir eine genaue Ubersicht tiber die Eigenschaften und Hersteller
der verwendeten Antikdrper sowie weitere Materialien siehe Tabelle 4 und Tabelle 5.

2.2.3 Lichtmikroskopische Auswertung

Die Prdparate wurden im Anschluss an die immunhistochemische Farbung beurteilt.
Hierzu erfolgte eine Betrachtung der TMAs unter dem Lichtmikroskop (Diaplan Leitz,
Wetzlar, Deutschland) zunédchst in 10-facher VergréRerung, um einen Uberblick iber die
Auspragung der Farbung zu gewinnen. Anschliefend wurden die einzelnen Prédparate in
25- und 40-facher VergroRerung mikroskopiert. Um das AusmaR der Expression der
untersuchten Marker zu evaluieren, wurde der Immunoreaktive Score (IRS) berechnet.
Dieser semiquantitative Score besteht aus zwei Skalen, der Farbeintensitdt und dem
Anteil der gefarbten Zellen auf dem Schnitt. Die Farbeintensitdt wird graduiert in: 0 =
keine Farbung, 1 = leichte Farbeintensitdat, 2 = mittlere Farbeintensitat, 3 = starke
Farbeintensitat und der Prozentanteil der gefarbten Zellen in: 0 = 0%, 1 = 1-10%, 2 = 11-
50%, 3 = 51-80% und 4 > = 80%). Die beiden Parameter werden einzeln bestimmt und die
Punktwerte anschliefend miteinander multipliziert, sodass sich ein Wert zwischen IRS =0
(keine Expression) und IRS = 12 (sehr starke Expression) ergibt [227]. So kann die
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Expression des Antigens im Gewebe mithilfe der immunhistochemischen Farbung und
lichtmikroskopischen Auswertung objektiviert werden. Bei der Auswertung wurde je nach
verwendetem Antikorper zwischen zytosolischer oder nukledrer Farbung von
Tumorzellen (Galektine, Histone, GR) oder Anfarbung von Stromazellen (GR) differenziert.

Tabelle 4: Eigenschaften der verwendeten Antikérper.

Antikorper Galektin-8 Galektin-9 H3K4me3 H3K9ac GR
Firma Abcam Abcam Abcam Abcam Cell Signaling
Tier Hase Hase Hase Hase Hase
Isotyp 1gG 1gG 1g8G 1g8G 1gG
Klonalitat Monoklonal Monoklonal Polyklonal Monoklonal Monoklonal
Klon EPR4857 - - Y28 D6H2L
Konzen-
tration k.A. 1mg/ml 0,2 mg/ml 0,059 mg/ml k.A.
Bestell-
ab109519 ab69630 ab8580 ab32129 12041
nummer
Lot GR265068-8 GR2330394-2 GR3263891-1 YE1217012 3
. zytoplas- zytoplas-
ARl matisch, z.T. matisch, z.T. kernstandig kernstandig kernstandig
muster . .
kernstandig kernstandig
K"ontroll- Colon, Plazenta P!azenta, Plazenta Plazenta PI?zenta,
farbungen Sigma Dinndarm
Tabelle 5: Weitere verwendete Materialien.
Materialbezeichnung Firma

Adhahsionsobjekttrager Super Frost Plus®, Menzel-Glaser Thermo Fisher Scientific

Deckglaser 24x24 mm; Menzel-Glaser Thermo Fisher Scientific

Roticlear® Carl Roth GmbH
Rotimount® Carl Roth GmbH
Ethanol 100% SAV Liquid Production GmbH
Methanol Sigma Aldrich
Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth GmbH
Zitronensdure Merck KGaA
Natriumcitrat Merck KGaA

Gibco Dulbeccos Phosphate Bufferd Saline (PBS)

ZytoChem Plus HRP Polymer System (Mouse/Rabbit), Nr.
POLHRP-100

Liquid DAB + Substrate Chromogen-System

Thermo Fisher Scientific
Zytomed Systems GmbH

Dako, BestNR. K3468

2.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics, Version 26.0.0
(NY, USA). Die Daten wurden zunichst mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf
Normalverteilung gepriift, wobei bei einem Signifikanzniveau p > 0,05 eine
Normalverteilung angenommen wurde. Fiir die Berechnung bivariater Korrelationen
wurde der Spearman’sche Rangkorrelationskoeffizient angewandt. Aufgrund der nicht-
gegebenen Normalverteilung aller weiteren Daten wurden nicht-parametrische Tests fiir
die Beschreibung des Zusammenhangs zweier Gruppen angewandt. Fiir den Vergleich
zweier Gruppen mit zwei Merkmalsauspragungen wurde der Mann-Whitney-U-Test, fiir
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Gruppen mit mehreren Merkmalsauspragungen der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Das
OAS und RFS bzw. PFS der Patientinnen im Hinblick auf die Expression der untersuchten
Marker wurde mithilfe von Kaplan-Meier-Kurven und dem Log-Rank-Test (Mantel-Cox)
analysiert. Schliellich wurde die Cox-Regression angewandt, um eine mogliche von
anderen Faktoren unabhéangige prognostische Aussagekraft der Marker zu identifizieren.
Alle Tests wurden bei einem p < 0,05 als statistisch signifikant gewertet.

3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Zervixkarzinom-Kollektivs

3.1.1 Altersverteilung

Das Alter der Patientinnen bei der Diagnosestellung in dem Kollektiv umfasst eine
Spannweite von 62,9 Jahren, wobei die jingste Patientin bei Diagnose 20,4 Jahre, die
dlteste 83,3 Jahre war. Das mittlere Alter liegt bei 48,9 Jahren und deckt sich ungefahr mit
dem medianen Alter (47 Jahre), dies spricht flr eine anndhernd symmetrische Verteilung
der Altersstufen (Abbildung 8). Der Mittelwert bzw. Median des Alters im Kollektiv ist
insgesamt etwas niedriger als das mittlere Erkrankungsalter fiir das Zervixkarzinom in
Deutschland (55 Jahre), die Altersverteilung kann aber dennoch als reprasentativ
angesehen werden [228].

Mittelwert = 48.92
Std.-Abweichung = 12,993
N = 244

Haufigkeit

20,0 40,0 60,0 80,0

Alter bei Diagnosestellung

Abbildung 8: Verteilungshdufigkeit des Alters bei Diagnosestellung im Zervixkarzinomkollektiv.

3.1.2 Histologischer Subtyp

Insgesamt wiesen 174 Karzinome den squamésen Subtyp (SCC) auf (77,6%), 34 Tumore
waren Adenokarzinome (13,6%), 15 adenosquamaose Karzinome wurden eingeschlossen
(6,0%). Bei sieben Tumore (2,8%) konnte kein eindeutiger histologischer Subtyp bestimmt
werden, weshalb diese aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Die Verteilung der
histologischen Subtypen im Kollektiv entspricht dem Auftreten der verschiedenen
Subtypen in der Klinik, bei dem die SCC 80%, Adenokarzinome 13% und adenosquamdse
Karzinome 6% ausmachen [63].
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3.1.3 TNM-Klassifikation und FIGO

Das Kollektiv umfasst mehrheitlich Tumore (51,9%, 126 Praparate) mit dem T-Stadium
pT2. Tumore, welche lediglich auf die Zervix begrenzt waren (pT1), machen 43,9% des
Kollektivs aus (107 Falle). Neun Tumore sind pT3-Tumore (3,7%). Ein Fall ist ein pT4-
Zervixkarzinom. Fiir ein Tumorpraparat (0,4%) konnte kein pT-Stadium angegeben
werden, weshalb dieses in entsprechenden Analysen ausgeschlossen wurde.

Bei der Mehrheit der Patientinnen (n = 145; 59,4%) wurden keine Metastasen in den
regionalen Lymphknoten gefunden (pNO), 98 Patientinnen (40,2%) wiesen einen Befall
regionaler Lymphknoten auf (pN1). Fir eine Patientin (0,4%) konnte kein N-Status
angegeben werden, sodass diese aus den Analysen ausgeschlossen wurde.

Der Fernmetastasenstatus konnte fiir lediglich neun Patientinnen (3,7%) erhoben
werden, wovon zwei keine Fernmetastasen zeigten (pMO0), bei sieben Patientinnen
wurden Fernmetastasen nachgewiesen (pM1; 2,9%). Fir die restlichen 235 Patientinnen
waren keine Daten zu Fernmetastasen vorhanden (pMX), sodass dieser Parameter nicht
in die Analysen miteingeschlossen wurde.

Anhand der vorliegenden Daten zu pT-, pN- und pM-Status wurden die FIGO-Stadien
zusatzlich bestimmt. Dabei zeigten 79 Patientinnen ein FIGO-Stadium |1 (32,4%), 26,2% der
Tumorpraparate wurden FIGO Il eingestuft (n = 64), FIGO IIl wiesen 93 Patientinnen auf
(38,3%) und nur sieben Karzinome waren FIGO IV (2,9%). Entsprechend des fehlenden T-
Status bei einer Patientin konnte hier kein FIGO-Stadium bestimmt werden (n = 1; 0,4%).

3.1.4 Grading

Das Grading wurde ebenfalls aus den Daten des Tumorregisters Gbernommen und in
einzelnen diesbezliglich fraglichen Fallen durch das Pathologische Institut der LMU
Miinchen verifiziert. Die Mehrzahl der Tumore (n= 143; 58,6%) sind G2-Tumore mit
mittelgradig differenzierten Zellen und im Falle des SCC einzelnen Verhornungsherden.
Karzinome mit G3, also schlecht differenzierte Tumore ohne Verhornungsareale, sind zu
32,0% (n = 78) vertreten. Gut differenzierte Tumore mit klar erkennbaren verhornten
Anteilen waren in 8,6% (n= 7) zu finden. In zwei Fallen (0,8%) konnte kein eindeutiger
Differenzierungsgrad festgestellt werden.

3.1.5 Daten zu Gesamt- und rezidivfreiem Uberleben

Das mittlere Uberleben der Patientinnen im Kollektiv betrug nach Diagnosestellung 136
Monate, der Median liegt bei 139 Monaten. Zum Zeitpunkt der Abfrage der Daten im
Tumorregister Minchen waren tumorabhdngig 33 Patientinnen verstorben, das
entspricht 13,2%. 84,4% der Patientinnen waren als lebend registriert oder wurden im
Verlauf zensiert. Zu sechs Patientinnen lagen keine Daten zum Lebensstatus vor.
Insgesamt betrdgt das mittlere RFS der Patientinnen im Kollektiv 131 Monate, der Median
liegt bei 128 Monaten. Zum Zeitpunkt der Abfrage hatten 63 Patientinnen (25,2%) ein
Rezidiv. 180 Patientinnen (72,0%) wiesen kein Rezidiv auf. Zu sieben Patientinnen lagen
keine Daten zum RFS vor.
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3.2 Analyse des Endometriumkarzinom-Kollektivs

3.2.1 Altersverteilung

Im Kollektiv sind hauptsachlich &ltere, mutmallich postmenopausale Patientinnen
vertreten, das mittlere Alter liegt bei 64,7 Jahren, der Median bei 66 Jahren. Die jlingste
Patientin war bei Diagnosestellung 35,5 Jahre, die dlteste 85,1 Jahre alt (Spannweite 49,6
Jahre). Das mittlere Alter bei Diagnosestellung deckt sich anndhernd mit dem mittleren
Erkrankungsalter fiir das Endometriumkarzinom in Deutschland (68 Jahre). Nur 7,1% der
Patientinnen im Kollektiv waren bei der Diagnosestellung jlinger als 51 Jahre, dem
durchschnittlichen Alter fiir das Eintreten der Menopause [229].

Mittelwert = 64.7
Std.-Abweichung = 9,983
N =298

Haufigkeit

Alter bei Diagnosestellung

Abbildung 9: Verteilungshdufigkeit des Alters bei Diagnosestellung im
Endometriumkarzinomkollektiv.

3.2.2 TNM-Klassifikation und FIGO

Der GrofSteil der Tumore im Kollektiv zeigte eine kleine Tumorausdehnung mit
Begrenzung auf das Corpus uteri (pT1, n = 175; 77,8%). Eine Infiltration der Zervix (pT2)
wurde bei 16 Praparaten (7,1%) festgestellt, 30 Proben (13,3%) zeigten ein pT3 Stadium
und ein pT4-Stadium wurde in lediglich 3 Fallen (1,3%) vergeben [230]. Fir ein Karzinom
konnte kein pT-Stadium angegeben werden (0,4%), weshalb dieses in den Analysen
ausgeschlossen wurde.

In 63,1% der Fille (n = 142) konnten keine Lymphknotenmetastasen nachgewiesen
werden (pNO). Nur 9,3% der Patientinnen (n=21) zeigten Lymphknotenmetastasen (pN1).
Flr 62 Patientinnen (27,6%) konnte der Lymphknotenstatus nicht erhoben werden (pNX).

Der Fernmetastasenstatus konnte flir 114 Patientinnen (50,6%) erfasst werden, wovon
lediglich funf Patientinnen Fernmetastasen aufwiesen (pM1).

167 Patientinnen zeigten ein FIGO-I-Stadium. Dieser Anteil von 74,2% des Kollektivs deckt
sich mit der Angabe, dass in der Praxis ca. 75% der Endometriumkarzinome im Stadium
FIGO | diagnostiziert werden kdnnen [231]. 15 Praparate wurden als FIGO-II-Tumore
eingestuft (6,7%), 36 Tumore hatten FIGO-Stadium 1l (16,0%) und sechs Tumore zeigten
das FIGO Stadium IV (2,7%). Fir ein Praparat konnte kein FIGO-Stadium erhoben werden.
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3.2.3 Grading

Das Grading wurde fiir alle Praparate von Mitarbeitenden des Pathologischen Instituts der
LMU Miinchen beurteilt. 56,4% der Praparate (n= 127) zeigten ein G1, 77 Tumore waren
G2-Karzinome (34,2%) und 20 Tumore G3-Karzinome (8,9%). Fir ein Tumorpradparat
(0,4%) konnte keine Angabe zum Grading gemacht werden.

3.2.4 Daten zu Gesamt- und progressionsfreiem Uberleben

Das mittlere OAS nach der Diagnose liegt im Kollektiv bei 131,0 Monaten, der Median bei
130,6 Monaten. Insgesamt waren zum Zeitpunkt der Abfrage des Tumorregisters im
Januar 2020 132 Patientinnen verstorben (58,7%), 93 Patientinnen waren als lebend
registriert (41,3%). Fiir das PFS betrug der Mittelwert im Kollektiv 124,7 Monate, der
Median war 122,9 Monate. Hier hatten zum Zeitpunkt der Abfrage 20% der Patientinnen
(n = 45) eine Progression gezeigt. 145 Patientinnen wiesen keine Progression auf.

3.3 Galektin-8-Farbung im Zervixkarzinom

3.3.1 Deskriptive Statistik

Galektin-8 (Gal-8) wurde ausschlieflich im Zytoplasma exprimiert. 77,9% der Proben
zeigten eine Anfarbung, 9,4% der Tumore exprimierten kein Gal-8 (IRS=0). 12,7% (n = 31)
der Proben konnten nicht ausgewertet werden. 58,2% der Proben wiesen eine verstarkte
Expression auf (IRS > 4; Tabelle 6).

Tabelle 6: Deskriptive Statistik der Gal-8-Fédrbung im Zervixkarzinom.

Giiltig  Fehlend Mittelwert Median SD Minimum Maximum
Gal-8
IRS - 4,65 4,00 3,241 0 12
213; 31, 40;
. 0, 4 4 . 4 . 0, . 0,
Mm% g73%  12,7% 16,4% 23,94%  8&3,3%

3.3.2 Alter bei Diagnose

Da die Daten zum Alter bei Diagnose nicht normalverteilt waren (Kolmogorov-Smirnov-
Test: p = 0,040), wurde fir die Berechnung des Zusammenhangs zwischen Alter und Gal-
8-Expression der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Hier konnte keine Assoziation
festgestellt werden (p = 0,169).

3.3.3 Histologischer Subtyp

Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte sich in der Expression von Gal-8 in den drei
verschiedenen histopathologischen Subtypen (p = 0,024; p = -0,208 mit p = 0,002;
Abbildung 10 und Tabelle 7). Dabei wiesen SCC einen medianen IRS von 4,
Adenokarzinome einen IRS von 2 und adenosquamose Karzinome einen IRS von 2,5 auf
(Abbildung 11 und Abbildung 12).
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Tabelle 7: Korrelationen histopathologischer Parameter mit der Gal-8- und -9-Expression im Zervixkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Gal-8 (IRS +/- SD) % p (NPAR) p (Rho) Gal-9 (IRS +/- SD) % p (NPAR) p (Rho)
Histologie 0,024 -0,208 (p=0,002) 0,588 -
scc 4 (+/-3,23) 18,3 2 (+/-2,39) 20,8
Adenokarzinom 2 (+/- 3,28) 20,7 4 (+/-2,77) 31
Adenosquamoses Karzinom 2,5 (+/- 2,50) n.a. 2 (+/-2,71) 15,4
Andere 4 (+/- 0,00) 100,0 3 (+/- 0,00) 100
pT 0,687 0,36 -
T 4 (+/-3,24) 19,4 3 (+/-2,43) 17,8
T2 4 (+/-3,10) 18,6 2 (+/-2,44) 22,1
T3 2.5 (+/-4,92) n.a. 0,5 (+/- 3,25) n.a.
T4 2 (+/-0,00) 100 6 (+/- 0,00) 100
pN 0,004 -0,277 (p < 0,001) 0,024 -0,157 (p = 0,023)
N- 4 (+/-3,28) 16,5 3 (+/-2,27) 17,7
N+ 3 (+/- 3,03) 10,6 2 (+/-2,68) 18,6
FIGO 0,008 -0,165 (p=0,016) 0,067 -
FIGO | 4 (+/- 3,45) 16,2 3 (+/-2,41) 15,2
FIGO I 6 (+/- 3,06) 8,5 3 (+/-2,13) 21,1
FIGO lI/IV 3 (+/- 3,03) 10,5 2 (+/-2,71) 18,4
FIGO (nur SCC) 0,002 -0,470 (p=0,001)
FIGO | 3 (+/- 2,30) 19,6
FIGO I 3 (+/- 2,46) 26,7
FIGO lI/IV 1 (+/- 2,40) 19,7
Grading 0,865 0,048 - 0,159 (p= 0,040)
Gl 4 (+/-3,79) 53 4 (+/-2,59) 22,2
G2 4 (+/-3,18) 19,7 2 (+/-2,26) 23,1
G3 4 (+/-3,24) 20,0 2 (+/-2,69) 15,5 0,067 -
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Abbildung 10: Korrelation zwischen Gal-8-Expression und histologischem Subtyp im
Zervixkarzinom.
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Abbildung 11: Plattenepithelkarzinom mit Abbildung 12: Adenokarzinom mit niedriger
medianer Gal-8-Expression (IRS = 4). Gal-8-Expression (IRS = 2).

3.3.4 TNM- und FIGO-Klassifikation

Die Tumorausdehnung pT war nicht mit der Gal-8-Expression assoziiert (p = 0,687). Eine
inverse  Korrelation zeigte sich fiir den Nodalstatus: Patientinnen mit
Lymphknotenmetastasen (pN1) zeigten einen medianen IRS von 2 (Abbildung 13),
wahrend Patientinnen mit negativem Lymphknotenstatus (pNO) einen medianen IRS von
4 aufwiesen (Abbildung 14); p = 0,004; p= -0,277 mit p < 0,001; Abbildung 15). Fir den
Fernmetastasenstatus wurde aufgrund fehlender verfligbarer Daten keine Analyse
durchgefiihrt. Fir die Analyse des FIGO-Stadiums im Zusammenhang mit Gal-8 wurden
die beiden héchsten FIGO-Stadien (lll und IV) zusammengefasst betrachtet, um eine
moglichst dhnliche GruppengroBe zu gewahrleisten. Ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen FIGO-Status und der Gal-8-Expression konnte gezeigt werden
(p =0,008; p =-0,165 mit p = 0,016; Abbildung 16 und Tabelle 7). FIGO-I-Tumore zeigten
einen medianen IRS von 4, welcher in 16,2% der Falle erhoben wurde. Verglichen dazu
war der Median von Tumore im FIGO-Stadium Il IRS = 6. Die héheren FIGO-Stadien hatten
einen medianen IRS = 3.
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Abbildung 13: Zervixkarzinom mit positivem N-  Abbildung 14: Zervixkarzinom mit pNO und
Status und niedriger Gal-8-Expression (IRS =2). medianer Gal-8-Expression (IRS = 4).
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Abbildung 15: Korrelation zwischen Gal-8-Expression und Nodalstatus im Zervixkarzinom.
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Abbildung 16: Korrelation zwischen Gal-8-Expression und FIGO-Stadium im Zervixkarzinom.
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3.3.5 Grading

Der mediane IRS war in allen Gruppen gleich ausgepragt (IRS = 4), sodass keine Assoziation
von Gal-8 mit dem Grading gezeigt werden konnte (p = 0,865; Tabelle 7).

3.3.6 Gesamtiiberleben

Fiir die Analyse des OAS wurde ein IRS-Wert als Cut-off anhand des Medianwertes der
Gal-8-Farbung (IRS = 4) festgelegt und das Kollektiv in Tumore mit hoher und niedriger
Gal-8-Expression aufgeteilt. Fiir Gal-8 wurde der Cut-off nach dem medianen IRS von 4
festgelegt. Dies bedeutet, alle Tumore mit einem IRS von 0-3 wurden als niedrig
exprimierend, alle dariiber als hoch exprimierend eingestuft. Es konnte allerdings kein
signifikanter Zusammenhang von Gal-8 auf das OAS gezeigt werden (p = 0,823; Abbildung
17). In der durchgefiihrten Cox-Regression konnten der histologische Subtyp (p = 0,038)
und pT (p = 0,034) als unabhangige Marker fiir das OAS identifiziert werden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Cox-Regression bezogen auf das OAS hinsichtlich histopathologischer Parameter und der
Gal-8-Expression im Zervixkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Variable Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Upper 95%
(p=) Exp(B) Cl of Exp(B) Cl of Exp(B)

Alter bei Diagnose 0,780 0,995 0,962 1,029

Histologischer Subtyp 0,038 1,781 1,033 3,072

pT 0,034 2,608 1,073 6,336

pN 0,950 0,949 0,183 4,929

Grading 0,836 0,986 0,860 1,130

FIGO-Stadium 0,382 1,822 0,462 7,183

Gal-8 (IRS < 4 vs. IRS > 4) 0,843 1,086 0,480 2,454

Zytosolische Gal-8-Expression und Gesamtiiberleben

1.0
wﬁ Gal-8 niedrig (IRS 0-3)

—I1Gal-8 hoch (IRS 4-12)

Gal-8 niedrig - zensiert
A )
HHH— ——Gal-8 hoch - zensiert

0.8
0.6

0.4

Kumulatives Uberleben

0.2

p=0,823
0.0

0 50 100 150 200 250 300

Zeit in Monaten

Abbildung 17: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf Gal-8 im Zervixkarzinom: Niedrige
zytosolische Gal-8-Expression (IRS < 4) verglichen mit hoher Gal-8-Expression (IRS = 4; p = 0,823).

3.3.7 Rezidivfreies Uberleben

Ein Zusammenhang zwischen der Gal-8-Expression und dem RFS der Patientinnen bestand
nicht (p = 0,191). In der Subgruppenanalyse ging in der Gruppe der SCC eine erhohte Gal-
8-Expression einher mit einem verldangerten RFS (p = 0,036; Abbildung 18). Die Cox-
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Regression wurde ebenfalls nur fiir Patientinnen mit SCC durchgefiihrt. Hier zeigten sich
keine der eingeschlossenen Parameter als unabhangig fir das RFS (Tabelle 9).

Tabelle 9: Cox-Regression bezogen auf das RFS hinsichtlich histopathologischer Parameter und der
Gal-8-Expression im SCC.

Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Cl of Upper 95% Cl of

Variable (p=) Exp(B) Exp(B) Exp(B)
Alter bei Diagnose 0,997 1,000 0,973 1,027
pT 0,306 1,450 0,712 2,951
pN 0,699 0,700 0,116 4,247
Grading 0,883 0,992 0,895 1,100
FIGO-Stadium 0,257 2,167 0,569 8,250
(:Z')'s Cyt(IRS<4vs. IRS 17 0,598 0,299 1,197

Zytosolische Gal-8-Expression und rezidivfreies Uberleben
1.0
Gal-8 niedrig (IRS 0-3)
—I1Gal-8 hoch (IRS 4-12)
Gal-8 niedrig - zensiert
08 —+—Gal-8 hoch - zensiert

0.6

0.4

Kumulatives Uberleben

0.2

p =0,036
0.0
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Analyse fiir das RFS in Hinblick auf Gal-8 im
Zervixkarzinom:Niedrige zytoplasmatische Gal-8-Expression (IRS < 4) verglichen mit
hoher Gal-8-Expression (IRS > 4) bei Patientinnen mit SCC (p = 0,036).

3.4 Galektin-9-Farbung im Zervixkarzinom

3.4.1 Deskriptive Statistik

Wie auch Gal-8 zeigte Gal-9 eine rein zytoplasmatische Expression in allen Tumorproben.
Eine Anfarbung war in 69,3% der Proben zu sehen, wahrend 17,2% der Tumore Gal-9 nicht
exprimierten (IRS = 0). 33 Proben bzw. 13,5% waren aufgrund von fehlendem
Tumorgewebe nicht auswertbar. Fir 16,8% der Proben wurde der mediane IRS-Score von
2 vergeben.

Tabelle 10: Deskriptive Statistik der Gal-9-Férbung im Zervixkarzinom.

Giiltig  Fehlend Mittelwert Median SD Minimum Maximum
Gal-9
IRS - - 2,87 2,00 2,4571 0 9
n; % 212 133 41; 43,172%  6;2,5%

86,5% | 13,5% - 16,8%
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3.4.2 Alter bei Diagnose

Da die Daten zum Alter bei Diagnose nicht normalverteilt waren (Kolmogorov-Smirnov-
Test: p = 0,040), wurde fir die Berechnung des Zusammenhangs zwischen Gal-9-
Expression und Alter der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Es konnte keine Korrelation
festgestellt werden (p = 0,648).

3.4.3 Histologischer Subtyp

Die Expression von Gal-9 in den drei verschiedenen histopathologischen Subtypen
unterschied sich nicht statistisch signifikant (p = 0,402; Tabelle 7). Dabei wiesen die SCC
einen medianen IRS = 2, die Adenokarzinome einen IRS = 4 und adenosquamodse
Karzinome einen IRS von 2 auf.

3.4.4 TNM-Klassifikation und FIGO

Fiir die Tumorausdehnung konnte keine Korrelation mit der Gal-9-Expression gefunden
werden. Im Kruskal-Wallis-H-Test ergab sich ein p-Wert von 0,360 (Tabelle 7). Fiir den
Nodalstatus konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit der Gal-9-Expression
detektiert werden. Tumore von Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen (pNO) hatten
im Median einen IRS von 3, wahrend pN1-Tumore einen medianen IRS von 2
prasentierten. Eine hohere Gal-9-Expression ging mit einem negativen Nodalstatus einher
(p =0,024; p=-0,157 mit p = 0,023; Abbildung 19).

Bezliglich der FIGO-Klassifikation konnte keine signifikante Korrelation von Gal-9 und dem
FIGO-Stadium festgestellt werden (p = 0,067; Tabelle 7). Der durchschnittliche IRS-Score
war in allen Gruppen dhnlich, mit einem medianen IRS von 3 in den FIGO Gruppen | und
Il und einem IRS von 2 in der zusammengefassten Gruppe von FIGO Ill und IV. In der
Gruppe der SCC zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen niedrigerem
FIGO-Status und hdherer Gal-9-Expression (p = 0,002; p=-0,247; p = 0,001; Abbildung 20).

3.4.5 Grading

Die Gal-9-Expression zeigte eine statistisch signifikante inverse Korrelation mit dem
Differenzierungsgrad der Tumore (p = 0,048; p=-0,159 mit p = 0,040; Abbildung 21). Gut
differenzierte Tumore (G1) wiesen im Durchschnitt einen hoheren IRS von 4 auf, wahrend
fur weniger differenzierte Tumore (G2, G3) im Median ein IRS von 2 vergeben wurde
(Abbildung 22 und Abbildung 23).
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Abbildung 19: Korrelation zwischen zytosolischer Gal-9-Expression und Nodalstatus im
Zervixkarzinom.
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Abbildung 20: Korrelation zwischen zytosolischer Gal-9-Expression und FIGO-Stadium im
Zervixkarzinom (nur SCC).
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Abbildung 21: Korrelation zwischen zytosolischer Gal-9-Expression und Grading im
Zervixkarzinom.
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Abbildung 22: G1-Zervixkarzinom mit héherer Abbildung 23: G3-Zervixkarzinom mit niedriger
Gal-9-Expression (IRS = 4). Gal-9-Expression (IRS = 1).

3.4.6 Gesamtiiberleben

Die Analyse des OAS in Hinblick auf Gal-9 erfolgte anhand der Betrachtung von Tumore
ohne jegliche Expression (IRS = 0) im Vergleich zu Tumore mit Gal-9-Expression (IRS > 1).
Hier zeigte sich ein positiver Einfluss von Gal-9 auf das OAS (#°= 4,519 mit p = 0,034;
Abbildung 24). Patientinnen ohne Gal-9-Expression hatten eine mittlere Uberlebenszeit
von 224 Monaten, Patientinnen mit Gal-9-Expression hingegen 260 Monate.
Histologischer Subtyp (p = 0,011) und pT (p = 0,024) zeigten sich in der Cox-Regression als
unabhangige prognostische Faktoren jedoch zeigte auch die zytosolische Gal-9-Expression
eine Tendenz zur Unabhéangigkeit (p = 0,055; Tabelle 11).

Zytosolische Gal-9-Expression und Gesamtiiberleben

1.0
~1Gal-91RS = 0

—MGal-9 IRS 1-12
—+—Gal-9 IRS = 0 - zensiert
0s —+—Gal-9 IRS 1-12 - zensiert

0.6

0.4

Kumulatives Uberleben

0.2

p = 0,034

0.0

0 50 100 150 200 250 300

Zeit in Monaten

Abbildung 24: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf Gal-9 im Zervixkarzinom: Keine
zytoplasmatische Gal-9-Expression (IRS = 0) verglichen mit Gal-9-Expression (IRS >1; p = 0,034).
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Tabelle 11: Cox-Regression bezogen auf das OAS hinsichtlich histopathologischer Parameter und
der Gal-9-Expression im Zervixkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Variable

Alter bei Diagnose
Histologischer Subtyp
pT

pN

Grading
FIGO-Stadium

Gal-9 (IRS 0 vs. IRS > 1)

3.4.7

Signifikanz
(p=)

0,790
0,027
0,024
0,928
0,894
0,689

0,055

Rezidivfreies Uberleben

Hazard Ratio
of Exp(B)
1,004

1,828

2,727

1,079

0,990

1,303

0,433

Lower 95% CI Upper 95% CI
of Exp(B) of Exp(B)
0,972 1,038

1,073 3,117

1,141 6,515

0,210 5,548

0,855 1,146

0,356 4.764

0,185 1,017

Fiir die Gal-9-Expression konnte kein signifikanter Effekt auf das RFS der Patientinnen
festgestellt werden (p = 0,188; Abbildung 25). Patientinnen mit Tumore ohne jegliche Gal-
9-Expression hatten im Mittel ein RFS von 196 Monaten, bei Patientinnen mit Gal-9-
Expression war das mittlere RFS 225 Monate lang. Die Cox-Regression identifizierte keinen
der Marker als unabhangig (Tabelle 12).

Tabelle 12: Cox-Regression bezogen auf das RFS hinsichtlich histopathologischer Parameter und der
Gal-9-Expression im Zervixkarzinom.

Variable

Alter bei Diagnose
Histologischer Subtyp
pT

pN

Grading

FIGO-Stadium

Gal-9 (IRS 0 vs. IRS > 1)

Signifikanz Hazard Ratio of  Lower 95% Cl of
(p=) Exp(B) Exp(B)

0,477 1,009 0,985

0,085 1,439 0,950

0,164 1,557 0,835

0,582 1,462 0,378

0,806 0,988 0,899

0,538 1,367 0,505

0,446 0,766 0,386

Zytosolische Gal-9-Expression und rezidivfreies Uberleben

1.0 *

0.8

0.6

0.4

Kumulatives Uberleben

0.2

0.0

p=0,188

Upper 95% Cl of
Exp(B)

1,033

2,179

2,903

5,646

1,086

3,700

1,520

Gal-9 IR
—1Gal-9 IR
Gal-9 IR
Gal-9 IR
zensiert

-12
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S=1
S=0
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Analyse fiir das RFS in Hinblick auf Gal-9 im Zervixkarzinom: Keine
zytoplasmatische Gal-9-Expression (IRS = 0) verglichen mit Gal-9-Expression (IRS >1; p = 0,188).
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3.5 Galektin-8-Farbung im Endometriumkarzinom

3.5.1 Deskriptive Statistik

Gal-8 zeigte im Endometriumkarzinom sowohl eine zytoplasmatische als auch nukleare
Anfarbung. Diese beiden Farbungen wurden getrennt beurteilt und ausgewertet. In 77,8%
der Proben konnte eine zytoplasmatische Anfarbung (Gal-8 cyt) detektiert werden, mit
einem medianen IRS von 4 (17,3%). 9,3% der Tumore exprimierten kein Gal-8 (IRS = 0)
und 6,6% zeigten eine verstarkte zytoplasmatische Expression (IRS > 9). Die Auswertung
der nukledren Expression von Gal-8 (Gal-8 nuc) ergab einen medianen IRS von 2 (13,8%)
und insgesamt 54,6% der Proben zeigten eine nukledren Anfarbung von Gal-8. 43,5% der
Proben prasentierten eine verstarkte Anfarbung (IRS > 2) und 32,4% exprimierten kein
Gal-8 (IRS = 0). In 118 Tumorproben (52,4%) konnte eine simultane zytoplasmatische und
nukledre Gal-8-Farbung detektiert werden. 12,9% (n = 29) der Proben konnten nicht
evaluiert werden (Tabelle 13).

Tabelle 13: Deskriptive Statistik der Gal-8-Férbung im Endometriumkarzinom.

Giiltig Fehlend MW Median SD Minimum  Maximum
el - 4,79 4,00 3,256 0 12
cyt IRS

196; 29; 39;

. 0, ’ 4 . 4 . 0, . 0,
n; % 87.1% 12.9% 17.3% 21;9,3% 10; 4,4%
(et 2,33 2,00 2,716 0 12
nuc IRS

196; 29; 31;

. 0, ’ ’ . ’ . o, . 0,

n; % 87.1%; 12.9% 13,8% 73;32,4% @ 2;0,9%

3.5.2 TNM- und FIGO-Klassifikation

Gal-8-Expression und Tumorstadium pT zeigten keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang (Gal-8 cyt: p = 0,217; Gal-8 nuc: p = 0,509). Die Analyse der Assoziation
mit dichotomer Einteilung des T-Stadiums (pT1 vs. pT2/3/4) zeigte eine Tendenz zum
Zusammenhang zwischen hoherer Gal-8 cyt und niedrigerem pT-Stadium (p = 0,084;
p =-0,129 mit p = 0,071; Tabelle 14). Fir die Betrachtung von Gal-8 nuc betrug p = 0,239.
Auch fiir den Lymphknotenstatus zeigte sich keine signifikante Korrelation (Gal-8 cyt: p =
0,266; Gal-8 nuc: p = 0,251; Tabelle 14). Fir den Fernmetastasenstatus wurde aufgrund
unzureichender Daten keine Analyse durchgefiihrt.

Die Expression von Gal-8 war nicht mit dem FIGO-Stadium assoziiert (Gal-8 cyt: p = 0,146;
Gal-8 nuc: p = 0,204), auch nicht in zusammengefassten Stadien (FIGO | vs. IlI+). Hier
konnte jedoch analog zum pT-Stadium eine Tendenz zu héherer Gal-8 cyt und niedrigerem
FIGO-Stadium (p = 0,065; p =-0,132 mit p = 0,065; Abbildung 26) detektiert werden.

3.5.3 Grading

Fiir die Analyse des Zusammenhangs zwischen Gal-8-Expression und Grading wurde
zugunsten einer einheitlichen GruppengréRe eine dichotome Einteilung der Tumore
hinsichtlich des Gradings vorgenommen (G1: n = 112, G2 und G3: n = 84). Im Mann-
Whitney-U-Test zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen niedrigerem
Grading und hoherer Gal-8 cyt (p = 0,029; p = -0,132 mit p = 0,065; Abbildung 27).
Fiir Gal-8 nuc zeigte sich die gleiche Tendenz wie fiir Gal-8 cyt, allerdings ohne statistische
Signifikanz (p = 0,077).
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Abbildung 26: Korrelation zwischen Gal-8 cyt und FIGO-Stadium im Endometriumkarzinom
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Abbildung 27: Korrelation zwischen Gal-8 cyt und Grading im Endometriumkarzinom.

3.5.4 Gesamtiiberleben

Fir die Analyse des OAS wurden Tumore mit hoher Gal-8-Expression (IRS > 9; Abbildung
28), Tumore mit niedriger Expression (IRS 0-8; Abbildung 29) gegeniibergestellt. Sowohl
Gal-8 cyt (p = 0,008, /= 6,998; Abbildung 30) als auch Gal-8 nuc (p = 0,041; = 4,171;
Abbildung 31) waren positive prognostische Marker flir das OAS der Patientinnen.
Patientinnen mit Tumore, die wenig Gal-8 zytosolisch exprimierten, Uberlebten im
Durchschnitt 160 Monate, Patientinnen mit hoher Gal-8 cyt 249 Monate. Patientinnen mit
hoherer nukledrer Gal-8-Expression (IRS > 2) Uberlebten durchschnittlich 182 Monate,
Patientinnen mit niedrigerer Expression nur 147 Monate. Gal-8 cyt konnte fiir das
Endometriumkarzinom als unabhangiger prognostischer Parameter fir das OAS
identifiziert werden (p = 0,017). Das Alter bei Diagnose (p < 0,001) und das Grading (p =
0,042) waren ebenfalls unabhéngig prognostische Marker (Tabelle 15).
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Tabelle 14: Korrelationen der histopathologischen Marker mit der Gal-8-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

pT

T1

T2

T3

T4

pN

N-

N+

FIGO

FIGO |

FIGO Il

FIGO 11l

FIGO IV

FIGO dichotom
FIGO |

FIGO I+
Grading dichotom
G1

G2/G3

Gal-8 cyt

IRS Median (+/- SD)

4 (+/-3,32)
4 (+/-2,75)
4 (+/-3,03)
0 (+/- 3,46)

4 (+/-3,37)
4 (+/- 2,55)

4 (+/-3,38)
4 (+/-2,63)
4 (+/-2,80)
2 (+/-2,67)

4 (+/-3,38)
4 (+/-2,77)

4 (+/-3,18)
4 (+/- 3,29)

%

15,4
25,0
13,3
66,7

16,2
23,8

13,8
26,7
11,1

n.a.

13,8
28,1

17,3
15,0

p (NPAR)

0,217

0,266

0,146

0,065

0,029

p (Rho)

-0,132 (p = 0,065)
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Gal-8 nuc

IRS Median (+/- SD)

2 (+/-2,77)
2 (+/-1,77)
0 (+/-2,852)
0 (+/- 3,46)

2 (+/-2,81)
1 (+/-3,12)

2 (+/-2,81)
2 (+/-1,44)
1(+/-2,72)
0 (+/- 2,45)

2 (+/-2,81)
1 (+/- 2,40)

2 (+/-2,55)
1 (+/-2,92)

%

13,7
25,0
46,7
66,7

13,4
14,3

13,2
28,6
13,9
83,3

13,2
8,8

11,0
5,2

p (NPAR) | p (Rho)

0,509 -

0,251 =

0,204 -

0,104 =

0,077 -



Abbildung 28: Hohe zytosolische Gal-8- Abbildung 29: Niedrige zytosolische Gal-8-
Expression im Endometriumkarzinom (IRS = Expression im Endometriumkarzinom (IRS = 2).
12).

Zytosolische Gal-8-Expression und Gesamtiiberleben
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Abbildung 30: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf Gal-8 cyt im

Endometriumkarzinom. Niedrige und mittlere zytosolische Galektin-8-Expression (IRS 0-8)
verglichen mit héherer zytosolischer Galektin-8-Expression (IRS > 9; p = 0,008).
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Nukleare Gal-8-Expression und Gesamtiiberleben
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Abbildung 31: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf Gal-8 nuc im
Endometriumkarzinom. Niedrige nukleéire Gal-8-Expression (IRS 0-1) verglichen mit h6herer
nukledirer Gal-8-Expression (IRS >2; p = 0,041).

Tabelle 15: Cox-Regression bezogen auf das OAS hinsichtlich histopathologischer Parameter und
der Gal-8-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Variable Signifikanz Hazard Lower Upper
(p=) Ratio 95% 95%
of Cl of CI of
Exp(B) Exp(B) Exp(B)
Alter bei Diagnose < 0,001 1,074 1,037 1,113
pT 0,187 1,631 0,789 3,373
pN 0,808 1,123 0,441 2,865
Grading 0,042 1,503 1,041 2,229
FIGO-Stadium 0,992 0,996 0,447 2,220
Gal-8 cyt 0,017 0,224 0,066 0,763
(IRS <9 vs. IRS IRS > 9)
Gal-8 nuc 0,413 0,799 0,467 1,368

(IRS < 2 vs. IRS > 2)

3.5.5 Progressionsfreies Uberleben

Patientinnen mit Tumore, die eine sehr starke Gal-8-Expression im Zytosol zeigten (IRS >
9), hatten im Vergleich zu Tumore mit niedrigerer Gal-8-Expression ein verbessertes PFS
(p = 0,041). Allerdings konnten keine medianen Uberlebenszeiten in den Gruppen
berechnet werden, da alle Fille zensiert wurden (Abbildung 32). Die nukledre Expression
von Galektin-8 war hingegen nicht mit dem progressionsfreiem Uberleben assoziiert (p =
0,089 mit = 2,894 bei Vergleich der Gruppen IRS < 2 und IRS > 2; Abbildung 33). In der
Cox-Regression konnte kein histopathologischer Parameter als unabhangiger Marker fiir
das PFS identifiziert werden (siehe Tabelle 16).
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS in Hinblick auf Gal-8 cyt im
Endometriumkarzinom: Niedrige zytoplasmatische Gal-8-Expression (IRS < 9) verglichen mit hoher
zytoplasmatischer Gal-8-Expression (IRS > 9; p = 0,041).

Nukledre Gal-8-Expression und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS in Hinblick auf Gal-8 nuc im
Endometriumkarzinom: Niedrige nukleédire Galektin-8-Expression (IRS < 2) verglichen mit hoher
nukledrer Galektin-8-Expression (IRS > 2; p = 0,089).

Tabelle 16: Cox-Regression bezogen auf das PFS hinsichtlich histopathologischer Parameter und der
Gal-8-Expression im Endometriumkarzinom.

Variable Signifikanz Hazard Lower Upper
(p=) Ratio 95% 95%
of Cl of ClI of
Exp(B)  Exp(B) Exp(B)
Alter bei Diagnose 0,235 1,035 0,978 1,096
pT 0,341 1,487 0,657 3,364
pN 0,874 0,906 0,266 3,089
Grading 0,464 1,279 0,662 2,472
FIGO-Stadium 0,153 2,007 0,772 5,219
Gal-8 cyt (IRS < 9 vs. IRS 0,977 0,000 0,000 -
IRS > 9)
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Gal-8 nuc (IRS < 2 vs. IRS 0,866 1,079 0,447 2,606 36 Galektin_g_
>2) .. .
Farbung im

Endometriumkarzinom

3.6.1 Deskriptive Statistik

Gal-9 war im Endometriumkarzinom sowohl zytosolisch als auch nuklear vertreten und
beide Farbungen wurden getrennt evaluiert. In 188 Tumore konnte eine zytosolische
Farbung (Gal-9 cyt) detektiert werden, 28 Proben (12,4%) zeigten eine nukledre Gal-9-
Expression (Gal-9 nuc). 80% der Tumore exprimierten nuklear kein Gal-9 (n = 180), eine
fehlende zytosolische Expression lag nur in 4% (n = 9) der Proben vor. Den medianen IRS
der zytosolischen Farbung von 4 prdsentierten 19,6% der Tumore und eine erhdhte
zytosolische Expression (IRS > 3) lag in 71,1% der Falle vor. Eine simultane zytosolische
und nukledre Farbung zeigte sich in 25 Proben (11,1%). 12,4% der Tumorproben konnten
nicht ausgewertet werden.

Tabelle 17: Deskriptive Statistik der Gal-9-Férbung im Endometriumkarzinom.

Giiltig Fehlend MwW Median SD Min Max
Gal-9 cyt IRS - - 5,26 4,00 2,995 0 12
n; % 197; 87,6% 28;12,4% - 39;17,3% @ -- 9; 4,0% 11; 4,9%
Gal-9 nuc IRS - 0,25 0,00 0,757 0 6
180;
o, B o/ . B 0, _— B 0, _— ’ B 0,
n, % 208; 92,4%; 17;7,6% 31;13,8% 80,0% 1;0,4%

3.6.2 Alter bei Diagnose

Die Assoziation zwischen Alter bei Diagnose und Gal-9-Expression im
Endometriumkarzinom wurde mithilfe des Korrelationskoeffizienten nach Pearson
analysiert. Fir Gal-9 cyt ergab sich ein Koeffizient von -0,006 (p = 0,935), fiir Gal-9 nuc in
Koeffizient von 0,051 (p = 0,466). Damit war das Alter bei Diagnose nicht signifikant mit
der Gal-9-Expression im Endometriumkarzinom verbunden.

3.6.3 TNM-Klassifikation und FIGO

Die Gal-9-Expression war nicht mit dem pT-Stadium assoziiert (Gal-9 cyt: p = 0,516; Gal-9
nuc: p = 0,474). Fir den Lymphknotenstatus pN konnte ebenfalls kein statistisch
signifikanter Zusammenhang mit der Gal-9-Expression detektiert werden. Allerdings
zeigte sich eine Tendenz zwischen verstarkter nuklearer Expression und pN (Gal-9 cyt: p =
0,227, Gal-9 nuc: p = 0,057; p = -0,159 mit p = 0,022). Fiir den Fernmetastasenstatus (M)
wurde aufgrund unzureichender Daten keine Analyse durchgefiihrt.

Weder zytosolische noch nukleare Gal-9-Expression korrelierten statistisch signifikant mit
dem FIGO-Stadium (Gal-9 cyt: p = 0,367; Gal-9 nuc: p = 0,602). Auch die Analyse mit
gruppierten FIGO-Stadien (FIGO | vs. lI+) zeigte keine Assoziation (Gal-9 cyt: p = 0,389; Gal-
9 nuc: p =0,672; Tabelle 18).

3.6.4 Grading

Gal-9 war signifikant mit dem Differenzierungsgrad des Tumors assoziiert. Dabei
prasentierten G1-Tumore einen medianen IRS von 6,00 (19,7%; n = 25). G2-Tumore hatten
einen medianen IRS von 4 (26,0%; n = 20). In der Gruppe der schlecht differenzierten
Tumore war der mediane IRS 2 (35,0%; n = 7) (p < 0,001; p = -0,237 mit p < 0,001;
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Abbildung 34 und Tabelle 18). Fiir die nukledre Expression von Gal-9 und Grading konnte
kein Zusammenhang detektiert werden (p = 0,599).
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10

IRS Gal-9 Zytosol
()]

p < 0,001

Gl G2 G3
Grading

Abbildung 34: Korrelation zwischen Gal-9 cyt und Grading im Endometriumkarzinom.

3.6.5 Gesamtiiberleben

Im Log-Rank-Test zeigte sich eine positive Korrelation zwischen Gal-9 cyt und OAS (p =
0,032; 4’ = 4,608; Abbildung 35). Patientinnen mit Tumore, die wenig Gal-9 exprimierten
(IRS 0-2), lebten im Mittel 135 Monate. Hingegen hatten Patientinnen mit verstarkter Gal-
9-Expression (IRS > 3) ein durchschnittliches OAS von 175 Monaten. Fir die Gal-9 nuc
konnte ein solcher Effekt nicht festgestellt werden (p = 0,211 und 7%= 1,566; Abbildung
36). In der Cox-Regression zeigte sich lediglich das Alter bei Diagnose (p < 0,001) als
unabhéngiger Faktor (Tabelle 19).

Zytosolische Gal-9-Expression und Gesamtiiberleben

1.0
—1Gal-9 IRS 0-2
—1Gal-9 IRS 3-12
—+—Gal-9 IRS 0-2 - zensiert

0.8 —+—Gal-9 IRS 3-12 - zensiert

0.6

0.4

Kumulatives Uberleben

0.2

0.0

.00 100.00 200.00 300.00 400.00

Zeit in Monaten

Abbildung 35: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf Gal-9 cyt im
Endometriumkarzinom: Niedrige zytosolische Galektin-9-Expression (IRS < 3) verglichen mit
héherer zytosolischer Galektin-9-Expression (IRS >3) (p = 0,032).
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Tabelle 18: Korrelationen der histopathologischen Marker mit der Gal-9-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

pT

T1

T2

T3

T4

pN

N-

N+
FIGO
FIGO |
FIGO Il
FIGO Il
FIGO IV
FIGO dichotom
FIGO |
FIGO I+
Grading
G1

G2

G3

Gal-9 cyt

IRS Median (+/- SD)

4 (+/-2,92)
6 (+/- 3,09)
4 (+/-3,37)
2 (+/-2,31)

4 (+/-2,93)
4 (+/- 3,28)

4 (+/- 2,90)
6 (+/- 3,09)
4 (+/- 3,50)
3,5 (+/- 2,40)

4 (+/-2,90)
4 (+/-3,28)

6 (+/- 2,85)
4 (+/-2,99)
2 (+/-2,92)

%

20,0
18,8
16,7
66,7

20,4
14,3

19,2
20,0
19,4

n.a.

19,2
19,3

19,7
26,0
35,0

p (NPAR)

0,516

0,227

0,367

0,389

<0,001

p (Rho)

-0,237 (p = 0,001)
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Gal-9 nuc

IRS Median (+/- SD)

0 (+/- 0,66)
0 (+/-0,72)
0 (+/-1,22)
0 (+/- 0,00)

0 (+/- 0,72)
0 (+/- 0,00)

0 (+/-0,67)
0 (+/-0,72)
0 (+/-1,15)
0 (+/- 0,00)

0 (+/- 0,67)
0 (+/- 0,97)

0 (+/- 0,97)
0 (+/- 0,65)
0 (+/-1,38)

%

79,4
75,0
83,3
100,0

76,1
81,0

79,0
80,0
80,6
100,0

79,0
8,8

82,5
76,6
10,0

p (NPAR)

0,509

0,057

0,602

0,672

0,599

p (Rho)



Nukleare Gal-9-Expression und Gesamtiiberleben

1.0
Gal-9 IRS 0-2
—1Gal-9 IRS 3-12
Gal-9 IRS 0-2 - zensiert

08 —+—Gal-9 IRS 3-12 - zensiert

0.6
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Abbildung 36: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf Gal-9 nuc im
Endometriumkarzinom: Niedrige nukleére Galektin-9-Expression (IRS < 3) verglichen mit héherer
nukledirer Galektin-9-Expression (IRS >3; p = 0,211).

Tabelle 19: Cox-Regression bezogen auf das OAS hinsichtlich histopathologischer Parameter und
der Gal-9-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Cl of Upper 95% Cl of

Variable (p =) Exp(B) Exp(B) Exp(B)
Alter bei Diagnose < 0,001 1,080 1,041 1,120
pT 0,254 1,622 0,707 3,723
pN 0,131 2,156 0,795 5,844
Grading 0,076 1,431 0,963 2,126
FIGO-Stadium 0,573 0,774 0,318 1,884
Gal-9 cyt 0,074 0,550 0,286 1,059
Gal-9 nuc 0,914 0,895 0,119 6,723

3.6.6 Progressionsfreies Uberleben

Das PFS der Patientinnen wurde weder durch Gal-9 cyt noch durch Gal-9 nuc beeinflusst.
Im Log-Rank-Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im PFS fiir den Vergleich
der Gruppen mit IRS < 3 und IRS > 3 (Gal-9 cyt: 2= 1,347 mit p = 0,246; Abbildung 37;
Gal-9 nuc: *= 2,560 mit p = 0,110; Abbildung 38). In der Cox-Regression wurde kein
Parameter als unabhangiger Marker fir das PFS identifiziert (Tabelle 20).
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Zytosolische Gal-9-Expression und progressionsfreies Uberleben

1.0
Gal-9IRS 0-2
—1Gal-9IRS 3-12
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—+—Gal-9 IRS 3-12 - zensiert
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Zeit in Monaten

Abbildung 37: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS in Hinblick auf Gal-9 cyt im
Endometriumkarzinom: Niedrige zytosolische Gal-9-Expression (IRS < 3) verglichen mit hoher
zytosolischer Gal-9-Expression (IRS > 3; p = 0,246).

Nukleire Gal-9-Expression und progressionsfreies Uberleben

1.0
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Abbildung 38: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS in Hinblick auf Gal-9 nuc im
Endometriumkarzinom: Niedrige nukleére Gal-9-Expression (IRS < 3) verglichen mit hoher
nukledrer Gal-9-Expression (IRS > 3; p = 0,110).

Tabelle 20: Cox-Regression bezogen auf das PFS hinsichtlich histopathologischer Parameter und der
Gal-9-Expression im Endometriumkarzinom.

Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Upper 95%

Variable p=) Exp(B) Clof Exp(B)  Cl of Exp(B)
Alter bei Diagnose 0,687 1,011 0,959 1,066

pT 0,654 1,236 0,489 3,126

pN 0,964 1,036 0,282 3,769
Grading 0,180 1,564 0,814 3,005
FIGO-Stadium 0,236 1,855 0,668 5,153

Gal-9 cyt (IRS < 3 vs. IRS IRS 2 3) 0,606 0,762 0,271 2,143

Gal-9 nuc (IRS < 3 vs. IRS > 3) 0,986 0,000 0,000
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3.7 H3K9ac-Farbung im Endometriumkarzinom

3.7.1 Deskriptive Statistik

In 90,3% der Tumore war H3K9ac nukledr exprimiert (H3K9ac nuc), nur 1,3% zeigten keine
nukledare Anfarbung und erhielten daher den IRS = 0. Der mediane IRS von 8 wurde fiir
28,9% (n = 65) vergeben. Eine verstarkte Expression (IRS > 8) zeigten 32% der Tumore. Im
Kontrast dazu steht die zytosolische Farbung von H3K9ac (H3K9ac cyt), die nurin 8,7% der
Falle detektierbar war (IRS > 0). Die meisten Tumorproben zeigten keine Expression von
H3K9ac im Zytosol. Der mediane IRS lag aus diesem Grund bei 0 und wurde von 78,7% der
Tumore prasentiert (n = 177). 8,4% der Proben konnten nicht bewertet werden (Tabelle
21).

Tabelle 21: Deskriptive Statistik der H3K9ac-Férbung im Endometriumkarzinom.

Giiltig Fehlend MwW Median SD Min Max

H3K9ac cyt IRS - - 0,27 0,00 0,883 0 6

n; % 196; 29; - 177, - 177; 1;0,4%
87,1% 12,9% 78,7% 78,7%

H3K9ac nuc IRS - 7,65 8,00 2,786 0 12

n, % 206; 19;8,4% @ -- 65; - 3;1,3% 32;14,2%
91,6%; 28,9%

3.7.2 Alter bei Diagnose

Die Expression von H3K9ac korrelierte nicht mit dem Alter der Patientinnen bei Diagnose.
In der Korrelationsanalyse war der Koeffizient nach Pearson fiir die zytosolische
Expression 0,069 mit p = 0,325 und fiir die nukledre Expression 0,090 mit p = 0,210.

3.7.3 TNM-Klassifikation und FIGO

Die Tumorausdehnung war statistisch signifikant assoziiert mit der H3K9ac nuc-
Expression. In der Analyse der Tumorausdehnung (pT1 vs. pT2+) zeigte sich, dass eine
erhohte nukledre H3K9ac-Expression mit einem niedrigerem T-Stadium assoziiert war (p
= 0,020; p = -0,160 mit p = 0,022; Abbildung 39 und Tabelle 22). Die zytosolische
Expression von H3K9ac korrelierte nicht mit dem pT-Stadium (p = 0,405). In Hinblick auf
den Lymphknotenstatus pN zeigte sich ein gegensatzlicher Effekt von zytosolischer und
nuklearer Expression. Hohere zytosolische Expression ging mit pN1 einher (p = 0,024; p =
0,240 mit p =0,001), wahrend eine verstarkte nukledre Expression eher mit pNO assoziiert
war (p = 0,042; p = -0,136 mit p = 0,051; Abbildung 40 und Tabelle 22). Reprasentative
mikroskopische Bilder sind in Abbildung 41 und Abbildung 42 zu sehen. Fir den
Fernmetastasenstatus wurde aufgrund unzureichender Daten keine Analyse
durchgefihrt.

Die Berechnung des Kruskal-Wallis-Tests bezliglich H3K9ac und des FIGO-Stadiums ergab
keine Signifikanzen (H3K9ac cyt: p = 0,925; H3K9ac nuc: p = 0,140). Jedoch zeigte sich in
der Analyse der dichotomen FIGO-Gruppierung (FIGO | vs. ll+) eine positive Korrelation
der nukledren H3K9ac-Expression auf das FIGO-Stadium (p = 0,021; p = -0,160 mit p =
0,022; Abbildung 43). Diese Beobachtung wurde bei H3K9ac cyt nicht gemacht (p =0,976).
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Abbildung 39: Korrelation zwischen H3K9ac nuc und Tumorausdehnung im
Endometriumkarzinom.
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Abbildung 40: Korrelation zwischen H3K9ac nuc und Nodalstatus im Endometriumkarzinom.

Abbildung 41: H3K9ac nuc im pNO- Abbildung 42: H3K9ac nuc im pNI-
Endometriumkarzinom (IRS = 8). Endometriumkarzinom (IRS = 6).
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Tabelle 22: Korrelationen der histopathologischen Marker mit der H3K9ac-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

pT

T1

T2

T3

T4

pT dichotom
T1

T2+

pN

N-

N+
FIGO
FIGO |
FIGO Il
FIGO 11l
FIGO IV
FIGO dichotom
FIGO |
FIGO II+
Grading
G1

G2

G3

H3K9ac cyt

IRS Median (+/- SD)

0 (+/-0,93)
0 (+/-0,78)
0 (+/- 0,56)
0 (+/-1,73)

0 (+/- 0,93)
0 (+/- 0,74)

0 (+/- 0,79)
0 (+/- 1,35)

0 (+/- 0,86)
0 (+/- 0,80)
0 (+/-0,97)
0 (+/-1,23)

0 (+/- 0,86)
0 (+/-0,94)

0 (+/- 0,86)
0 (+/- 0,96)
0 (+/- 0,79)

%

76,0
87,5
93,3
66,7

76,0
89,8

81,7
76,2

76,6
86,7
86,1
83,3

76,6
86,0

75,6
81,8
90,0

p (NPAR)

0,309

0,405

0,024

0,925

0,976

0,976

p (Rho)

0,240 (p = 0,001)
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H3K9ac nuc

IRS Median (+/- SD)

8 (+/- 2,74)
7 (+/- 2,87)
8 (+/-2,73)
4 (+/-4,62)

8 (+/-2,74)
8 (+/- 2,83)

8 (+/- 2,79)
6 (+/- 3,39)

8 (+/- 2,75)
8 (+/- 2,98)
8 (+/- 2,82)
7 (+/- 3,03)

8 (+/- 2,75)
8 (+/-2,83)

8 (+/-2,90)
8 (+/-2,75)
8 (+/-2,31)

%

27,4
n.a.

40,0
66,7

27,4
32,7

24,6
28,6

28,1
26,7
30,6

n.a.

28,1
29,8

25,2
31,2
45,0

p (NPAR)

0,136

0,020

0,042

0,140

0,021

0,983

p (Rho)

-0,160 (p = 0,022)

-0,136 (p = 0,051)

-0,160 (p = 0,022)
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Abbildung 43: Korrelation zwischen H3K9ac nuc und FIGO-Stadium im Endometriumkarzinom.

3.7.4 Grading

Das Grading der Tumore war nicht mit der Expression von H3K9ac assoziiert. Der Kruskal-
Wallis-Test ergab fiir die zytosolische Expression p = 0,976 und fiir die nukledre Expression
p=0,983.

3.7.5 Gesamtiiberleben

Der Cutoff-Wert wurde ebenfalls anhand des medianen IRS der H3K9ac-Farbung
festgelegt. Es konnten keine Unterschiede der Uberlebenskurven detektiert werden
(H3K9ac nuc: p = 0,405; Abbildung 44; H3K9ac cyt: p = 0,153; Abbildung 45). Fiir das OAS
erwiesen sich in der Cox-Regression nur Alter bei Diagnose (p < 0,001) und
Lymphknotenstatus (p = 0,040) als unabhangige Faktoren (Tabelle 23).

Nukledre H3K9ac-Expression und Gesamtiiberleben

1.0
H3K9ac IRS 0-8
—TH3K9ac IRS 9-12
H3K9ac IRS 0-8 -
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0.8
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Abbildung 44: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf H3K9ac nuc im
Endometriumkarzinom: Niedrige (IRS 0-8) verglichen mit héherer -Expression (IRS > 9; p = 0,405).
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Zytosolische H3K9ac-Expression und Gesamtiiberleben

1.0
H3K9ac IRS 0
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Abbildung 45: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf H3K9ac cyt im
Endometriumkarzinom: Keine Expression (IRS 0) verglichen mit zytosolischer H3K9ac-Expression
(IRS>1; p=0,153).

Tabelle 23: Cox-Regression bezogen auf das Gesamtiiberleben hinsichtlich histopathologischer
Parameter und der H3K9ac-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett
gedruckt.

Variable Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Cl of Upper 95% ClI of
(p=) Exp(B) Exp(B) Exp(B)
Alter bei Diagnose < 0,001 1,060 1,026 1,096
pT 0,138 1,789 0,829 3,861
pN 0,040 2,489 1,043 5,942
Grading 0,082 1,409 0,957 2,074
FIGO-Stadium 0,482 0,747 0,331 1,685
H3K9ac cyt (IRS 0 0,461 1,228 0,711 2,121
vs. IRS > 1)
H3K9ac nuc (IRS < 0,553 1,371 0,483 3,890
9vs. IRS > 9)

3.7.6 Progressionsfreies Uberleben

Der Vergleich der beiden Gruppen in Hinblick auf das PFS zeigte nahezu identische
Uberlebenskurven mit einem #?= 0,000 (p = 0,989; Abbildung 46). Fiir die zytosolische
Farbung konnte aufgrund der groBen Anzahl der Tumore ohne jegliche H3K9ac-Expression
keine Uberlebenszeitanalyse durchgefiihrt werden. In der Cox-Regression konnte keine
der getesteten Marker als unabhangiger prognostischer Faktor identifiziert werden
(Tabelle 24).
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Nukleire H3K9ac-Expression und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 46: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS in Hinblick auf H3K9ac nuc im
Endometriumkarzinom: Niedrige Expression (IRS 0-8) verglichen mit hoher H3K9ac-
Expression (IRS > 9; p = 0,989).

Tabelle 24: Cox-Regression bezogen auf das RFS hinsichtlich histopathologischer Parameter und der
H3K9ac-Expression im Endometriumkarzinom.

Variable Signifikanz

(p=)
Alter bei Diagnose 0,881

pT 0,413
pN 0,511
Grading 0,192
FIGO-Stadium 0,174
H3K9ac nuc 0,233

(IRS <9 vs. IRS > 9)

3.8 H3K4me3-Farbung im Endometriumkarzinom

3.8.1 Deskriptive Statistik

Hazard Ratio of

Exp(B)

0,996
1,412
1,505
1,505
1,923
1,749

Exp(B)
0,947
0,618
0,445
0,814
0,750
0,698

Lower 95% Cl of

Upper 95% Cl of

Exp(B)
1,048
3,225
5,096
2,782
4,935
4,383

Flir H3K4me3 war eine starke nukleadre Farbung zu erkennen (H3K4me3 nuc), mit einem
medianen IRS = 8, derin 17,8% aller Tumorproben reprdsentiert wurde. Das Zytosol zeigte
ebenfalls eine kraftige Farbung (H3K4me3 cyt; medianer IRS = 6; 20,0%). Eine verstarkte
Farbung (IRS > 6) zeigten zytosolisch 35,1% der Proben und nuklear 53,4%. 12,9% der
Proben (n = 28) konnten nicht bearbeitet werden.

Tabelle 25: Deskriptive Statistik der H3K4me3-Férbung im Endometriumkarzinom.

Giiltig
H3K4me3 cyt IRS -
% #7,1%
H3K4me3 nucIRS  --
n;% ;,967"2

Fehlend

29;
12,9%

28;
12,4%

Mw

6,02

7,58

61

Median SD

6,00 2,404
177;78,7%  --
8,00 3,000
40;17,8% | --

Min
0
3;1,3%

5;,2,2%

Max

12
4;1,8%
12

36; 16,0%



3.8.2 Alter bei Diagnose

Das Alter bei Diagnose stand in keinem Zusammenhang mit H3K4me3 cyt oder nuc der
Tumore. Der Pearson-Korrelationskoeffizienz betrug -0,115 mit p = 0,109 fir die
zytosolische und p = 0,058 mit p = 0,421 fiir die nukledre Expression.

3.8.3 TNM-Klassifikation und FIGO

H3K4me3 nuc korrelierte statistisch signifikant mit der TumorgréRRe pT. Tumore mit
hoherer H3K4me3-Expression zeigten tendenziell eine geringere GrofRe (p = 0,011;
p=-0,163 mit p=0,022; Abbildung 47). Der mediane IRS lag in der Gruppe der pT1-Tumore
bei 8 (Abbildung 48), in der Gruppe pT2 war der mediane IRS = 6 (Abbildung 49), pT3-
Tumore hatten einen medianen IRS von 8 und pT4-Tumore von 9. Fir die zytosolische
Expression von H3K4me3 konnte keine Assoziation gefunden werden (p = 0,348). Auch
wurde kein Zusammenhang zwischen N-Status und H3K4me3 detektiert (H3K4me3 cyt: p
= 0,096; H3K4me3 nuc: p = 0,893; Tabelle 26). Es wurde aufgrund unzureichender Daten
keine Analyse zu H3K4me3 und dem Fernmetastasenstatus durchgefiihrt.

H3K4me3 nuc korrelierte signifikant mit dem FIGO-Stadium (p = 0,012; p =-0,113 mit p =
0,114). Eine hohere nukledre H3K4me3-Expression war assoziiert mit einem niedrigerem
FIGO-Stadium. Der IRS-Median in der Gruppe der Tumore mit FIGO Stadium | lag bei 8,
der mediane IRS in der Gruppe der Tumore mit FIGO IV bei 9 (siehe Tabelle 26).
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Abbildung 47: Korrelation zwischen H3K4me3 nuc und Tumorausdehnung im
Endometriumkarzinom.
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Tabelle 26: Korrelationen der histopathologischen Marker mit der H3K4me3-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

pT

T1

T2

T3

T4

pN

N-

N+
FIGO
FIGO |
FIGO Il
FIGO llI
FIGO IV
Grading
G1

G2

G3

H3K4me3 cyt

IRS Median (+/- SD)

6 (+/- 2,45)
4 (+/-2,03)
6 (+/-2,41)
4 (+/-1,53)

6 (+/-2,31)
8 (+/- 1,92)

6 (+/- 2,42)
4 (+/-1,97)
6 (+/- 2,35)
6 (+/-3,33)

6 (+/-2,42)
6 (+/- 2,50)
4,5 (+/-1,91)

%

20,6
37,5
23,3

33,3

19,0

28,6

21,0
40,0
19,4

33,3

21,3

16,9

p (NPAR)

0,348

0,096

0,553

0,731

p (Rho)
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H3K4me3 nuc

IRS Median (+/- SD)

8 (+/-3,02)
6 (+/-2,52)
8 (+/- 2,55)
9 (+/-4,04)

8 (+/-3,18)
8 (+/- 1,87)

8 (+/- 3,04)
6 (+/- 2,50)
8 (+/-2,32)
9 (+/-4,17)

8 (+/- 3,10)
8 (+/-2,94)
8 (+/-2,72)

%

18,3
31,3
23,3

66,7

19,0

14,3

19,2
33,3
16,7

50,0

18,9
11,7

35,0

p (NPAR)

0,011

0,893

0,012

0,211

p (Rho)

-0,163 (p = 0,022)

0,113 (p=0,114)



Abbildung 48: pT1-Endometriumkarzinom mit Abbildung 49: pT2-Endometriumkarzinom mit
H3K4me3 nuc (IRS = 8). H3K4me3 nuc (IRS = 6).

3.8.4 Grading

Die H3K4me3-Expression im Endometriumkarzinom war nicht mit dem
Differenzierungsgrad assoziiert (H3K4me3 nuc: p = 0,211; H3K4me3 cyt: p = 0,731).

3.8.5 Gesamtiiberleben

Die H3K4me3-Expression war kein prognostischer Marker fur das OAS (H3K4me3 cyt: p =
0,294; Abbildung 50; H3K4me3 nuc: p = 0,053; Abbildung 51). Die nukledre Expression
von H3K4me3 konnte als ein tendenziell negativer Faktor fiir das OAS der Patientinnen
identifiziert werden. Patientinnen mit Tumore, die in der Gruppe von IRS 0-6 waren,
hatten ein durchschnittliches OAS von 180,47 Monaten, Patientinnen mit Tumore, die
H3K4me3 starker exprimierten, liberlebten im Durchschnitt nur 149,32 Monate. In der
Cox-Regression zeigten sich fir das OAS neben dem Alter bei Diagnose (p < 0,001) und
Grading (p = 0,029) auch die zytosolische sowie nukledre Expression von H3K4me3 als
unabhangige prognostische Marker (siehe Tabelle 27).

Zytosolische H3K4me3-Expression und Gesamtiiberleben
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Abbildung 50: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf H3K4me cyt im
Endometriumkarzinom: Niedrige zytosolische H3K4me3-Expression (IRS 0-6) verglichen mit
héherer zytosolischer H3K4me3-Expression (IRS > 8; p = 0,294).
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Nukledre H3K4me3-Expression und Gesamtiiberleben
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Abbildung 51: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf H3K4me3 nuc im
Endometriumkarzinom: Niedrige nukledre H3K4me3-Expression (IRS 0-6) verglichen mit héherer
nukledrer H3K4me3-Expression (IRS > 6) beziiglich des OAS (p = 0,053).

Tabelle 27: Cox-Regression bezogen auf das Gesamtiiberleben hinsichtlich histopathologischer
Parameter und der H3K4me3-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind
fett gedruckt.

Variable Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Upper 95%
(p=) Exp(B) Cl of Exp(B) ClI of Exp(B)

Alter bei Diagnose 0,002 1,054 1,020 1,089

pT 0,208 1,591 0,772 3,278

pN 0,261 1,689 0,678 4,205

Grading 0,029 1,515 1,044 2,200

FIGO-Stadium 0,815 0,909 0,409 2,018

H3K4me3 cyt (IRS < 6 vs. IRS > 6) 0,025 0,506 0,279 0,918

H3K4me3 nuc (IRS <6 vs. IRS > 6) 0,003 2,558 1,366 4,790

3.8.6 Progressionsfreies Uberleben

Das PFS korrelierte weder mit der zytosolischen (p = 0,453; Abbildung 52) noch mit der
nukledren Expression (p = 0,179; Abbildung 53). In der Cox-Regression zeigten sich jedoch
Uberraschenderweise sowohl zytosolische als auch nukledre H3K4me3-Expression als
unabhéngige prognostische Marker fiir das PFS (Tabelle 28).

Tabelle 28: Cox-Regression bezogen auf das PFS hinsichtlich histopathologischer Parameter und der
H3K4me3-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

Variable Signifikanz Hazard Ratio Lower 95% Cl of Upper 95% CI of
(p =) of Exp(B) Exp(B) Exp(B)

Alter bei Diagnose 0,619 1,013 0,962 1,067

pT 0,347 1,462 0,662 3,229

pN 0,785 1,172 0,374 3,671

Grading 0,183 1,476 0,832 2,620

FIGO-Stadium 0,165 1,929 0,762 4,880

H3K4me3 cyt (IRS < 6 vs. IRS > 6) 0,046 0,390 0,155 0,985

H3K4me3 nuc (IRS <6 vs. IRS >6) 0,007 3,966 1,460 10,770
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Zytosolische H3K4me3-Expression und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 52: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS in Hinblick auf H3K4me3 cyt im
Endometriumkarzinom: Niedrige zytosolische H3K4me3-Expression (IRS 0-6) verglichen mit
héherer zytosolischer H3K4me3-Expression (IRS > 6; p = 0,453).

Nukleire H3K4me3-Expression und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 53: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS in Hinblick auf H3K4me3 nuc im
Endometriumkarzinom: Niedrige nukledre H3K4me3-Expression (IRS 0-6) verglichen mit héherer
nukledrer H3K4me3-Expression (IRS > 6; p = 0,179).

3.9 Glukokortikoidrezeptor-Farbung im Endometriumkarzinom

3.9.1 Deskriptive Statistik

Die Farbung des Glukokortikoidrezeptors im Endometriumkarzinom wurde separat fir
das umgebende Tumor-Stroma und Tumor selbst evaluiert, wobei vorwiegend Nuclei
angefarbt waren. Das Stroma konnte in 96,9% der Falle beurteilt werden, der Tumor nur
in 86,2%. Diese Diskrepanz erklart sich durch technische Schwierigkeiten bei der
Erstellung der TMAs. Insgesamt waren Stroma und Tumor nur sehr schwach angefarbt.
Der mediane IRS war im Stroma 1, vertreten durch 16,4% der Proben, in den Tumore 0 (n
=151; 67,1%; Tabelle 29).
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Tabelle 29: Deskriptive Statistik der GR-Fdrbung im Endometriumkarzinom.

Giiltig Fehlend MwW Median SD Min Max
GR Stroma IRS -- -- 2,25 1,00 2,719 0 12
n; % 3;89’% 7;31% - 177;78,7% - 32 o 209%
GR Tumor IRS = 0,55 0,00 1,547 0 12
v BBl eum - B oo

3.9.2 Alter bei Diagnose

Auch der GR hatte weder im Stroma noch im Tumor selbst eine Korrelation zum Alter bei
Diagnose. Der Pearson-Korrelationskoeffizient betrug in Hinblick auf Stroma-Expression
und Alter 0,83 (p = 0,224) und bezliglich der Expression im Tumor 0,063 (p = 0,386).

3.9.3 TNM-Klassifikation und FIGO

Die Expression des GR im Stroma korrelierte signifikant mit dem pT-Stadium (p = 0,009; p
= -0,203 mit p = 0,003; Abbildung 54). Tumore mit niedrigem pT-Stadium zeigten eher
eine hohere GR-Expression im umgebenden Stroma (Abbildung 55 und Abbildung 56).
Fiir die tumordse Expression konnte keine signifikante Assoziation mit dem T-Stadium
detektiert werden (p = 0,646), ebenso wie mit pN (Stroma: p = 0,508; Tumor: p = 0,412).
Es wurde keine Analyse zu der GR-Expression und dem Fernmetastasenstatus
durchgefiihrt. Auch das FIGO-Stadium war mit der Expression des GR im Stroma assoziiert
(p = 0,013; p = -0,163 mit p = 0,016, Abbildung 57 und Tabelle 30). Die Expression im
Tumor hatte hingegen keine Korrelation zum FIGO-Stadium (p = 0,588).

3.9.4 Grading

Grading und GR-Expression wiesen keine signifikante Korrelation auf. Fiir die Expression
im Stroma betrug der p-Wert im Kruskal-Wallis-Test 0,570; fir die Expression im Tumor
war p = 0,202. Einen Uberblick iiber die Korrelationen zwischen GR-Expression und
histopathologischen Parametern zeigt Tabelle 30.
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10

IRS GR Stroma
ES o oo

N

0

pT1 pT2 pT3 pT4

Tumorausdehnung

Abbildung 54: Korrelation zwischen GR-Expression im Stroma und Tumorausdehnung im
Endometriumkarzinom.
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Tabelle 30: Korrelationen der histopathologischen Marker mit der GR-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt.

pT

T1

T2

T3

T4

pN

N-

N+
FIGO
FIGO |
FIGO Il
FIGO llI
FIGO IV
Grading
G1

G2

G3

GR Stroma

IRS Median (+/- SD)

1(+/-2,72)
0 (+/- 1,65)
1 (+/-2,37)
0 (+/- 2,31)

1 (+/-2,71)
1 (+/- 2,36)

1 (+/-2,84)
0 (+/-1,71)
1 (+/- 2,40)
0 (+/- 2,07)

1 (+/-2,67)
1 (+/-2,93)
1 (+/-2,16)

%

16,4
75,0
16,7

66,7

18,3
23,8

18,0
80,0
19,4

66,7

35,4
16,9

15,0

p (NPAR)

0,009

0,508

0,013

0,570

p (Rho)
-0,203 (p = 0,003)

-0,163 (p = 0,016)

68

GR Tumor (nuklear)

IRS Median (+/- SD)

0 (+/- 1,55)
0 (+/- 1,05)
0 (+/-2,51)
0 (+/-0,0)

0 (+/- 1,09)
0 (+/- 2,87)

0 (+/- 1,40)
0 (+/- 1,07)
0 (+/-2,31)
0 (+/-0,89)

0 (+/-1,00)
0 (+/-2,23)
0 (+/- 1,06)

% p (NPAR)
0,646
67,1
81,3
66,7
100,0
0,412
67,6
61,9
0,588
66,5
86,7
63,9
66,7
0,202
70,9
61,0
70,0

p (Rho)



Abbildung 55: pT4-Endometriumkarzinom mit Abbildung 56: pT1-Tumor mit h6herer GR-
niedriger GR-Expression im Stroma (IRS = 0). Expression im Stroma (IRS = 3).
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Abbildung 57: Korrelation zwischen Glukokortikoidrezeptor-Expression im Stroma und FIGO-
Stadium im Endometriumkarzinom.

3.9.5 Gesamtiiberleben

Das OAS unterschied sich in den Gruppen mit keiner (IRS = 0) gegeniiber der Gruppe mit
GR-Expression im Tumor (IRS > 1) nicht (?= 0,042 mit p = 0,838). Auch die GR-Expression
im Stroma zeigte keinen Unterschied in den Gruppen (IRS 0-1 vs. 2-12; #°=0,38 mit p =
0,845). Die entsprechenden Kaplan-Meier-Kurven sind in Abbildung 58 und Abbildung 59
zu sehen. Die nachfolgend durchgefiihrte Cox-Regression identifizierte fiir das OAS das
Alter bei Diagnose (p < 0,001) und das Grading (p = 0,043) als unabhingigen
prognostischen Parameter (Tabelle 31).

3.9.6 Progressionsfreies Uberleben

Es konnte keine Auswirkung der GR-Expression im Tumor oder Stroma auf das RFS
beobachtet werden (Tumor: »° = 2,083; p = 0,149; Stroma: ;° = 1,884; p = 0,170;
Abbildung 60 und 61). Das PFS wurde unabhangig durch Lymphknotenstatus (p = 0,049)
und FIGO-Stadium (p = 0,004) bestimmt. Keiner der in der Cox-Regression getesteten
Parameter zeigten sich als unabhangige prognostische Faktoren fiir das PFS (siehe Tabelle
32).
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Tabelle 31: Cox-Regression bezogen auf das Gesamtiiberleben hinsichtlich histopathologischen
Parametern und der GR-Expression im Endometriumkarzinom. Signifikante Ergebnisse sind fett

gedruckt.

Variable

Alter bei Diagnose

pT

pN

Grading
FIGO-Stadium
GR Stroma

(IRS <1 vs. IRS > 1)

GR Tumor

(IRSOvs.IRS> 1)

1.0

0.8

0.6

0.4

Kumulatives Uberleben

0.2

0.0

Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Cl of Upper 95% ClI of
(p=) Exp(B) Exp(B) Exp(B)
< 0,001 1,083 1,046 1,120
0,250 1,542 0,737 3,224
0,215 1,786 0,714 4,464
0,043 1,495 1,013 2,206
0,812 0,907 0,406 2,027
0,789 0,924 0,519 1,647
0,491 0,786 0,396 1,560
GR-Expression im Tumor und Gesamtiiberleben
+
ﬁl& GRIRS 0
—IGRIRS 1-12
f GRIRS 0 - zensiert
b —+—GRIRS 1-12 - zensiert
p = 0,838
.00 100.00 200.00 300.00 400.00

Zeit in Monaten

Abbildung 58: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS In Hinblick auf die GR-Expression im
Endometriumkarzinom: Keine tumorése GR-Expression (IRS 0) verglichen mit tumorése GR-
Expression (IRS > 1) beziiglich des OAS (p = 0,838).
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Abbildung 59: Kaplan-Meier-Analyse fiir das OAS in Hinblick auf die GR-Expression im Stroma:
Niedrige (IRS < 2) verglichen mit hoher GR-Expression (IRS > 2) beziiglich des OAS (p = 0,845).

70



GR-Expression im Tumor und progressionsfreies Uberleben

1.0

0.8

0.6

0.4

Kumulatives Uberleben

0.2

0.0

GRIRS O
—1GRIRS 1-12

GRIRS 0 - zensiert
—+—GRIRS 1-12 - zensiert

p = 0,149

.00

100.00 200.00 300.00 400.00

Zeit in Monaten

Abbildung 60: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS und GR-Expression im Endometriumkarzinom:
Keine tumordése GR-Expression (IRS 0) verglichen mit tumordser GR-Expression (IRS > 1) beziiglich

des PFS (p = 0,149).
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Abbildung 61: Kaplan-Meier-Analyse fiir das PFS und GR-Expression im Stroma des
Endometriumkarzinoms: Niedrige GR-Expression (IRS 0-1) verglichen mit hoher GR-Expression im

Stroma (IRS > 2) beziiglich des RFS (p = 0,170).

Tabelle 32: Cox-Regression bezogen auf das PFS hinsichtlich histopathologischer Parametern und
der GR-Expression im Endometriumkarzinom.

Variable

Alter bei Diagnose
pT

pN

Grading
FIGO-Stadium

GR Stroma

(IRS <1 vs. IRS > 1)
GR Tumor
(IRSOvs. IRS>1)

Signifikanz Hazard Ratio of Lower 95% Cl of Upper 95% ClI of

(p=) Exp(B) Exp(B) Exp(B)
0,203 1,036 0,981 1,093
0,546 1,301 0,554 3,056
0,969 1,025 0,291 3,604
0,316 1,368 0,741 2,525
0,165 2,018 0,749 5,435
0,136 0,458 0,164 1,279
0,265 1,789 0,641 5,043
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4 Diskussion

In dieser Dissertation wurde die Expression von Gal-8 und -9 im Zervixkarzinom und von
Gal-8, Gal-9, H3K4me3 und H3K9ac sowie dem GR im Endometriumkarzinom
immunhistochemisch untersucht und mit histopathologischen und klinischen Daten
korreliert. Obwohl die erwdhnten Proteine in anderen Tumoretitdaten sowohl hinsichtlich
ihres prognostischen als auch ihres diagnostischen und therapeutischen Wertes teilweise
sehr umfassend untersucht wurden, ist die Datenlage zu deren Relevanz im Zervix- und
Endometriumkarzinom begrenzt. Ziel der Arbeit war eine Evaluation des Stellenwertes
von Gal-8 und -9, GR und der Histonmodifikationen als mogliche prognostische Marker.
Nachfolgend werden die Ergebnisse unter Einbezug bereits publizierter
Forschungsergebnisse diskutiert.

4.1 Galektin-8 als prognostischer Marker fiir Patientinnen mit
Zervix- oder Endometriumkarzinom

Die Entstehung von Tumore geht einher mit einem stark verdanderten
Glykosylierungsmuster der Zellen. Galektine koénnen durch die Erkennung dieser
Glykokonjugate Signalwege aktivieren [7]. Gal-8 wurde 1996 erstmals als Tumormarker
im Prostatakarzinom (PTCA-1) identifiziert und seither in verschiedenen Neoplasien als
prognostischer Faktor untersucht [232]. Im Zervix- und Endometriumkarzinom wurden bis
dato vor allem Gal-1,-3, und -7 erforscht [233, 234]. Es liegen jedoch bisher kaum bzw.
keine publizierten Daten zur prognostischen Wertigkeit bei Gal-8 bzw. -9 vor [235].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine starkere Gal-8-Expression im
Zervixkarzinom mit einem negativen N-Status und niedrigerem FIGO-Stadium der Tumore
verbunden ist. Zusatzlich korrelierte Gal-8 mit dem histologischen Subtyp. Eine erhéhte
Gal-8-Expression war bei Patientinnen mit plattenepithelialem Zervixkarzinom auRerdem
mit einem verlangerten RFS assoziiert. Im Endometriumkarzinom war eine starkere
zytosolische Gal-8-Expression verbunden mit einem niedrigen FIGO-Stadium und Grading.
Sowohl die zytosolische als auch nukleadre Expression zeigten einen positiven Einfluss auf
das OAS. Patientinnen mit hoher zytosolischer Expression von Gal-8 im Tumor zeigten
aullerdem ein verlangertes PFS auf. Gal-8 konnte daher als positiver prognostischer
Marker flr Patientinnen mit Zervix- oder Endometriumkarzinom identifiziert werden.

Wie zu Beginn der Arbeit bereits beschrieben, wurden Gal-8 in der Vergangenheit haufig
mit onkogenen Eigenschaften in Verbindung gebracht. So steigert beispielsweise eine
hohe Expression von Gal-8 in Prostatakarzinomzellen die Metastasierungsrate, indem
Zellmigration und -aggregation zunehmen und die Apoptoserate sinkt [12].

Einige Forschungsergebnisse belegen jedoch den prognostisch vorteilhaften Effekt von
Gal-8. Schulz et al. untersuchten den prognostischen Wert des Lektins im
Ovarialkarzinom. Hier zeigte sich eine inverse Korrelation der Gal-8-Expression mit dem
Lymphknotenstatus und FIGO-Stadium. Gal-8 erwies sich als unabhangiger positiver
Marker fiir das OAS und das krankheitsfreie Uberleben [8]. In Mammakarzinomen wurde
eine Abnahme der nukledren Gal-8-Expression mit hherem Grading beobachtet. Tumore
mit positivem ER-Status zeigten ebenfalls eine hohere Gal-8-Expression. Auflerdem war
die zytosolische Gal-8-Expression in Tumore mit HER2-positivem Status signifikant erhoht.
Insgesamt wurde Gal-8 als positiver prognostischer Faktor fiir das OAS von Patientinnen
mit Mammakarzinom identifiziert [13]. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der
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hier durchgefiihrten Studie und deutet darauf hin, dass Gal-8 in gynakologischen Tumore
als Tumorsuppressor fungiert.

Ein Faktor, der die vielfaltigen Effekte des Lektins auf die Tumorbiologie erklaren kann, ist
die subzelluldre Lokalisation. Nagy et al. beschrieben in benignem Kolongewebe sowohl
eine zytosolische als auch nukleare Expression von Gal-8, wahrend in malignem Gewebe
nur eine zytosolische Lokalisation gesehen wurde. Zudem konnte Gal-8 als extrazellular
bindendes Lektin die Zellmigration hemmen. Die Expression korrelierte invers mit der
Zellproliferation [132]. Eine dhnliche Dynamik der subzellularen Lokalisation wurde auch
in Plattenepithelkarzinomen der Kopf- und Halsregion sowie Pankreas- und
hepatozelluldaren Karzinomen festgestellt [140, 236]. Da in den Zellmembranen des
gesunden Plattenepithels Gal-8 stark exprimiert wurde, schlossen die Autoren darauf,
dass ein Verlust von Gal-8 mit einem Verlust der Zellpolaritat und Integritdat des
Zellverbandes einhergeht und so die maligne Transformation férdert [140].

Diese Ergebnisse harmonieren mit der Beobachtung, dass eine hdhere Gal-8-Expression
sowohl im Zervix- als auch im Endometriumkarzinom mit einem niedrigeren
Tumorstadium und einer verbesserten Prognose assoziiert ist. Es ist denkbar, dass sich die
subzelluldre Lokalisation von Gal-8 wahrend der Karzinogenese andert und damit auch
dessen Funktion in der Tumorbiologie.

Hinzu kommen die Isoformen von Gal-8, welche auf mMRNA-und Proteinebene existieren
[117-119]. Bisher konnten verschiedene Effekte dieser Varianten noch nicht genligend
differenziert werden, moglich ware jedoch, dass Gal-8 auch deshalb auf verschiedene
Tumoretitaten und -stadien unterschiedlichen Einfluss nimmt. Um die Funktion von Gal-
8 in der Tumorbiologie noch besser verstehen und therapeutisch nutzen zu kénnen, sind
weitere, tiefergehende Studien, vor allem im Hinblick auf die Wirkweise der
verschiedenen Isoformen, der subzelluldren Lokalisation und verschiedener
Bindungspartner, notwendig.

Zusammenfassend (bt Gal-8 komplexe Effekte auf die Tumorbiologie aus und kann sich
positiv auf die Prognose onkologischer Patient*innen auswirken. Denkbar wiére, dass ein
Verlust von Gal-8 in der Tumoretwicklung die maligne Entartung der Zellen fordert, indem
der Zellzyklus enthemmt und die Apoptoserate gesenkt wird. AuBerdem kdnnte es durch
die Reduktion von Zellpolaritat und -integritat zu einer Desorganisation des Zellverbandes
und damit zu fortschreitender Invasivitdat des Tumors kommen. Da in dieser Arbeit nur
malignes und kein gesundes Gewebe untersucht wurde, bleibt ungeklart, ob Gal-8 einen
Anteil an der initialen malignen Transformation hat oder ob die Reduktion des Lektins in
Tumorzellen erst im Rahmen der Tumorprogression auftritt.

4.2 Galektin-9 als prognostischer Marker fiir Patientinnen mit
Zervix- oder Endometriumkarzinom

Seit der Klonierung der cDNA von Gal-9 im Hodgkin-Lymphom 1997 sind eine Vielzahl an
Effekten in der Zell- und Tumorbiologie erforscht worden [142]. Auch der prognostische
Wert fir Tumorerkrankungen wurde bereits umfassend evaluiert. In den meisten Studien
zeigte sich das tumorsuppressive Potential von Gal-9. Im Urothelkarzinom war ein Verlust
der Expression von Gal-9 mit Lymphangiosis carcinomatosa, friithem Rezidiv und einem
verkiirzten krankheitsspezifischen Uberleben assoziiert [237]. Bei Patienten mit Magen-,
Mamma- und Leberzellkarzinom zeigte sich ein dhnlicher positiver Effekt von Gal-9 auf
Tumorprogression und Uberleben [14, 15, 238].
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Die zugeschriebenen tumorsuppressiven Eigenschaften werden auch in den Ergebnissen
dieser Arbeit widergespiegelt, in der Gal-9 als positiv prognostischer Faktor identifiziert
werden konnte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Studie von Punt et al., in
der eine Gal-9-Expression im plattenepithelialen Zervixkarzinom tendenziell mit einem
verbesserten OAS verbunden war [233]. Sun et al. untersuchten Gal-9 in Proben von
atypischen Hyperplasien und Endometriumkarzinomen und zeigten ebenfalls, dass die
Expression von Gal-9 mit Veranderungen im friihen Tumorstadium einhergeht, konnten
aber keine Aussage zum prognostischen Wert hinsichtlich des Uberlebens der
Patientinnen treffen [239].

Wie kann der positiv prognostische Wert von Gal-9 fiir die Patientinnen nun auf
zellbiologischer Ebene erklart werden? In der immunbhistologischen Analyse von
Mammakarzinomen zeigten vor allem Tumore, welche mit Fernmetastasen assoziiert
waren, keine Gal-9-Expression. AuBerdem ging eine erhohte Gal-9-Expression mit einem
signifikant lingeren Fernmetastasen-freien Uberleben einher. Die Transfektion von Gal-9
in MCF-7-Zellen flihrte zu einer Aggregation der Tumorzellen in vivo und reduzierte
auBerdem die Adhasion an Bestandteilen der extrazellularen Matrix. Die Autoren nahmen
daher an, dass Gal-9 die Metastasierung und Tumorinvasion durch Férderung von
Zellaggregation- und adhdsion hindert [15]. In dieser Arbeit konnte der
Fernmetastasenstatus der Patientinnen aufgrund unzureichender Daten diesbeziiglich
nicht analysiert werden, jedoch war Gal-9 ein Marker fiir einen negativen
Lymphknotenstatus und ldangeres OAS, sowohl im Zervix- als auch im
Endometriumkarzinom. Dies wiederum spricht fiir eine verzogerte Metastasierung im
Zusammenhang mit Gal-9. Interessanterweise haben die Isoformen von Gal-9
unterschiedliche Einfllsse auf die Zelladhasion. Eine transiente Expression von Gal-9-L in
Kolonkarzinomzellen fiihrte zu einer verringerten, die Expression von Gal-9-M und -S
jedoch zu einer gesteigerten E-Selectin-Expression [240]. Die Splicingvarianten von Gal-9
haben auch differenzierte Effekte auf die endotheliale Funktion, Proliferation und
Migration, wie sie in der Angiogenese von Bedeutung ist. Insgesamt bewirken aber alle
Gal-9-Isoformen eine Inhibition der Angiogenese in vivo [241]. Ein Verlust von Gal-9 im
Rahmen der Tumorprogression kdnnte zu einer Steigerung der tumordésen Blutversorgung
fliihren und damit wachstumsférdernd wirken, was wiederum mit den Ergebnissen dieser
Arbeit Gbereinstimmt.

Die Rolle von Gal-9 als potenter Induktor der Apoptose ist eine weitere Erklarung fiir die
tumorsuppressiven Eigenschaften. In hamatologischen Neoplasien konnte dieser Effekt
ebenso nachgewiesen werden wie in soliden Tumore [242, 243]. Uber die Dysregulation
der mitochondrialen Balance mit nachfolgender Ausschiittung proapoptotischer Faktoren
und anschlieRender Aktivierung von Effektorcaspasen aktiviert Gal-9 in 6sophagealen
Tumorzellen den intrinsischen Weg der Apoptose. [244]. In humanen Pankreaszellen
konnte Gal-9 durch die Induktion der Apoptose die Zellproliferation und das
Tumorwachstum inhibieren [245].

Angesichts des positiven Effektes von Gal-9 in verschiedensten Tumoretitiaten und der
Ergebnisse dieser Arbeit ist anzunehmen, dass Gal-9 auch im Zervix- und
Endometriumkarzinom tumorsuppressiv.  wirkt und daher als therapeutischer
Angriffspunkt dienen kénnte. Ahnlich wie bei Gal-8 gilt jedoch auch bei Gal-9: Die
Diversitat der Isoformen fiihrt zu unterschiedlichen Wirkweisen in der Tumorbiologie.
Dieses Phanomen muss noch weiter erforscht werden, um die diagnostische und
prognostische Spezifitat zu erhdhen.
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4.3 Galektin-8 und -9 als diagnostische und therapeutische
Ansatzpunkte fir Patientinnen mit Zervix- oder
Endometriumkarzinom

Fiir die histopathologische Diagnostik kdénnen Gal-8 und-9 im Zervix- und
Endometriumkarzinom als potenzielle Marker dienen, die Hinweise auf das
Tumorstadium und die Prognose der Erkrankung geben. In dieser Arbeit konnten Gal-8
und -9 als positiv prognostische Faktoren fiir das Zervix- oder Endometriumkarzinom
ermittelt werden. Andere haufig untersuchten Galektine in gynakologischen Karzinomen
zeigen im Gegensatz zu Gal-8 und -9 eher negative Auswirkungen auf die onkologische
Erkrankung. Der onkogene und negativ prognostische Effekt von Gal-1 konnte sowohl fiir
das Ovarial- als auch fir das Zervix- und Endometriumkarzinom bestatigt werden [239,
246-248]. Gal-3 war im Zervixkarzinom im Vergleich zu gesundem Gewebe starker
exprimiert und korrelierte positiv mit Markern einer fortgeschrittenen Tumorerkrankung
sowie einem verkirzten OAS [249, 250]. Auch im Endometriumkarzinom wurde Gal-3 als
negativ prognostischer Marker identifiziert [251]. In Zusammenschau der prognostischen
Werte einzelner Galektine in gynakologischen Tumore kdnnte vor allem die kombinierte
Untersuchung von Gal-8 und -9 mit weiteren Galektinen die diagnostische und
prognostische Aussagekraft einer histopathologischen Untersuchung erhéhen.

Galektine stehen auch im Interesse als Ansatzpunkte fir neue therapeutische Strategien
in der Onkologie. Fur Gal-1 und Gal-3 wurden bereits erste Therapieversuche mit
spezifischen Galektininhibitoren unternommen. In Ovarialkarzinomzellen fihrte dies zu
positiven Effekten auf Zellwachstum, -viabilitat, -invasion und Chemoresistenz [252, 253].
Auch in klinischen Studien werden aktuell spezifische Gal-1- oder -3-Inhibitoren getestet,
wobei diese in Kombination mit herkdmmlichen Chemotherapeutika wie 5-Fluorouracil
oder Checkpointinhibitoren eingesetzt werden [16]. AbschlieRende Ergebnisse zur
Wirksamkeit sind jedoch noch ausstehend [16]. Vor allem die Interaktion von Gal-9 mit
TIM-3 und anderen Rezeptoren auf Immunzellen ist ein interessantes therapeutisches
Ziel, da diese Signalwege die onkogenen Effekte des Lektins vermitteln. Eine Behandlung
von T-Zellen mit einem anti-Gal-9-Antikorper in vitro konnte die Apoptoserate reduzieren
[254]. Yang et al. inhibierten daher Gal-9 und PD-L1 im Mausmodell und erzielten damit
im Vergleich lingere Uberlebenszeiten als mit der alleinigen PD-L1-Blockade [255]. Diese
Erkenntnis steht mit dem in dieser Studie ermittelten positiv prognostischen Wert von
Gal-9 im Zervix- und Endometriumkarzinom zwar im Gegensatz — es konnte jedoch gezeigt
werden, dass Gal-9 durch proinflammatorische Zytokine wie INFJ3 und INFy in Tumorzellen
zwar vermehrt sekretiert, aber weniger zytosolisch oder nuklear exprimiert wird [255].
Dies passt wiederum mit den Ergebnissen dieser Arbeit zusammen, dass fortgeschrittene
Tumore im Zytosol weniger Gal-9 exprimieren. Eine gezielte Gal-9-TIM-3-Blockade kdnnte
also einen positiv therapeutischen Effekt vor allem auf fortgeschrittene Tumore haben.
Allerdings sind bisher wenige Galektin-Inhibitoren in klinischen Studien getestet worden.
Das breite Spektrum an Prozessen, auf die die Galektine Einfluss nehmen, erschwert
zudem eine gezielte Therapie ohne unerwiinschte Wirkungen. Daher bedarf es noch
weiteren Studien, um den klinischen Nutzen und die eventuellen Nebenwirkungen genau
zu evaluieren.

4.4 H3K9ac und H3K4me3 als prognostische Marker fiir
Patientinnen mit Endometriumkarzinom

Neben der Ostrogen-Abhingigkeit vieler Endometriumkarzinome gelten genetische
Alterationen wie Mutationen in einzelnen Onkogenen als wichtige Faktoren, die zur
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Entstehung eines Endometriumkarzinoms fiihren. Auch die Akkumulation epigenetischer
Veranderungen kdnnen zur Kanzerogenese beitragen. Von besonderer Bedeutung sind
Inaktivierungen in MMR-Genen durch eine Hypermethylierung der zugehorigen
Promoterregionen mit nachfolgender MSI und vermehrten Mutationen in
Tumorsuppressorgenen [256, 257]. Fir das Endometriumkarzinom spielen unter
anderem die Hypermethylierung der Gene hMLH1, hMSH2, APC, CHFR und CASP8 eine
Rolle [256, 257].

Histonmodifikationen regulieren als epigenetischer Mechanismus die Zuganglichkeit des
Chromatins und damit die Kontrolle der Transkription von Genen. Eine Dysbalance kann
potenziell die maligne Transformation von Zellen und kanzerogene Mechanismen férdern
[185, 189]. In dieser Arbeit wurde ein positiver Effekt von H3K9ac auf die Prognose von
Patientinnen mit Endometriumkarzinom gezeigt. Sowohl Tumorausdehnung als auch
Lymphknotenstatus und FIGO-Stadium standen mit einer verstarkten nukledaren H3K9ac-
Expression in Zusammenhang. Je hoher jedoch das zytosolische H3K9ac-Level, desto
haufiger lagen Lymphknotenmetastasen vor. Fir das OAS, RFS und PFS konnte H3K9ac
nicht als signifikanter prognostischer Marker identifiziert werden. H3K4me3 zeigte einen
positiv prognostischen Wert: Einerseits war H3K4me3 nuc mit einer geringen Tumorgrolie
sowie einem niedrigeren FIGO-Stadium assoziiert. In Hinblick auf das OAS, RFS oder PFS
konnte jedoch ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit hoher
und niedriger H3K4me3-Expression detektiert werden.

Die verstarkte Expression von H3K9ac wurde in der Literatur bis dato eher im
Zusammenhang mit einer schlechten Prognose fiir onkologische Patient*innen
beschrieben. In epithelialen OvarialTumore war eine Haufung von H3K9ac mit héherem
Grading und Staging sowie einer schlechteren Prognose assoziiert [258]. Auch
Patientinnen mit Mamma- oder Zervixkarzinomen wiesen bei hoéherer H3K9ac-
Konzentration der Tumore eine schlechtere Prognose auf [9, 190]. Wie die H3K9ac-
Modifikation, ist auch die Expression von H3K4me3 ein prognostischer Marker fir
Tumorpatienten. Im Osophaguskarzinom war ein hohes Level von H3K4me3 mit einer
verstarkten Zellproliferation, -invasion und Metastasierung assoziiert, einhergehend mit
héherem Tumorstadium und kiirzerem Fiinf-Jahres-Uberleben [259]. Eine Untersuchung
von H3K4me3 im Kolonkarzinom identifizierte H3K4me3 als vorteilhaft bezlglich
Lymphknoten- und Fernmetastasierung sowie dem OAS [260]. Dies steht im Einklang mit
der Beobachtung, dass Endometriumkarzinome mit verstarkter H3K4me3-Expression ein
niedrigeres Stadium aufweisen. Patientinnen mit Zervixkarzinom und hoher Expression
von H3K4me3 hatten ein hoheres T-Stadium sowie eine schlechtere Prognose [190].
Jedoch unterscheiden sich Zervix- und Endometriumkarzinom in Karzinogenese und
Tumorbiologie, sodass eine unterschiedliche Wirkung  von einzelnen
Histonmodifikationen durchaus plausibel ist.

Qing et al. fiihrten eine immunhistochemische Analyse von H3K27me3, H3K4me2 und
H3K4me3 in gesunden Endometriumproben, prdkanzerésen Vorstufen und
Endometriumkarzinomen durch. Hier war H3K4me3 im glanduldren Epithel in Karzinomen
sowohl im Vergleich zu normalen Endometrium als auch zu prakanzerésen Ldsionen
verstarkt exprimiert. Jedoch konnten keine signifikanten Korrelationen mit den
untersuchten histopathologischen Parametern gefunden werden [261]. In der
vorliegenden Arbeit war eine héhere Expression von H3K4me3 mit einem niedrigeren
Tumorstadium assoziiert, was zunachst kontrar zu den Ergebnissen von Qing et al. zu sein
scheint. Allerdings ist es denkbar, dass H3K4me3 zu Beginn der Kanzerogenese verstarkt
exprimiert wird und die Expression mit dem Tumorprogress abnimmt. Aullerdem wurde
in der hier vorliegenden Arbeit kein gesundes Gewebe untersucht, sodass ein Vergleich
mit den Expressionslevel der Karzinome nicht moglich war.

76



Eine Haufung von H3K9ac und H3K4me3 an den Promotern kann sich tumorsuppressiv
auswirken, wenn die Uberexpression an einem entsprechenden Gen lokalisiert ist. Eine
Arbeit von Chen et al. zeigte mithilfe einer genomweiten epigenetischen Analyse von liber
8200 Tumorproben, dass eine Anreicherung von H3K4me3 (ber eine besonders lange
Strecke (> 4 Kilobasenpaare) vor allem an Tumorsuppressorgenen zu finden ist. Eine
Abnahme von H3K4me3 an Tumorsuppressoren in Krebszellen ist mit einer reduzierten
Expression assoziiert. Die gehaufte und breite Verteilung von H3K4me3 konnte als
epigenetische Signatur zur Lokalisierung von Tumorsuppressorgenen genutzt werden
[262]. Diese Ergebnisse passen als molekularbiologisches Korrelat zu den Erkenntnissen,
die in dieser Dissertation gewonnen werden konnten.

In vitro wurde das Level von H3K9ac und H3K4me3 am Promoter durch Behandlung der
Zellen mit dem Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A und einem demethylierenden
Agens hochreguliert. Dies flihrte zu einer gesteigerten Transkription des
Tumorsuppressorgens D-glucoronyl C5-epimerase (GLCE) [17]. Das GLCE-Gen wird in
einigen Tumoretitaten, unter anderem dem Mamma- und Lungenkarzinom,
unterexprimiert [17]. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass das GLCE-Gen im
Endometriumkarzinom im Vergleich zum gesunden Gewebe ebenfalls reduziert
exprimiert wird und Patientinnen mit einer hoheren Expression von GLCE eine bessere
Prognose aufweisen [18]. Auch das tumorsuppressive Retinoblastoma-Interacting Zinc
Finger Gen (RIZ1) unterliegt einer epigenetischen Kontrolle und wird im
Endometriumkarzinom vermindert exprimiert [20]. Hohere nukledre Level von H3K9ac
und H3K4me3 kdnnten zu einer Aktivierung von Tumorsuppressorgenen fiihren, was die
Korrelation mit einem niedrigerem Tumorstadium, so wie es in dieser Arbeit gezeigt
wurde, erklaren kann. Im Kontrast dazu steht die Annahme, dass die zytosolische
Expression von H3K9ac mit einem positiven Lymphknotenstatus assoziiert ist. Es ist
bekannt, dass neu synthetisierte Histone noch im Zytoplasma acetyliert und anschlieRend
in den Nukleus importiert werden. Wie diese genau im Zytoplasma agieren, ist jedoch
bisher ungeklart [263].

H3K9ac beeinflusst jedoch nicht nur die Transkription, sondern steht auch im
Zusammenhang mit DNA-Schaden. Tjeertes et al. zeigten, dass das globale Level von
H3K9ac mit dem Auftreten von geschadigter DNA sowohl an zellzyklusregulierenden als
auch anderen aktiven Genen abnimmt [21]. In der Entstehung des
Endometriumkarzinoms spielen unter anderen Mutationen in DNA-Reparaturgenen wie
MSH2 oder MLH1 eine Schlisselrolle. Mikrosatelliten-Instabilitat, Aneuploidie und DNA-
Schaden in Kombination mit gestorten Reparaturmechanismen sind bedeutsame
Faktoren, die sich auch in der Einteilung des Endometriumkarzinoms durch den Cancer
Genome Atlas widerspiegeln [88]. Eine Erniedrigung von H3K9ac kann ein Hinweis auf
DNA-Schadigungen, Mutationen in Reparaturgenen sowie Mikrosatelliteninstabilitat sein
[22]. Auch H3K4me3 wurde mit einer DNA-Damage-Response in Verbindung gebracht. So
konnte an einer HCT116-Zelllinie gezeigt werden, dass sich H3K4me3 als Antwort auf eine
DNA-Schadigung am Promoter des Cyclinkinase-Inhibitors p21 anreichert [264]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit harmonieren mit diesen Erkenntnissen insofern, dass hdhere
Level von H3K4me3 nuc und H3K9ac nuc mit niedrigerem Tumor- und FIGO-Stadium
sowie Lymphknotenstatus einhergehen. Wenn diese Histonmodifikationen in
aggressiveren Tumore weniger stark exprimiert werden, so kann dies auf
Mikrosatelliteninstabiliat oder geschadigte DNA hindeuten. Die immunhistochemische
Evaluation von H3K4me3 und insbesondere H3K9ac kénnte das bisher angewandte
diagnostische Panel in der Diagnostik des Endometriumkarzinoms daher erganzen [22].

Insgesamt bleibt die Rolle von H3K9ac und H3K4me3 im Endometriumkarzinom weiter zu
evaluieren. Zum einen, weil diese aktivierenden Modifikationen sowohl fir eine
Uberexpression von Onko- als auch Tumorsuppressorgenen verantwortlich sein kénnen.
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Hinzu kommt, dass die fiir die Karzinogenese relevanten Gene nicht durch eine einzige
Histonmodifikation, sondern von einer ganzen epigenetischen Maschinerie kontrolliert
werden. Zu dieser zahlt unter anderem die Gesamtheit des Histon-Codes inklusive
repressiver und aktiver Histonmodifikationen sowie DNA-Methylierungen. Ein
limitierender Faktor in dieser Arbeit ist zudem, dass ausschlielllich endometrioide
Endometriumkarzinome untersucht wurden. Eine Analyse des Stellenwertes von H3K9ac
und H3K4me3 in nicht-endometrioiden Endometriumkarzinomen ware ebenfalls
interessant.

4.5 H3K9ac und H3K4me3 als therapeutische Ansatzpunkte fiir
Patientinnen mit Endometriumkarzinom

Die Erkenntnisse dieser Arbeit beziiglich einer verbesserten Prognose bei erhdhter
H3K9ac-Expression stltzen bereits bekannte Ergebnisse der therapeutischen
Wirksamkeit von HDAC-Inhibitoren (HDACi) im Endometriumkarzinom. Die Wirkung von
HDACi wurde in zahlreichen Tumoretitdten erforscht [265]. HDACi steigern die
Histonacetylierung in Zellen und kénnen so einen Zellzyklusarrest, miotischen Zelltod,
Apoptose und Zelldifferenzierung bewirken sowie Angiogenese und Wachstum
inhibieren. Die Behandlung von Kolonkarzinomzellen mit einer Kombination der HDACi
Valproinsaure und Vorinostat flihrte zu einer signifikanten Reduktion des Zellwachstums
und einer Steigerung der Apoptoserate [266]. Vorinostat wurde bereits 2006 von der FDA
fiir die Therapie des fortgeschrittenen kutanen T-Zell-Lymphom zugelassen [267], darauf
folgte die Zulassung von Romidepsin, Belinostat und Panobinostat fiir bestimmte
hamatologische Neoplasien [268-270]. Fiir solide Tumore befinden sich HDACi noch in
klinischen Studien [271].

Verschiedene anti-kanzerogene Effekte der HDACi wurden in vitro in
Endometriumkarzinom-Zelllinien nachgewiesen. Acetyliertes H3 und H4, sowie p21 und
E-Cadherin wurden nach der Behandlung mit HDACi vermehrt exprimiert und
zellzyklustreibende Elemente wie Cyclin A und CKD2 gesenkt [272]. Vorinostat bewirkte
apoptotische und antiproliferative Effekte in Endometriumkarzinomzellen, aulRerdem
eine Inhibition der Zellzyklusprogression, Zellmigration und Koloniebildung [272].
Besonders von Bedeutung flir hormonabhangige Typ-I-Endometriumkarzinome ist die
Wirkung von Natriumbutyrat auf den Ostrogenrezeptor (ER) o, dessen Transkription
durch diesen HDACi inhibiert wird [273]. Ebenso konnten im Endometriumkarzinom in
vitro durch die Behandlung Valproat, Panobinostat, Trichostatin A weitere positive Effekte
auf die Ostrogen- oder Progesteronrezeptoren (PR) im Sinne einer nachfolgenden
Wachstumsinhibiton gezeigt werden. Insbesondere in Kombination mit anderen
Therapeutika scheinen HDACI vielversprechende positive Effekte fiir Patientinnen mit
Endometriumkarzinom zu haben. In vitro fiihrte die kombinierte Anwendung von
Trichostatin A mit einem DNA-Methyltransferase-Inhibitor zu einer Hochregulation der
PRRB-Expression und die synergistische Behandlung mit Paclitaxel stimulierte die Apoptose
[274]. Weiterhin konnen HDACi die Sensitivitat von Tumorzellen gegenliber einer
Strahlentherapie erhohen [275, 276]. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass
fortgeschrittene Tumore weniger H3K9ac exprimieren als Tumore in einem niedrigeren
Stadium. Dies weist darauf hin, dass Patientinnen von einer Behandlung mit HDACiI
profitieren konnten.

In Tumore ist die Balance zwischen KDM und KMT haufig gestort. Eine gesteigerte LSD1-
Expression in einem murinen Leukdmiemodell potenzierte die Transkription des
Onkogens Myc und assoziierten embryonischen Stammzellgenen. Die Uberexpression von
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KDM5B flihrte zu einer Suppression von Genom-stabilisierenden Genen wie BRCA1. KDM
sind also vielversprechende therapeutische Zielpunkte [277]. Lysin-Demethylase-
Inhibitoren (KDMi) wirken analog den HDACi und haben zum Ziel, das Gleichgewicht der
Methylierung und Demethylierung in Krebszellen wiederherzustellen. Der Fokus der
bisherigen Forschung lag auf Inhibitoren von LSD1. Spezifische LSD1-Inhibitoren konnten
die Proliferation von Zervix- und Kolonkarzinomzellen mindern und das Uberleben von
Mausen mit Promyelozytenleukdamie verlangern [278, 279].

In Bezug auf den hier untersuchten Marker H3K4me3 sind vor allem Inhibitoren der
KDM5A-D und NOG66 interessant, da diese Proteine H3K4me3 als Substrat demethylieren
kénnen [199, 280]. KDM5A zeigt erhohte Expressionslevel und eine Beteiligung an
Angiogenese, Metastasierung, Proliferation und Chemoresistenz in verschiedenen
Tumore, so zum Beispiel im Mamma- und Ovarialkarzinom [281]. NO66 interagiert mit
dem onkogenen Transkriptionsfaktor MYC und ist im nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom
Uberexprimiert [282]. Es wurden bereits Inhibitoren von KDM5A-D entwickelt, welche in
vitro antikanzerogene Effekte zeigten. JARID1B (KDM5B) wurde im Mausmodell inhibiert,
was zu hoheren Leveln von H3K4me3 und einer Wachstumsreduktion der Krebszellen
fuhrte [283]. In dieser Arbeit waren hohere H3K4me3-Level im Endometriumkarzinom
ebenfalls mit einem niedrigerem Tumorstadium assoziiert, was darauf hindeutet, dass
eine Steigerung von H3K4me3 durch KDMi auch im Endometriumkarzinom von Vorteil
sein konnte.

Die Wirkungsmechanismen von KDM sind ebenso wie die der HDAC komplex und noch
nicht vollstandig geklart. HDACi sind anti-kanzerogene Agenzien, die auf zahlreichen
Ebenen in das Tumorgeschehen eingreifen und das aktuell angewandte Therapieregime
beim Endometriumkarzinom erganzen konnten. Trotz vielversprechender Ergebnisse von
KDMi in vitro und in Mausmodellen gibt es zum heutigen Zeitpunkt aufgrund von hoher
Toxizitat und schlechter Selektivitdt noch keine Anwendung in klinischen Studien [281].
Vor allem Patientinnen mit fortgeschrittenen Karzinomen, welche zusatzlich zur
Hysterektomie mit Chemo- und Radiotherapie behandelt werden, kdnnten aufgrund der
oben genannten Erkenntnisse von einer Therapie mit HDACi und eventuell auch KDMi
profitieren. In diesem Zusammenhang konnten H3K9ac und H3K4me3 als
histopathologische Marker dienen, da reduzierte H3K9ac- und H3K4me3-Level mit einer
schlechteren Prognose assoziiert sind und auf einen moglichen Nutzen einer Therapie mit
KDMi und HDACi hindeuten kénnten.

4.6 Der Glukokortikoidrezeptor als prognostischer Marker fiir
Patientinnen mit Endometriumkarzinom

Der GR ist in zusammen mit seinen Liganden an der Regulation physiologischer und
pathologischer Prozesse beteiligt und spielt in Tumore eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Apoptose, Invasivitat, Migration, Angiogenese und Proliferation [202].
Insbesondere fiir hormon-abhangige Tumore ist der GR und seine Aktivitdt von
Bedeutung, da er mit den anderen Rezeptoren seiner Familie interagiert und diese sich
gegenseitig regulieren konnen [208]. Eine Interaktion des ER mit dem GR wurde auch fiir
das Endometriumkarzinom beschrieben [28]. In soliden Tumore ist die Rolle des GR noch
nicht eindeutig geklart und ist abhangig von Entitat, Kontext und Behandlung. Im ERa-
positiven Mammakarzinom scheint der GR die Tumorproliferation durch Inhibition von
Wachtumsfaktoren und Interaktion mit dem ER zu reduzieren und war assoziiert mit
einem niedrigen Tumorstadium sowie -grading [27, 284]. Auch in weiteren Tumoretitaten
ist die Expression des GR ein positiver Faktor fiir Patient*innen. Niedrige GR-
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Expressionslevel sind beispielsweise im Blasenkarzinom ein Marker fiir ein schlechtes
Outcome [285]. Ahnliche Effekte konnten fiir das Zervixkarzinom gezeigt werden, in dem
héhere GR-Expressionslevel mit niedrigem Staging und langerem Uberleben einhergingen
[221].

Da das tumorumgebende Stroma bzw. Tumormicroenvironment bedeutsam fiir die
Tumoretwicklung und -dynamik ist, wurde in dieser Arbeit sowohl die GR-Expression im
Tumor als auch im Stroma analysiert. Insgesamt zeigte sich eine sehr schwache bis keine
Expression mit einem medianen IRS im Stroma von 1 und im Tumor von 0. Die
Tumorausdehnung pT und das FIGO-Stadium korrelierten invers mit der GR-Expression im
Stroma. Die GR-Expression im Stroma konnte also als prognostisch positiver Marker fiir
das Endometriumkarzinom identifiziert werden. Die nukledre GR-Expression korrelierte
nicht mit einem der gepriften Parameter oder dem Gesamt- und rezidivfreiem
Uberleben. Vahrenkamp et al. zeigten jedoch, dass die GR-Expression mit einem
verschlechterten Outcome und hohergradigen endometrioiden Endometriumkarzinomen
assoziiert ist. Die Autoren postulierten, dass die Expression von GR vor allem in Tumore
mit hoher ER-Expression die Aggressivitat steigert [28]. Tangen et al. beschrieben einen
Effekt des GR auf das Endometriumkarzinom in eine dhnliche Richtung. Eine erhdhte GR-
Expression war ein Marker fir eine aggressivere Erkrankung mit signifikant
verschlechtertem Uberleben, jedoch vor allem fiir Patientinnen mit nicht-
endometrioiden, Hormonrezeptor-negativen Karzinomen [286]. Die bisher postulierte
negative Wirkung des GR fir Patientinnen mit Endometriumkarzinom konnte in dieser
Arbeit nicht bestdtigt werden. In beiden oben genannten Studien wurde aber
ausschlieflich die nukledre Expression des GR im Tumor, nicht jedoch im
tumorumgebenden Stroma untersucht, was die divergierenden Effekte erklaren kénnte.

Die hier beobachtete niedrige Expression von GR passt wiederum zu den Ergebnissen von
Tangen et al., welche in endometrioiden Adenokarzinomen eine deutlich niedrigere
Expression als in nicht-endometrioiden Tumore beschrieben [286]. Auch in einer weiteren
Studie, die 20 verschiedene solide Tumoretitdten immunhistochemisch untersuchte,
wurden die Farbeintensitdt des GR in Endometriumkarzinomproben als sehr niedrig
beschrieben, jedoch ohne genauer auf histologische Subtypen einzugehen [287].
Bamberger et al. beschrieben ebenso, dass der GR in normalen Endometriumproben
hauptsachlich im umgebenden Stroma, jedoch nicht im glandularen Kompartiment
exprimiert sei [288].

In den letzten Jahren ist das peritumordse Stroma im Hinblick auf immunologische und
parakrine Funktionen als wichtiger Faktor in der Entstehung und Progression auch von
Endometriumkarzinomen immer mehr in den Fokus geriickt. Der GR spielt eine wichtige
Rolle in der Antwort des Tumors auf das umgebende Microenvironment und scheint in
soliden Tumore unter anderem an der Entstehung von Chemoresistenzen beteiligt zu sein
[289]. Die Expression des GR wurde in tumorumgebenden Fibroblasten (cancer-
associated fibroblasts, CAF) im Mammakarzinom untersucht. Dort zeigte sich eine positive
Korrelation mit dem Tumorgrading und Ki-67-Index und die Haufigkeit der GR-positiven
CAF unterschied sich in den verschiedenen histologischen Subtypen [290]. Eine Studie an
CAF im Kolonkarzinom zeigte, dass die Modulation des GR durch die Behandlung mit
Dexamethason die Expression von onkogenen Faktoren in den CAF supprimierte. So
wurde beispielsweise die Sekretion von Matrix-metalloproteinase-2 reduziert, die
Proliferation und Invasivitat der Karzinomzellen nahm ab [30]. Weiterhin wurden mit der
Signaltransduktion des aktiven GR auch anti-angiogene Eigenschaften in Verbindung
gebracht [291]. Trotz der eher pro-karzinogenen Wirkung, die dem GR in soliden Tumore
in der Literatur zugeschrieben wird, sind diese Ergebnisse Hinweise darauf, dass der GR
im Stroma einen vorteilhaften Effekt im Sinne eines Tumorsuppressors ausiiben kann, was
mit dem ermittelten positiv prognostischen Wert des GR in dieser Arbeit zusammenpasst.
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Die Effekte des GR auf tumorbiologischer Ebene sind mannigfaltig und werden weiterhin
kontrovers diskutiert. Zum einen ist der GR in einigen Tumorentititen als positiv
prognostischer Faktor identifiziert worden, wie auch in dieser Arbeit, und scheint
tumorsuppressive Eigenschaften zu haben. Andererseits wurden onkogene Prozesse
beschrieben [219]. Diese Ambivalenz lasst sich unter anderem mit den vielen
verschiedenen Formen erkldren, in denen der GR agiert. Zum einen gibt es, wie in der
Einleitung erwahnt, verschiedene Isoformen des GR, anderseits scheint auch die
subzelluldre Lokalisation eine Rolle zu spielen. So kann der zytosolische GR durch eine
Translokation in den Nucleus dort genomische Effekte ausiiben, non-genomische Effekte
werden hingegen durch zwei verschiedene membranstandige GR bewirkt [292]. In dieser
Arbeit wurde ausschlieRlich die nukledre Expression von GR evaluiert, da eine
zytoplasmatische und membrandse Expression nicht erkennbar war. Weiterhin wurden in
diesem Kollektiv ausschlieRlich endometrioide Adenokarzinome von Uberwiegend
niedrigem Tumorstadium und Grading untersucht. Zudem war die GR-Expression sowohl
im Stroma als auch im Tumor sehr niedrig ausgepragt, sodass der hier ermittelte
prognostische Wert kritisch betrachtet werden muss.

4.7 Der Glukokortikoidrezeptor als therapeutischer Ansatzpunkt fiir
Patientinnen mit Endometriumkarzinom

Trotzdem ergibt sich angesichts des positiv prognostischen Wertes einer erhéhten GR-
Expression im tumor-assoziierten Stroma die Frage nach einer moglichen therapeutischen
Wirksamkeit von applizierten GC bei Patientinnen mit Endometriumkarzinom. Die
Aktivierung des GR durch synthetische GC stellt in der Behandlung von vor allem
hamatologischen Neoplasien, wie bereits erwahnt, eine wichtige Therapiesaule dar [293].
Auch wenn die Effekte des GR in soliden Tumore nicht eindeutig in eine Richtung weisen,
so konnte eine tumorsuppressive Wirkung durch die Applikation von GC beispielsweise
flir das Mamma-, Pankreas-, und Bronchialkarzinom gezeigt werden [219]. Der GR im
gesunden Endometrium scheint die Wirkung des ERa zu antagonisieren, was sich durch
eine Reduktion des Uteruswachstums bei Applikation von Dexamethason zeigt [294]. Eine
Behandlung von Ishikawa-Zellen mit Dexamethason fiihrte zur Hochregulation einer
Reihe von Genen, die fiir die Tumorsuppression verantwortlich sind, so zum Beispiel der
antiproliferative Faktor USF-2 und N-Cadherin [29]. Die genaue Wirkung von GC auf das
Endometriumkarzinom bleibt weiterhin ungeklart. Im Hinblick auf die Ergebnisse dieser
Arbeit ware es von besonderem Interesse zu eruieren, inwieweit GC Prozesse im
Tumorstroma beeinflussen und wie sich dies wiederum auf den Tumor selbst auswirkt.
Zusammenfassend ist der GR ein vielversprechender therapeutischer Ansatzpunkt. In der
Onkologie werden selektive Glukokortikoidrezeptoragonisten und -modulatoren bereits
mit dem Ziel eingesetzt, nur spezifische Signalwege, die fiir die Tumorsuppression von
Vorteil sein konnen, zu aktivieren und GC-induzierte Nebenwirkungen, wie eine
Chemoresistenz, zu reduzieren [295]. Womoglich konnten diese auch fiir Patientinnen mit
Endometriumkarzinom eine sinnvolle Therapieerganzung sein.
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