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1 Einleitung

Inhibine sind dimere Glycoproteine, die aus einer alpha-Untereinheit und einer von zwei
maoglichen beta-Untereinheiten bestehen. Sie spielen in der menschlichen Reproduktion
und bei endokrin-aktiven Tumoren eine wichtige Rolle.

Inhibine (auch Activine) konnten nach ihrer Identifizierung in Granulosazellen des Ovars
in weiteren zahlreichen Geweben identifiziert werden. Unter anderem war eine
zyklische Expression im Endometrium wahrend des Menstruationszyklus zu
beobachten (103), sowie bei der Endometriumhyperplasie und Karzinomen (107,108).
Eine Funktion als Tumorsupressorgen der Inhibin-a-Untereinheit wurde erstmals bei
Mausen identifiziert, nachdem man das Inhibin-a—Gen deaktiviert hatte (Inhibin-a knock
out- Maus). Daraufhin entwickelten die weiblichen und mannlichen Mause
geschlechtsspezifische Keimdrisen-Tumoren (86). Die tumorinduzierende Wirkung
durch Mangel an Inhibinen bzw. Uberschuss an Activinen im Ovar und die zyklische
Expression in normalem Endometrium gaben Grund zu der Annahme, dass Inhibine

auch in malignem Endometriumgewebe eine wichtige Rolle spielen kdnnten.

In einem ersten Ansatz wurde in dieser Arbeit zum einen durch Immunhistochemie die
Expression der Inhibin-Untereinheiten im Endometriumkarzinom untersucht und mit
normalem und atrophischem Endometriumgewebe verglichen. Eine weiterfihrende
Untersuchung befasste sich mit dem immunhistochemischen Nachweis der Inhibin-
Untereinheiten im Endometriumkarzinom und der moglichen Funktion der Alpha-
Untereinheit als Tumorsupressorgen und der damit verbundenen Rolle in Diagnostik

und Prognose bei Patientinnen mit Endometriumkarzinom.

1.1 Das Endometriumkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Pathogenese

Das Endometriumkarzinom ist der haufigste gynakologische genitale Tumor in der
westlichen Welt, mit einer steigenden Inzidenz in den Industrienationen bei pra- und
postmenopausalen Frauen (9,154). Die Inzidenz betragt ca. 25 pro 100 000 Einwohner
pro Jahr fur die Bundesrepublik Deutschland. Die Mortalitat wird auf 3 pro 100 000
Einwohner angegeben. Somit werden pro Jahr etwa 1300 am Endometriumkarzinom

verstorbene Frauen gezahlt (159).

Es werden derzeit zwei Entstehungsmechanismen fur die sogenannten Typ-I- und Typ-

lI-Karzinome diskutiert (17): Bei der Entwicklung der Typ I-Karzinome spielen endokrine
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Risikofaktoren besonders in Form einer prolongierten Exposition gegenlber
Ostrogenen eine wichtige Rolle (46).

Auf molekularer Ebene wurden unterschiedliche Veranderungen bei Typ I-Karzinomen
(Endometrioide Karzinome) im Vergleich zu Typ llI-Karzinomen gefunden (71,82).
Endometrioide Tumore weisen haufig eine Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) auf (20% bis
30%) (21,24), sowie PTEN Mutationen (30% bis 50%)(138), aber kaum p53 Mutationen
(<10%) (163). Im Gegensatz dazu stehen serd6se Karzinome, deren Mehrzahl p53
Mutationen zeigt, als auch einen loss of heterozygosity (LOH) bei mehreren

Chromsomen (163). Sie zeigen nur gelegentlich MSI (168).

MSI sind repetitive DNA Sequenzen, die im ganzen Genom verteilt sind. Mikrosatelliten
reagieren besonders auf Replikationsfehler, die zu Insertions- oder Deletionsmutationen
fuhren. Diese Art von Mutationen erh6ht die Fahigkeit der Zellen, Replikationsfehler zu
reparieren. MSI wurde in bis zu 30% der Endometriumkarzinome gefunden, besonders
in endometrioiden Karzinomen (24). Die 5-JUR bei Patientinnen mit MSI wurde als 20%
besser angegeben, als bei Patientinnen ohne MSI (87). Endometrioide Karzinome mit
MSI haben zuséatzlich eher eine PTEN Mutation und seltener eine p53 Uberexpression
(87). Somit kénnte dies eine Erklarung fur eine gunstige Prognose durch MSI auf der

Ebene der molekularen Karzinogenese sein.

Es mussen jedoch weitere bisher unbekannte Pathomechanismen existieren, die mit
der Expression und Wirkung von Inhibinen auf die Tumorgenese des

Endometriumkarzinom in dieser Arbeit untersucht wurden.

1.1.2 Histologie und Differenzierungsgrad

Das Endometriumkarzinom kann nach folgender WHO-Klassifikation (1994) eingeteilt
werden (42):

« Endometrioides Adenokarzinom
0 Sekretorische Variante
o Flimmerepithel

o Plattenepitheldifferenzierung (Adenoakanthom; adenosquamoses
Karzinom)
e Seros
* Kilarzellig
*  Muzinés



* Plattenepithelial
* Gemischt

* Undifferenziert

Das endometrioide Adenokarzinom (Typ Il) stellt mit 80% der Falle die h&ufigste
Manifestation dar. Die Prognose ist im Allgemeinen gut, abh&ngig von Alter,
Differenzierungsgrad und chirurgischem Stadium (53). Alle anderen histologischen
Subtypen fallen unter die Gruppe der nicht-endometrioiden Karzinome (Typ Il). Ca. 5 %
aller Falle sind vom sertsen Typ. Sie entstehen gewdhnlich auf dem Boden einer

Endometriumatrophie.

Weniger als 5 % aller Endometriumkarzinome kodnnen zum Typ der klarzelligen
Karzinome gezahlt werden. Muzindse, squamdse und sekretorische Karzinome sind
sehr seltene Tumoren, wobei nur squamose Karzinome eine sehr schlechte Prognose

aufzeigen (53).

1.1.3 Prognose und Prognosekriterien

Wichtige Prognosefaktoren sind Tumorstadium (Myometriuminfiltration), histologischer
Zelltyp und Differenzierungsgrad (7,33,46). Auch das Alter der Patientin ist ein
bedeutender Prognosefaktor, dazu kommen zunehmend biologische Faktoren wie
Steroidhormonrezeptoren, DNA-Gehalt, Ploidie, p53- und Her2/neu-Uberexpression
und Verlust von bcl-2 (53).

Die prognostischen Parameter kdnnen in uterine und extrauterine Faktoren unterteilt

werden:

 Uterine Faktoren beinhalten den histologischer Zelltyp (19), den
Differenzierungsgrad (Grading) (43), die Myometriuminfiltration (34), den
Zervixbefall (189), vorhandene Gefalieinbriiche (98), atypische
Endometriumhyperplasie (279) sowie biologische Faktoren
(Steroidhormonrezeptoren (10), DNA-Gehalt, Ploidie (18), p53-Uberexpression
und Her2/neu, Verlust von bcl-2 (44,128))

» Als extrauterine Faktoren gelten die peritoneale Spulzytologie (19), eine
Adnexbeteiligung (43), intraperitoneale Ausdehnung (98), befallenen pelvine und

paraaortale Lymphknoten (34) sowie das Alter der Patientin (9).



Obwohl der histologische Differenzierungsgrad mit anderen prognostischen Parametern
einschlie3lich Alter, Stadium, Tiefe der Myometriuminfiltration, korreliert, scheint der
Differenzierungsgrad kein unabhangiger Prognosefaktor zu sein (129). Tats&chlich sinkt
die Signifikanz des Differenzierungsgrad nach Einbeziehung der anderen Faktoren
(2,188). Nichtsdestotrotz kann der Differenzierungsgrad bei fortgeschrittenen

Karzinomen durchaus als Prognosekriterium gelten (72).

Auch die Ausbreitung von Tumorzellen auf das Endothel der Gefale stellt einen starken
unabhéngigen Prognosefaktor in Bezug auf Rezidive und Tod durch den Tumor dar
(52).

Inwieweit die Inhibine eine Rolle als unabhangiger prognostischer Faktor spielen, wird
in dieser Arbeit untersucht und ausgewertet.

1.2 Inhibin/Activin

1.2.1 Molekulare Struktur

Inhibine sind dimere Glycoproteine, die aus einer alpha-Untereinheit (Inhibin-a) und
einer von zwei moglichen beta-Untereinheiten (Inhibin-BA oder Inhibin-BB) bestehen.
Sie dimerisieren durch Disulfidbriicken dementsprechend zu Inhibin A (Inhibin-a-BA)
aus einer Inhibin-a-Untereinheit und einer Inhibin-BA-Untereinheit und zu Inhibin B
(Inhibin-a-BB) aus einer Inhibin-a-Untereinheit und einer Inhibin-BB-Untereinheit
(75,146).

Sowohl Inhibin A als auch Inhibin B supprimieren gezielt die FSH-Sekretion aus der
Hypophyse in Zellkultur, ohne aber die LH-Sekretion zu beeinflussen (37).

Activine sind entweder Homodimere aus den Inhibin-B-Untereinheiten (Activin A:
Inhibin-BA-BA, Activin B: Inhibin-gB-BB) oder Heterodimere aus den beiden
unterschiedlichen beta-Untereinheiten (Activin AB: Inhibin-BA-BB). Activine wurden
erstmals in follikularer Flissigkeit gefunden (172). Sie stimulieren die FSH Sekretion in
der Hypophyse (76).

Sowohl Inhibin-a, Inhibin-BA als auch Inhibin-pB sind Mitglieder der transforming growth
factor-beta (TGF-B) superfamily (63). Weitere Mitglieder sind Miullerian inhibitory
substance, bone morphogenetic proteins (BMP) und growth differentiating factor (GDF)
9/9B. Es handelt sich um Zytokine, die Ahnlichkeiten in ihrer Primarsequenz aufweisen.
Besonders Proteine mit Cysteinrest an der Carboxy-terminalen Region des Molekiils
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und dimerer Struktur durch Disulfidbriicken zwischen den Untereinheiten (sogenannte
,2double cysteine knots*) zeigen in den meisten Fallen biologische Aktivitat (142).
Urspriunglich wurden Inhibine und Activine mit unterschiedlichen Molekulargewichte aus
follikularer Flussigkeit Uber Vorlauferstufen isoliert (160). Sowohl Inhibin-a- als auch
Inhibin-B-Untereinheiten werden als vollstandige Vorlauferproteine synthetisiert. Das
Inhibin-a-Vorlauferprotein besteht aus drei unterschiedlichen Regionen, namlich Pro,
aN und aC. Activine bestehen hingegen aus zwei Regionen (Prog und B) (136). Die
proteolytische Spaltung der Proteine erfolgt sowohl intrazellular als auch im Serum
(91,147). Studien zeigten, dass die vollstandigen Vorlauferstufen der Inhibin/Activin-
Dimere in Bioassays von hypophysaren Zellen inaktiv waren, wohingegen die gekurzten
Dimere Bioaktivitat zeigten (80). Auch in vitro wurde nachgewiesen, dass Serum-
Inhibine mit hohere Molekulargewichten zu 30-kDa-Inhibin verarbeitet wurden (91).
Activin A lag im Serum in seiner reifen 25-kDa Form vor (100) (Abbildung 1).

Die drei Untereinheiten sind Produkte unterschiedlicher Gene, die auf den
Chromosomen 2 (Inhibin-a und Inhibin-BB-Untereinheit) und 7 (Inhibin-BA-Untereinheit)
lokalisiert sind (142). Es konnten weitere beta-Untereinheiten isoliert werden: Inhibin-
BC, Inhibin-BD und Inhibin-BE. Durch Disulfidbriicken bilden sie ebenfalls Homodimere
zu Activin C, Activin D und Activin E (45,115,151). Diese Dimere haben keine Wirkung
auf die FSH Sekretion. Inhibin-BC und Inhibin-BE werden stark in der Leber exprimiert;
eine biologische Aktivitat wurde jedoch noch nicht beschrieben (70). Inhibin-BC kann
Heterodimere mit Inhibin-BA und Inhibin-BB bilden, jedoch nicht mit der alpha-
Untereinheit (92).

Ein weiteres Peptid konnte identifiziert werden, was zwar keine strukturellen
Gemeinsamkeiten mit Inhibinen hat, funktionell aber eine Rolle spielt. Es handelt sich
um Follistatin, welches Activin binden und dadurch die FSH-stimulierende Wirkung von

Activin wiederum supprimieren kann (95).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von Vorstufen und reifen Formen von Inhibin und der freien
Inhibin-a-Untereinheit. Auch die reife, biologisch aktive Form von Activin wird dargestellt. Die 6 kDa
Region am N-Terminus der Inhibin-a-Untereinheit ist als Pro, die 23 kDa Region ist als aN und die 20

kDa Region ist als aC gekennzeichnet. Die 43 kDa N-terminale Region der 3-Untereinheit ist Pro- (142).

1.2.2 Signaltransduktion

Die meisten Mitglieder der TGF-B-family Ubertragen ihre Signale Uber spezifische
dimere Rezeptorkomplexe, die mit einer Serin/Threoninkinase-Transduktionssystem
(ActRIl und ActRI) verbunden sind. lhre biologischen Aktivitdten sind unterschiedlich,
sowohl mit stimulierenden, als auch inhibitorischen Funktionen, die bei der Proliferation
und Differenzierung vieler Organsysteme eine Rolle spielen (142).

Der Signalweg von Activin wurde bereits gut beschrieben (Abbildung 2) : Activin bindet

zunachst mit hoher Affinitat und Spezifitat an den Activin-Typ-1I-Rezeptor. Es gibt zwei
12



Subtypen des ActRIl (ActRIIA und ActRIIB). Der entstandene Komplex bindet an einen
zweiten Activin-Rezeptor Typ-1 (ActRIA oder ActRIB; auch als ALK4 und ALK2 bekannt)
und bildet so einen Activin Typ-I-Typ-lI-Rezeptorkomplex. Diese Einheit leitet die
Phosphorylierung an einen Serin- oder Threonine-Typ-I-Rezeptor (ActRI) ein, was zur
Aktivierung eines Second-messenger-Systems fuhrt. Das Second-messenger-System
beinhaltet Proteine der sogenannten Smads (sons of mothers against decapentaplegia).
Die Interaktion zwischen Smads und dem Rezeptorkomplex erfordert ein
membrangebundenes Protein namens SARA (Smad anchor for receptor activation)
(170). Es konnten 8 Typen von Smads als Mediatoren identifiziert werden (181). Nach
der Phosphorylierung geht Activin spezifisch eine Bindung mit Smad 2 und/oder Smad
3 ein und bildet heteromere Komplexe mit einem Co-Smad (Smad 4) ein. Zusammen
werden sie in den Nukleus der Zelle transferiert. In Verbindung mit aktivierenden
Faktoren (FoxH, TF) fuhrt dies anschlieRend zur Genaktivierung. Smads brauchen die
so genannten forkhead activin signal transducer (FAST) family (auch FoxH genannt) als
DNA-Bindeglieder, um die Transkription zu regulieren (25,26,68). Smads wurden
auBerdem als Bestandeile der TGF- (Smad 2 und 3) und BMP (Smad 1, 5, 8)
Signalwege identifiziert (54), obwohl Mitglieder der TGF-B Signale auch mit
unterschiedlichen Kombinationen der unterschiedlichen Rezeptoren und Smad
Subtypen transduzieren koénnen. Inhibitorische Smads (Smad 6 und 7) konnten
ebenfalls identifiziert werden (181). lhre Rolle ist jedoch noch unklar (142).

Der Signalweg von Inhibinen ist weitaus weniger erforscht als der von Activin. Obwohl
vorgeschlagen wurde, dass Inhibin durch einen eigenen Rezeptor Signale ubertragt
(249), wurde weder ein spezifischer Rezeptor isoliert noch spezifische
Thyreonin/Serinkinasen durch Genom-Studien identifiziert (118). Da Inhibine als
Gegenspieler der Activine gelten, kénnten sie ihre biologische Wirkung durch die
Antagonisierung des Activins am Activinrezeptor entfalten, anstatt durch einen eigenen
Inhibinrezeptor (142). Es konnte bereits mittels hoher Konzentrationen von Inhibin eine
antagonistische Wirkung zu Activin durch die Bindung am ActRII dargestellt werden
(73,79). AuRerdem wurde beobachtet, dass die Assoziation von Inhibin mit einem
binding protein (Betaglycan oder TGF-B-Rezeptor Typ Ill) die Bindung von Inhibin an
ActRIIA fordert. Inhibin ist demnach ein sehr potenter Antagonist zu Activin und seiner
Wirkungsweise (74). Aus diesem Grund wurde die inhibitorische Wirkungsweise von
Inhibin auf die FSH-Sekretion aus der Hypophyse der Bindung von Inhibin an
Betaglycan zugeschrieben, um darzustellen, wie die Stimulation der FSH-Sekretion
durch Activin gehemmt wird (142).

13



A Activin /\I\rlhibin

— (Smadzi

CFoxH

Abbildung 2: Signaltransduktion von Activin und Inhibin. Die Bindung des Activin-Liganden (B) an den
Typ Il Rezeptor (ll) aktiviert die Activin-Signalkaskade und fuhrt zur Aktivierung des Typ | Rezeptors (I).
SARA bringt Smad2 in Position und die Phosphorilisierung von Smad2 durch den Activin/Rezeptor-
Komplex setzt es von SARA frei. Smad2 bindet Smad4 und der Komplex transferiert sich in den Nukleus,
wo er FAST/FoxH und andere Transkriptionsfaktoren bindet, um die Transkription der auf Activin
reagierenden Gene zu regulieren. Inhibin kann potentiell in die Activin Signallibertragung eingreifen, in
dem es Komplexe mit dem Activinrezeptor bildet; die geringe Affinitat von Inhibin zu ActRIl wird durch die
Bindung zu Betaglycan (BG) verstarkt. Dieser Komplex aktiviert keine bekannte Signalkaskade. Es wird
vorgeschlagen, dass die Bindung von Inhibin an den Inhibinrezeptor (InhBP) zur Aktivierung vom Act-RlI

fuhrt. Dieser Komplex kdnnte fur die Initiierung der Inhibin-Antwort verantwortlich sein (136).

Es wurden jedoch noch weitaus komplexere Mechanismen als die Bindung von
Betaglycan beschrieben. So wurden ein Faktor (p120 oder Inhibin binding protein
(InhBP)) identifiziert (28), welcher die Funktion von Inhibin als Gegenspieler des
Activins fordert, ohne tatsachlich an Inhibin zu binden (15). Das InhBP kdnnte auch als
Inhibinrezeptor bezeichnet werden. Jedoch muss immer noch endgtiltig geklart werden,
ob Inhibin seine biologische Wirkung durch einen eigenen Rezeptor (d.h. entweder
durch BG oder InhBP), oder durch kompetitive Hemmung (ActRIl) anderer Mitglieder
der TGF-B-Familie erreicht. Falls all diese Wege der Signaltibertragung von Inhibin in
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der Zelle existieren, wiirde dies bedeuten, dass Activin durch seinen Rezeptor zunachst
mit einer spezifischen Signaliibertragung beginnt, worauf eine spezifische biologische
Antwort fur Activine erfolgt. Inhibin kann die Activinantwort blockieren: entweder durch
die Bindung an den Activinrezeptor oder durch die Bindung an Betaglycan, welches den
Activinrezeptor blockiert. Zusatzlich bindet Inhibin an InhBP und aktiviert einen
spezifischen Inhibin-Siganlibertragungsweg, welcher eine spezifische Inhibinantwort
hervor ruft (84,118). Es wurde zudem demonstriert, dass Inhibin auch BMP-Signalwege
inhibieren kann, was eine weitere Wirkungsweise andeutet (178). Follistatine spielen
ebenfalls als Bindungsproteine von Activinen und BMP-Signalwegen eine wichtige Rolle

(127). Sie besitzen eine Schlusselfunktion als Inhibitor von Activin (125).

1.2.3 Expression

Inhibine und Activine kommen in zahlreichen gesunden Geweben, aber auch in vielen
endokrinen und anderen Tumoren vor: Tumoren von Ovar, Prostata, Hoden, Brust,
Nebennieren, Hypophyse, Pankreas, Plazenta, Endometrium, Niere und Leber (136).

In gesundem Gewebe werden Inhibine und Activine unterschiedlich exprimiert. So wird
in den Primarfollikeln, in den Granulosazellen des Ovars, Inhibin-a, Inhibin-A und
vorwiegend Inhibin-BB synthetisiert (57,140,184). Auch in Theka-Interna-Zellen wurde
sowohl mRNA von Inhibin-a nachgewiesen, als auch eine positive Immunreaktivitat
dieser Untereinheit (94). Die Fahigkeit von Granulosazellen und Theka-Interna-Zellen,
Inhibin-a zu produzieren geht mit der Beobachtung von erhdhten Spiegeln von Inhibin-a
MRNA im Ovar und im Vergleich dazu niedrigeren Inhibin-B Untereinheiten einher
(35,81). Ovarielle follikulare Flussigkeit enthalt relativ gesehen mehr Inhibin-a-B als
Inhibin-B-B Dimere, was die hemmende Wirkung der follikularen Flussigkeit auf die
FSH-Sekretion erklart (171). Wie bereits erwdhnt, wird die Inhibinproduktion der
Granulosazellen von FSH reguliert. Zusatzlich zu FSH haben weitere Hormone und
Wachstumsfaktoren die Funktion, die Inhibinproduktion zu beeinflussen. LH erhoht die
Inhibinproduktion in Granulosazellen nach Besetzung des LH-Rezeptors (185). IGF-I
und vasoactive intestinal peptide, die beide im Ovar zu finden sind, kénnen die
Inhibinproduktion stimulieren. Auch Ostradiol konnte einen positiven intraovariellen
Effekt auf die Inhibinproduktion ausiiben, da es die Sekretion von immunoreaktivem
Inhibin in hypophysektomierten Ratten stimuliert (16,81,191). In menschlichen Ovarien
deckten Studien durch in situ Hybridisierung/Immunhistochemie auf, dass sowohl

Inhibin und Activin als auch Follistatin in Theka-Interna-Zellen und Granulosazellen
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synthetisiert werden koénnen (141). Humane Theka-Zellen, die mit LH/IGF-I
vorbehandelt waren, zeigten einen Zuwachs der Androgensynthese als Antwort zu
Inhibin A, wohingegen Activin die Androgenproduktion hemmte (185). In Inhibin-
behandelter Zellkultur wurde das relative Ubergewicht von CigSteroiden im Vergleich zu
Progesteron als Hinweis auf die Stimulation von 17a-Hydroxylase-Aktivitdt gewertet
(55). AuBerdem scheinen Androgene und Inhibine eine wechselseitige Interaktion mit
signifikanter Steigerung der FSH-stimulierten Inhibinproduktion in humanen
Granulosazellen in vitro durch Testosteron und Dihydrotestosteron, aber nicht durch
Ostrogen, zu bewirken (55).

Wahrend des Menstruationszyklus werden Inhibine im Ovar und Endometrium
unterschiedlich exprimiert. In der spaten lutealen und frihen follikularen Phase steigen
die FSH-Spiegel. Inhibin B im Serum steigt unter der FSH-Stimulation an, bis der
negative Feedback-Mechanismus greift und die FSH-Spiegel vor der Ovulation wieder
fallen. Der dominante Follikel, der nun auf LH reagieren kann, produziert mehr Inhibin A
als Inhibin B. Nach der LH-Welle produziert das Corpus luteum Inhibin-a und Inhibin-
BA- Untereinheiten, was sich in erhéhtem Inhibin A im Serum wahrend der lutealen
Phase des Zyklus wiederspiegelt (136). Im Endometrium wurde eine zyklische
Expression aller drei Inhibin-Untereinheiten festgestellt (103). Inhibin-a wurde primar in
glandularen Epithelzellen wahrend aller Phasen des Menstruationszyklus entdeckt. Die
Inhibin-B-Untereinheiten kamen zusatzliche in Stromazellen vor und waren in der
spaten sekretorischen Phase héher als in der proliferativen und friihen sekretorischen
Phase. Die unterschiedliche Expression im Endometrium weist deswegen auch auf eine
wichtige Rolle von Inhibin-a bei humaner Implantation hin. Inhibin-B-Untereinheiten
kénnten dagegen durch autokrine/parakrine Signalwege die Reifung des Endometriums
hinsichtlich Angiogenese, Dezidualisation und Gewebeumbau beeinflussen (103).

Wie bereits erwdhnt, werden Inhibine in einer Vielzahl von Tumoren exprimiert. Bei
Frauen mit Ovarialkarzinom finden sich erhdhte Spiegel der Inhibine im Serum,
besonders bei Granulosazelltumoren sind Inhibin A, Inhibin B, Inhibin-pro-aC signifikant
erhoht (136). Auch andere geschlechtsspezifische Keimdriisentumore beim Mann,
einschlief3lich Sertolizell- und gemischte Sertolizell/Leydigzelltumore waren fur Inhibin-
a- und Inhibin-BA-Untereinheiten positiv (136). Fibrome und Thekazelltumore waren in
der immunhistochemischen Farbereaktion fir Inhibin-a positiv, jedoch nicht fir die
Inhibin-BA-Untereinheit.  Klinisch  konnte so immunhistochemisch  zwischen
Keimdrisentumoren und anderen Tumoren wie z.B. endometrioiden Karzinomen

unterschieden werden (64,83). Epithelzellkarzinome, die mit 90% die weitaus grofdte
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Gruppe der Ovarialkarzinome reprasentieren, sind in serése, muzindése und
endometrioide Karzinome unterteilt. Untersuchungen zeigten, dass Serumspiegel von
Inhibin-a durchweg bei 90% der postmenopausalen Frauen mit muzindésen
Ovarialkarzinomen erhéht waren (143,144). Dimere Formen von Inhibin und Activin
waren ebenfalls erhéht (69). Bei serdsen Karzinomen, die mit 40% den haufigsten
Ovarialtumor darstellen, wurde eine Immunaktivitat von Inhibin-BA und Inhibin-BB durch
Immunhistochemie bei tUber 70% der serbésen Tumoren identifiziert (182,192). Im
Gegensatz dazu stand die Inhibin-a Untereinheit, die kaum immunhistochemisch
nachgewiesen werden konnte (183)

Die Expression von Inhibin und Activin in der Prostata wurde an Ratten-Prostatagewebe
untersucht (186). Alle drei Untereinheiten (Inhibin-a, Inhibin-BA und Inhibin-BB) wurden
immunhistochemisch  in  gesundem  Prostatagewebe nachgewiesen. Beim
hohergradigen Prostatakarzinomen zeigte sich eine starke Expression von Inhibin-BA
und Inhibin-BB (165), wohingegen die Inhibin-a-Untereinheit nicht mehr exprimiert war
(93).

Bei Mannern wurden die Hoden als wichtigsten Ort der Inhibinproduktion lokalisiert (56).
Inhibin B ist hautsachlich im mannlichen Blutkreislauf und in der Keimflussigkeit zu
finden (11,38). Die Inhibin-a und Inhibin-BB-Untereinheiten werden vorwiegend in den
Sertolizellen des Hodens exprimiert, aber auch in Leydigzellen (12,14). Eine
Immunaktivitat von Activin A wurde in Keimplasma beobachtet und die Expression von
Inhibin-BA wurde in Sertoli- und Leydigzellen lokalisiert (12). Bei Patienten mit
Hodenkarzinomen, besonders Sertolizelltumoren, wurden erhdhte Plasmaspiegel von
Inhibinen festgestellt (166).

Die drei Inhibin-Untereinheiten wurden auch immunhistochemisch in Epithelzellen von
normalem Brustgewebe nachgewiesen (39). Diese Studie beschrieb auf3erdem eine
reduzierte Expression aller Untereinheiten in benignen Neoplasien der Brust, wobei die
Expression von Inhibin-a im Mammakarzinom sich weiter vermindert darstellte. Die
Inhibin-BA- und Inhibin-BB-Expression wurde bei Mammakarzinomen verstarkt
festgestellt (102).

In der Nebenniere wurde die Untereinheiten Inhibin-BA und Inhibin-BB exprimiert, was
auf eine Synthese der Untereinheiten in diesem Organ hinwies (99). Fruhe
Untersuchungen entdeckten eine Inhibin-a-Immunreaktivitat in hyperplastischem
Gewebe und Nebennierenrindenkarzinomen (36), was sich bei Patienten mit
Nebennierenrindenneoplasien bestétigte (90,99). Dabei stellt die Inhibin-a-

Immunreaktivitat einen diagnostischen Marker dar, der zwischen
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Nebennierenrindentumoren und histologisch ahnlichen Tumoren, wie z.B. dem
Phaochromozytom sowie Leberzell- oder Nierenzellkarzinom differenzieren kann (136).
Diese Rolle von Inhibin-a, bzw. die fehlende Expression der Inhibin-a-Untereinheit bei
fortgeschritteneren Nebennierenrindenkarzinomen wird als eine Funktion in der
malignen Tumorprogression diskutiert (99,136).

Immunreaktivitat von Inhibin-a und Inhibin-BA wurde innerhalb FSH- und LH-
sezernierenden Gonadotropinen der Hypophyse lokalisiert, wobei Immunaktivitat von
Inhibin-BA und den Activinrezeptoren (ActRIB und ActRII) in der Vorderhypophyse
vorhanden war (139). Um die Expression der Inhibin-Untereinheiten in der
neoplastischen Hypophyse zu bestimmen, wurde meist Gewebe oder Zellen aus
Adenomen untersucht. Bei Hypophysenadenomen wurde mRNA fir Inhibin-a und
Inhibin-BB (nicht Inhibin-BA) und die Activinrezeptoren (ActRIA, ActRIIB und Varianten
von ActRIB) gemessen (8).

Einen weitereren Ort der Inhibinexpression stellt das Pankreas dar. So wurde beim
Pankreaskarzinom die Expression von Inhibin-BA festgestellt, jedoch keine Expression
von Inhibin-a (67). Bei der kleineren Gruppe der Karzinome des exokrinen Pankreas
wurde Inhibin-a hingegen exprimiert (134). Dabei handelt es sich um zystisch-muzindse
Pankreaskarzinome, die den muzinésen Ovarialkarzinomen nicht undhnlich sind,
weswegen auch eine ahnlich verlaufende Tumorgenese unterstellt wurde (190).

In der Plazenta spielen Inhibine ebenfalls eine Rolle. Wahrend einer Schwangerschaft
sind die Spiegel von Inhibin A héher als wahrend des normalen Menstruationszyklus;
die Plazenta ist dann Quelle fiir Inhibine (136). Inhibin-a konnte in der Plazenta sowohl
in Zytotrophoblasten als auch in Synzytiotrophoblasten immunhistochemisch lokalisiert
werden (89,96,123). Allgemein kann gesagt werden, dass die immunhistochemische
Farbereaktion  von Inhibin-a in  fast allen  schwangerschaftsbedingten
Trophoblastenldsionen  (hydatide  Mole, invasive  Mole, Chorionkarzinom,
trophoblastischer Tumor der Plazenta) beobachtet werden konnte (155).

Bei der Niere ergaben einige friihe Studien erhdhte Spiegel von Activin und Follistatin
bei Patienten mit chronischem Nierenversagen (156). Adenokarzinome der Niere
exprimierten die Inhibin-a-Untereinheit, wohingegen Nierenzellkarzinome negativ fur
Inhibin-a waren, was die Diagnose durch die Immunhistochemie erleichtern kbnnte (47).
Wie bereits erwahnt, wurde in einigen Studien die Diagnose von
Nebennierenrindenneoplasien durch die immunhistochemische Farbereaktion von
Inhibin-a vorgeschlagen. Dabei war bei Nebennierenrindenneoplasien Inhibin-a positiv,

fur Nierenzellkarzinome und hepatozellulare Karzinome tberwiegend negativ (47). In
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Granulosazellkarzinomen des Ovars wurden aber Foci hepatischer Zellen identifiziert,
weil sie keine Expression fur Inhibin-a aufwiesen (4). Deswegen kénnte die
immunhistochemische Farbereaktion von Inhibin-a auch hier von diagnostischem
Nutzen sein, weil Leberkarzinome keine Inhibin-a-Immunreaktivitat zeigten. Die
Beobachtungen bei Inhibin-defizienten Mausen spielen ebenfalls eine Rolle: Wie
anfangs geschildert, entwickelten die Mause Keimdrisentumoren mit nachfolgender
Tumorkachexie (85). Dieses Syndrom war mit hepatozellularen Nekrosen um die
Zentralvene assoziiert, was mit den vorhergehenden Berichten Uber die Effekte von
erhohtem Activin A in Ratten-Hepatozyten vereinbar war (152). Nachfolgende Studien
bestétigten, dass die Tumorkachexie durch erh6hte Activin-Spiegel induziert werden
konnte (30).

Wie schon erwéahnt, werden Inhibine wahrend des Mentruationszyklus unterschiedlich
exprimiert (103). Durch Immunhistochemie konnten Inhibin-a, Inhibin-BA und Inhibin-B
in normalem Endometrium als auch in situ Hybridisierung nachgewiesen werden (61).
Die Produktion von Inhibin A, Inhibin B und Activin A wurde in Epithel- und Stromazellen
des Endometriums in vitro und in uterinen Spulzytologien festgestellt (122). Frih
wurden auch schon signifikant erhohte Activin-Spiegel in Flissigkeit aus der
Gebarmutter und dem Serum der Patientinnen mit endometrioidem Adenokarzinom

gemessen, die nach der Operation wieder reduziert waren (122).

2 Fragestellungen

Ziele dieser Arbeit waren einerseits die immunhistochemische Evaluation der
Expression der Inhibin-a-, Inhibin-BA- und Inhibin-BB-Untereinheiten und deren

Verteilungsmuster im malignen Endometriumgewebe.

AulRerdem stellte sich die Frage nach der Verwertbarkeit der Inhibin-Untereinheiten als
Tumormarker beim endometrioiden Adenokarzinom. Hat die Expression der

Inhibin/Activin-Untereinheiten einen Einfluss auf Prognose und Uberleben?
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3 Material und Methoden
3.1 Das Patientenkollektiv und Untersuchungsmateria |

Grundlage der vorliegenden Arbeit waren Krankenakten und malignes
Endometriumgewebe aus archivierten Gewebeblocken von 302 Patientinnen, die
zwischen 1990 und 2002 an der Klinik und Poliklinik fir Geburtshilfe und Gynékologie
der Ludwigs-Maximilians-Universitat Minchen behandelt worden waren. Die Frauen
hatten ein Hysterektomie oder Kirettage erhalten, wobei Patientinnen mit einem
endometrioiden Adenokarzinom eine modifizierte radikale Hysterektomie, eine
Adnexektomie oder eine selektive pelvine Lymphadenektomie, ohne oder mit
paraaortaler Lymphadenektomie erhielten. Lymphknotenbiopsien wurden bei allen
Patientinnen mit tiefer myometrialer Infiltration und/oder schlecht differenzierten oder

besonders aggressiven histologischen Eigenschaften vorgenommen.

Adipositas, hoheres Lebensalter und ausgepragte Nebenbefunde waren flr die nicht
exakte chirurgische Beurteilung verantwortlich.

AuBerdem konnte auf die Datenbank des Tumorzentrums Minchen zuriickgegriffen
werden. Das Tumorzentrum Mdinchen registriert Basisdaten der betroffenen
Patientinnen einschliel3lich demographischer Daten, Diagnose, weiterer Erkrankungen
(z.B. Adipositas, Diabetes mellitus, Arterielle Hypertension) und Informationen Uber die
Behandlung aller Patientinnen, die in der Klinik und Poliklinik fir Geburtshilfe und
Gynakologie der Ludwigs-Maximilians-Universitat Minchen behandelt worden waren.
Archivierte Daten und verfugbarer Akten wurden zu jeder Patientin kontrolliert, um die
Diagnose nochmals zu verifizieren und gegebenenfalls radiologische oder
pathologische Befunde im Falle eines Erkrankungsrezidiv einzusehen. Die
Patientendaten wurden anonym analysiert. Alle Krankheitsfalle waren durch
radiologische Befunde oder durch Biopsien gesichert worden. Lediglich Patientinnen die
an ihrer Erkrankung verstarben, wurden als unzensiert angesehen; die Akten der
Patientinnen, die im Anschluss lebten oder nicht an ihrer Erkrankung (oder damit
verbunden Ursachen) verstorben waren, wurden als zensiert eingestuft. Aul3erdem
wurden Falle, bei denen die exakte Todesursache unbekannt war, aber die Patientinnen
innerhalb von zwei Jahren nach Diagnosestellung an Metastasen verstarben, als

zensiert eingestuft.

Zum Vergleich wurde vorab in einer vorlaufigen Untersuchung aufRerdem humanes

Endometriumgewebe von 193 Patientinnen untersucht. Das normale humane
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Endometrium wurde von pramenopausalen, nicht-schwangeren Patientinnen
entnommen, die auf Grund einer benignen Erkrankung des Uterus, hauptsachlich einem
uterinen Leiomyom, eine Hysterektomie oder Kirettage erhalten hatten. Alle Frauen
hatten einen normalen und regelmaRigen Menstruationszyklus ohne eine hormonelle
Behandlung drei Wochen vor dem chirurgischen Eingriff erhalten zu haben. Alle
hyperplasitschen Endometriumproben wurden von der Studie ausgeschlossen. Die
Endometriumproben wurden nach anamnestischen und histologischen Kriterien in
proliferative (Tag 1 bis 14; n=27), friihe sekretorische (Tag 15 bis 22; n=10) und spate
sekretorische Phase (Tag 23 bis 28; n=9) eingeteilt. Zusatzlich wurden 8
Gewebeproben von atrophischem Endometrium postmenopausaler Frauen untersucht,
die sich einer Hysterektomie oder eine Kurretage auf Grund einer benignen

Erkrankungen, hauptsachlich einem urogenitalen Prolaps, unterzogen hatten.

3.1.1 Tumorhistologie

Im Rahmen dieser Untersuchung erfolgte eine Uberpriifung aller HE-Gewebeschnitte
mit maligner Tumorhistologie in Bezug auf Diagnose, histologischem Zelltyp,
Differenzierungsgrad, FIGO-Stadium, Lymphangiosis und Hamangiosis durch einen
Gynéakologen/Pathologen (Naim Shabani und Doris Mayr) (158). Frauen mit einem
Uterussarkom wurden in dieser Studie nicht bertcksichtigt.

Die pathologische Tumorklassifikation und die Bestimmung des histologischen Zelltyps
erfolgte bei jeder Patientin nach den FIGO-Kriterien von 1988 (1).

Die histologische Klassifikation der endometrioiden Adenokarzinome wurde nach
Richtlinien der World Health Organisation in unterschiedliche Differenzierungsgrade in
,gut differenziert* (G1; n = 160), ,maRig differenziert* (G2; n = 80) und ,schlecht
differenziert” (G3; n = 51) eingeteilt.

3.2 Immmunhistochemie

Es wurden jel0 Schnitte a 2 um Dicke sowohl mit reprasentativem Tumorgewebe aus
den 301 Gewebebltcken als auch mit normalen Endometrium der 193 Patientinnen und
mit den 8 atrophischen Gewebeproben mit dem Schlittenmikrotom (ehemals Reichert-
Jung, Nussloch, Deutschland; heute Leica Microsytems GmbH Nussloch, Deutschland)
angefertigt und nach Glattung im Streckbad in 45C warmen Aqua dest. (B. Braun

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) auf speziell fur die Immunhistochemie
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beschichtete Objekttrager (Superfrost Plus, R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland)
aufgezogen. Zur besseren Anhaftung wurden die Schnitte zusatzlich zur Beschichtung
Uber Nacht bei 56-58T im Brutschrank (Heraeus, Han au, Deutschland) aufgetrocknet.
Nun wurde zunéchst eine Hamatoxylin-Eosin-Kontrolle angefertigt und die restlichen

Schnitte bis zur immunhistochemischen Farbung in Objektragermappen aufbewahrt.

Fur jede Farbereihe wurde eine Positivkontrolle in Form von histologischen Schnitten
von praemenopausalen Ovarialgewebe mitgefihrt, wobei spezifisch Theka- und

Granulosazellen angefarbt wurden.

3.2.1 Verwendete Primarantikorper

Fir den immunihistochemischen Nachweis der Inhibin/ Activin- Untereinheiten im

Tumormaterial wurden Priméarantikorper gegen folgende Epitope verwendet:

* Anti Human Inhibin Alpha; Klon R1 (mouse IgG2a); Firma: Serotec;
Bestellnummmer: MCA951S; Verdlinnung 1:50
 Anti Human Inhibin Beta A; Klon E4 (mouse IgG2a); Firma Serotec;
Bestellnummer: MCA950S; Verdinnung 1:50
 Anti Human Inhibin Beta B; Klon C5 (mouse IgG2a); Firma: Serotec;
Bestellnummer MCA1661; Verdinnung 1:10
Die Verdinnung der Primarantikorper war bei 2 bis 10 ug/ml festgelegt.

3.2.2 Auswertung der Immunhistochemie

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit Hilfe des Lichtmikroskops (Leica, Solms,
Deutschland) durch zwei unabhangige Begutachter, einschliel3lich eines Gynékologen
und Pathologen (Naim Shabani.) Zunachst wurde das Tumorgewebe bei
LupenvergroRerung (10-fach) aufgesucht und anschliel3end bei starkerer Vergrof3erung
(25-fach) beurteilt. Mitgefuhrte Positiv- und Negativkontrollen aus jeder Farbereihe
bestatigten die immunhistochemische Farbereaktion.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte nach dem immunoreaktiven Score (IRS) von
Remmele und Stegner (133). Der genannte Semiquantitative immunoreaktive Score
bertcksichtigt die Parameter Farbeintensitdt (Staining Intensity = Sl) und den
Prozentsatz der immunhistochemisch positiven Zellen (PP) und wird aus dem Produkt

beider Parameter errechnet.
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Die Farbeintensitat (SI) wird wie folgt unterteilt:

0 = keine Farbereaktion

1 = schwache Farbereaktion
2 = maldige Farbereaktion
3 = starke Farbereaktion

Der Prozentsatz positiver Zellen (PP) wird eingeteilt in:

0 = keine positiven Zellen
1 =< 10% positive Zellen
2 = 10-50% positive Zellen
3 =51-80% positive Zellen

4 = > 80% positive Zellen

Durch Multiplikation beider Parameter kann der IRS — Score einen Wert zwischen 0 und

einem Maximalwert von 12 annehmen.

Die Auswertung der Ergebnisse ergab folgende Expressionsgrade:

0 = keine Expression
1 — 3 = geringe Expression
2 — 8 = malige Expression

9 -12 = starke Expression

Mit Hilfe einer digitalen Kamera (Olympus, Tokyo, Japan) konnten Abbildungen
gemacht werden. Der IRS-Score von sowohl Inhibin-a, Inhibin-BA und Inhibin-BB beim
Endometriumkarzinom wurde anhand des Kruskal-Wallis-Tests nach Rangwerten (65)
verglichen. Der Mann-Whitney Rangsummen-Test wurde genutzt, um die Mittelwerte
der Farbeintensitat (SI) zu vergleichen. Die Signifikanz der Unterschiede wurde bei

einem p-Wert von <0,05 beidseitig festgelegt.

3.2.3 Streptavidin-Biotin-Methode

Die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) basiert auf der Affinitat von Avidin zu Biotin.

23



Avidin ist ein aus Huhnereiwei3 gewonnenes Glycoprotein (Tetramer) mit einem
Molekulargewicht von 68kDa (114). Es hat vier Bindungsstellen fir Biotin. Da es
teilweise zu unspezifischen Reaktionen bei der Verwendung von Avidin kommt, wurde
auf gentechnischem Weg ein reineres Produkt gewonnen. Dieses Produkt heifl3t
Streptavidin und wird aus dem Bakterium Streptomyces avidinii isoliert. Fir die ABC-
Methode verwendet man einen Brickenantikdrper, der biotinyliert ist, das heil3t mit

Biotin markiert wurde.

Bei Biotin handelt es sich im ein wasserldsliches Vitamin der Gruppe B, das sich gut an
einen Brickenantikorper koppeln lasst und somit die Verbindung zum ABC-Komplex
herstellt. Es wird dabei ein Multi-Link-Antikorper benutzt. Dabei handelt es sich um eine
Losung, die sich aus Brickenantikorpern verschiedener Tierspezies (z.B. Maus,

Kaninchen, etc.) zusammensetzt.

An den biotinierten Brickenantikorper bindet sich der Avidin-Biotin-Komplex
(Abbildung 3 ). Der Komplex wird so produziert, dass an drei von vier moglichen
Bindungsstellen des Avidins ein Molekul Biotin gebunden wird. An den Komplex ist ein

Enzym gekoppelt, namlich in diesem Fall die Peroxidase.

Abbildung 3 (114) :

(Strept-) Avidin
Eiotin-Enzymkomplex

Ertickenantikdrper,
biotinyliert

Frimarantikarper

Antigen

38 + 13 = <o e
Eiotinyliertes I Strept-) IStrept- Avidin

Enzym Axidin Eiotin-Enzymkomple:x

Das Enzym Peroxidase fir die Konjugation eines Komplexes wird aus der Wurzel des

Meerrettichs gewonnen und hat ein Molekulargewicht von 40 kDa. Endogene
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Peroxidase findet sich hauptsachlich in Granulozyten, Mastzellen und Erythrozyten,
weniger in Dinndarmgewebe und in Nervenzellen. Es kommt zu einer Farbreaktion,
indem das Enzym Peroxidase mit dem Substratpuffer H,O, als Katalysator und dem
jeweiligen Chromogen (DAB) ein farbiges Endprodukt bildet. Im Falle von DAB ist

dieses in organischen Losungsmitteln unléslich (114).

3.2.4 Verfahren

Die Detektion der monoklonalen Primarantikdrper erfolgte mit Hilfe der Streptavidin-
Biotin-Methode. Es wurde das Detektionssysthem Vectastain Elite mouse-1gG-Kit

(Vector Laboratories, Burlingame, California, USA) verwendet.

3.2.5 Fixierung und Entparaffinierung

Die Paraffinschnitte wurden zunéchst fur 15 Minuten in Xylol (J. T. Baker, Deventer,
Holland) entparaffiniert und anschlieend je 2 mal 2 Minuten in 100%igen Ethanol
(Apotheke, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilan-Universitat Minchen, Minchen,
Deutschland) gespult. Die endogene Peroxidase (Apotheke, Klinikum Innenstadt der
Ludwig-Maximilan-Universitat Munchen, Minchen, Deutschland) wurde durch 20-
mindtiges Einwirken in 3%igem H,O, in Methanol (= 3 ml 30%iges H,O, + 97 ml
Methanol) blockiert. Im Folgenden wurden die Schnitte in einer absteigenden
Alkoholreihe von 100%igen, 96%igen und 70%igem Ethanol durch zweimaliges 2-

minttiges Spulen rehydriert und Ethanolreste mit Aqua dest. heraus gewaschen.

3.2.6 Antigendemaskierung im Schnellkochtopf

Zur Darstellung bestimmter Antigene ist es unumganglich eine hitzeinduzierte
Antigendemaskierung vorzunehmen. Durch diese Art der Antigenmaskierung kénnen

Antikdrper auch Epitope erkennen, die zuvor durch Aldehydvernetzung maskiert waren.

Die durch Formalin verursachte Proteinvernetzung wird durch das Erhitzen der Schnitte

in einer kalziumprazipitierenden Lésung (Citrat-Puffer pH 6,0) wieder aufgehoben (114):

Die Antigenmaskierung erfolgte durch Hitzevorbehandlung im Schnellkochtopf mit
einem Na-Citratpuffer; pH 6,0. Der Dampfkochtopf wurde mit Puffer gefillt und die
Platte auf 12 gestellt. Nach 7 Minuten fing der Puffer an zu kochen und die Schnitte

wurden eingestellt, der Deckel verschlossen, und nach 4 Minuten konnte die Herdplatte
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auf 4 heruntergeregelt werden. Nach weiteren 5 Minuten wurde der Topf in ein
Wasserbecken gestellt und konnte langsam abdampfen. Nach Offnen des Deckels
wurde vorsichtig Leitungswasser zum Puffer laufen gelassen. Anschliel3end wurden die
Schnitte in Aqua. dest gespilt und 2 mal 2 Minuten in PBS (Biochrom AG, Berlin,

Deutschland) gewaschen.

3.2.7 Immunhistochemische Farbung

Das Blockierserum wurde mit einer Einwirkzweit von 20 Minuten aufgetragen und

danach wieder abgeschiittet.

Das Blockierserum séttigt elektrostatische Ladungen im Gewebe ab und verhindert,
dass Immunoglobuline sich durch hydrophobe Bindungen unspezifisch an Membranen

oder Fettgewebe binden; somit wird eine unspezifische Anfarbung verhindert.

Anschlielend wurde der Primarantikdrper mit einer Einwirkzeit von 120 Minuten
aufgetragen, dann 2 mal 2 Minuten in PBS gewaschen. Nun wurde der
Sekundarantikorper fur 30 Minuten Einwirkzeit aufgetragen und anschliel3end wieder 2
mal 2 Minuten in PBS gewaschen. Im Folgenden wurde der ABC-Komplex (Einwirkzeit

30 Minuten) aufgetragen und in PBS gewaschen (2 mal 2 Minuten).

Die Substratfarbung erfolgte mit DAB (Dako North America, Carinteria, USA) fur 8-10
Minuten, danach wurden die Schnitte 2 mal 2 Minuten in Aqua dest. gewaschen.

Die Substrat-Chromogen-Reaktion kann nicht unterscheiden, ob die Peroxidase
endogen, d.h. im Gewebe lokalisiert ist, oder ob sie nachtraglich zugegeben wurde
(ABC-System mit Peroxidase). Um endogene Peroxidase aufRer Kraft zu setzten,
werden die Schnitte in H,O, inkubiert. Erschienen Erythrozyten nach der

immunhistochemischen Farbung farblos, war die Blockierung erfolgreich.

Das Chromogen kann mit Hilfe des Substratpuffers und des Katalysators H,O,

folgenden Farbkomplex bilden:
DAB ( 3,3 Diaminobenzidin)

* Dbraunes Farbprodukt

* in organischen Lésungsmitteln unldslich

 kann die aufsteigende Alkoholreihe und Xylol durchlaufen und mit
Einschlussmittel eingedeckt werden

» Gegenfarbung: saures Hamalaun nach Mayer

26



Anschlielend wurden die Praparate mit saurem Hamalaun (Apotheke, Klinikum
Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, Minchen, Deutschland) nach
Mayer mit einem pH von 4,5 fir 2 Minuten gegengefarbt und danach 5 Minuten in

Leitungswasser geblaut.

Bei diesem pH-Wert werden nur die Kerne gefarbt, da nur sie noch eine negative
Ladung haben. Dabei lagern sich die positiv geladenen basischen Farbstoffionen an die

negativ geladene Phosphatgruppe der DNA im Kern an.
Das Auswaschen und Blauen erfolgt in Leitungswasser in alkalischem Milieu.

Zum Schluss wurden die fertig gefarbten Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(50%igen, 96%igem und 100%igem Ethanol) dehydriert und anschlie3end erfolgte die
Aufhellung in Carbolxylol (Apotheke, Klinikum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Munchen, Muinchen, Deutschland) und Xylol (J.T. Bakter, Deventer,
Holland). Die Praparate wurden zum Schluss zur Haltbarmachung mit Einschlussmittel
~consul-Mount* (Shandon, Pittsburgh, USA) eingedeckt. Fur das Einschlussmittel gilt,
dass es den gleichen Brechungsindex wie Glas haben muss, damit die Farbung nicht

beeinflusst wird.

Negativkontrollen wurde ermittelt, indem der Primarantikérper durch normales
Mausserum in der gleichen Lésung, die fur die Inhibin-Detektion verwendet wurde,

ersetzt wurde.

Positive Zellen zeigten eine braunliche Farbereaktion, die Negativkontrollen so wie

ungefarbte Zellen waren blau.

3.2.8 Chemikalien und Lésungsansatze

* Na-Citratpuffer-Gebrauchslosung: 18ml Lésung A + 82ml Lésung B + 900ml
Agua dest. (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

* Lo6sung A: 21.01g 0,1M Zitronensaure (Merck#244, Darmstadt, Deutschland))
+ 1l Aqua dest. (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

* Lo6sung B: 29, 41g 0,1M Na-Citrat ( Merck #6448, Darmstadt, Deutschland) +
11 Aqua dest. (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

* Vectatain Elite mouse-lgG-Kit:

o Blockierserum = 3 Tropfen Normalserum auf 10 ml steriles PBS
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Sekundarantikorper = biotinilierter Link-Anikorper, der den ABC-Komplex
bindet = 3 Tropfen Normalserum + 1 Tropfen Antimouse-lg (blaue
Flasche) + 10 ml PBS

0 ABC-Komlex = Ansetzten aus 4 Tropfen Reagenz A + 4 Tropfen Reagenz
B + 10ml steriles PBS ( die Losung muss 30 Minuten vor Gebrauch ruhen)
* DAB (3,3 Diaminobenzidin) = 2 Tropfen Pufferkonzentrat + 2 Tropfen DAB

Chromogen + 2 ml Aqua dest.

3.3  Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Jeweils ein Gewebeschnitt wurde zunachst im Xylolbad fur 15 Minuten entparaffiniert
und danach in einer absteigenden Alkoholreihe durch jeweils zweimaliges kurzes
Eintauchen der Gewebeschnitte in 100%igem, 70%igem und 50%igem Alkohol
rehydriert und anschliel3end mit Aqua dest. gespult. Im Folgenden wurden die Schnitte
fur 8 Minuten in eine Hamalaun-Losung ( Apotheke Klinikum Innenstadt Ludwig-
Maximilian-Universitdt Minchen, Minchen, Deutschland) gestellt, dann fir 10 Minuten
unter flieBendem Leitungswasser geblaut. AnschlieRend wurden die Préparate fir 5
Minuten in eine Eosin-Losung (Chroma Gesellschaft, Kongen, Deutschland) getaucht
und die Farbe kurz mit Leitungswasser ausgespult. Dann folgte die Dehydrierung in
einer absteigenden Alkohohlreihe von 70%igem zu 100%igem Alkohol und endete mit
dem Eintauchen in Carbolxylol und Xylol. Am Ende wurden die fertig gefarbten
Praparate mit Hilfe eines Einschlussmittels ,,Consul-Mount®* (Shandon, Pittsnurgh, USA)
und Deckglasern (R. Langenbrinck, Teningen, Deutschland) eingedeckt.

Diese Farbemethode erzeigt eine blaue Kernfarbung durch die Hamalaun-Lésung nach

Mayer und eine rote Zytoplasmafarbung durch die Eosin-Ldsung.

3.4  Statistik

Fur die statistische Uberlebensanalyse wurden Inhibin/Activin-Untereinheiten erhoht
betrachtet, wenn die immunhistochemische Farbereaktion der Gewebeprobe héher als
der Median aller Gewebeproben war (Median: O = Inhibin-a, 4 = Inhibin-BA, 6 = Inhibin-
BB) . Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Vierfeldertest und dem exakten Test nach Fisher wurde
die steigende/positive immunhistochemische Farbereaktion gegen die nicht
steigende/negative immunhistochemische Farbung verglichen.

Die analysierten Ergebnisvariablen bei malignem Endometrium waren das

metastasenfreie Uberleben, das tumorabh&ngige Uberleben und das Gesamtiiberleben.
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Mit der Kaplan-Meier Uberlebenskurve wurde die eindimensionale Analyse
durchgefiihrt. So wurde das Uberleben eingeschatzt (62) und mittels des Log-Rang-
Test (193) verglichen. Prognostische Modelle nutzten die multivariate Cox-
Regressionsanalyse (194) fur die multivariaten Uberlebensanalysen. Die Variablen
wurden schrittweise eingegeben (32). Fur die Cox-Regressionsanalyse wurden Daten
betreffend  Alter, FIGO-Stadium, WHO-Einteilung, = Lymphknotenbeteiligung,
Lymphangiosis, Hamangiosis, ungunstige Histologie (endometrioide versus
seros/klarzellige Karzinome), arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2, anti-
Hormon Therapie und Radiotherapie beriicksichtigt. Die Lymphknotenbeteiligung wurde
als kategorische Variable eingegeben. Sie wurde folgendermal3en definiert: keine
Lymphknotenbeteiligung, positive Lymphknoten, unbekannter Status.

Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerstatistikprogramms
SPSS fur Windows® (Social Sciences computer software version 14.0; SPSS Inc.,
Chicago, IL). Die Signifikanz der Unterschiede wurden bei einem p-Wert von <0,05

beidseitig festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Kilinisch-Pathologische Aspekte

Tabelle 2a und 2b gibt einen Uberblick tber samtliche klinisch-pathologischen

Eigenschaften der ausgewerteten Endometriumkarzinome.

Tabelle 2a: Klinisch-pathologische Eigenschaften der ausgewerteten Endometriumkarzinome

Gesamt Endometrioide Adenokarzinome
(n=302)
endometrioid muzinds (n=14) gemischt (n=34)
(n=221)
Alter (Jahre) <65 156 (51.7%) 114 (51.6%) 7 (50%) 21 (61.8%)
> 65 146 (48.3%) 107 (48.4%) 7 (50%) 13 (38.2%)
Differenzierung Grad 1 160 (54.6%) 138 (62.4%) 10 (71.4%) 11 (32.4%)
(WHO) Grad 2 80 (27.3%) 58 (26.2%) 4 (28.5%) 14 (41.2%)
Grad 3 51 (17.4%) 25 (11.3%) 0 (0%) 9 (26.5%)
FIGO Stadium FIGO | 225 (74.5%) 176 (79.6%) 12 (85.7%) 19 (55.9%)
FIGO Il 22 (7.3%) 15 (6.8%) 0 (0%) 4 (11.8%)
FIGO IlI 46 (15.2%) 22 (10%) 2 (14.3%) 11 (32.3%)
FIGO IV 9 (3.0%) 8 (3.6%) 0 (0%) 0 (0%)
Lymphknoten- negativ 193 (63.9%) 145 (65.6%) 9 (64.3%) 17 (50%)
Status positiv 25 (8.3%) 13 (5.9%) 1 (7.1%) 6 (17.6%)
unbekannt 84 (27.8%) 63 (28.5%) 4 (28.6%) 11 (32.4%)
Lymphangiosis negativ 272 (90.1%) 202 (91.4%) 13 (92.9%) 29 (85.3%)
positiv 30 (9.9%) 19 (8.6%) 1 (7.1%) 5 (14.7%)
Hamangiosis negativ 294 (97.4%) 215 (97.3%) 14 (100%) 33 (97.1%)
positiv 8 (2.8%) 6 (2.7%) 0 (0%) 1 (2.9%)
Diabetes negativ 268 (88.7%) 193 (87.3%) 14 (100%) 32 (94.1%)
positiv 34 (11.3%) 28 (12.7%) 0 (0%) 2 (5.9%)
Adipositas negativ 198 (65.6%) 139 (62.9%) 8 (57.1%) 27 (79.4%)
positiv 104 (34.4%) 82 (37.1%) 6 (42.9%) 7 (20.6%)
Hypertonie negativ 183 (60.6%) 129 (58.4%) 5 (35.7%) 26 (76.5%)
positiv 119 (39.4%) 92 (41.6%) 9 (64.3%) 8 (23.5%)
Radiotherapie negativ 177 (58.6%) 136 (61.5%) 9 (64.3%) 13 (38.2%)
positiv 119 (39.4%) 79 (35.7%) 5 (35.7%) 21 (61.8%)
abgelehnt 6 (2.0%) 6 (2.7%) 0 (0%) 0 (0%)
Anti-Hormon- negativ 293 (97.0) 216 (97.7%) 14 (100%) 32 (94.1%)
Therapie positiv 9 (3.0%) 5 (2.3%) 0 (0%) 2 (11.3%)
abgelehnt 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Tabelle 2b: Klinisch-pathologische Eigenschaften der ausgewerteten Endometriumkarzinome

nicht-endometrioide Karzinome

serds (n=22) klarzellig (n=6) undifferenziert (n=  5)
Alter (Jahre) <65 7 (31.8%) 4 (66.7%) 3 (60%)
> 65 15 (68.2%) 2 (33.3%) 2 (40%)
Differenzierung (WHO) Grad 1 5 (22.7%) 1 (16.7%) 0 (0%)
Grad 2 5 (22.7%) 2 (33.3%) 0 (0%)
Grad 3 12 (54.5%) 3 (50%) 5 (100%)
FIGO Stadium FIGO | 13 (59.1%) 2 (33.3%) 3 (60%)
FIGO II 0 (0%) 3 (50%) 0 (0%)
FIGO Il 8 (36.4%) 1 (16.7%) 2 (40%)
FIGO IV 1 (4.5%) 0 (0%) 0 (0%)
Lymphknoten-Status negativ 15 (68.2%) 5 (83.3%) 2 (40%)
positiv 3 (13.6%) 1 (16.7%) 1 (20%)
unbekannt 4 (18.2%) 0 (0%) 2 (40%)
Lymphangiosis negativ 19 (86.4%) 6 (100%) 3 (60%)
positiv 3 (13.6%) 0 (0%) 2 (40%)
Hamangiosis negativ 22 (100%) 6 (100%) 4 (80%)
positiv 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%)
Diabetes negativ 20 (90.9%) 6 (100%) 3 (60%)
positiv 2 (9.1%) 0 (0%) 2 (40%)
Adipositas negativ 15 (68.2%) 6 (100%) 3 (60%)
positiv 7 (31.8%) 0 (0%) 2 (40%)
Hypertension negativ 16 (72.7%) 5 (83.3%) 2 (40%)
positiv 6 (27.3%) 1 (16.7%) 3 (60%)
Radiotherapie negativ 14 (61.5%) 4 (66.7%) 1 (20%)
positiv 8 (36.4%) 2 (33.3%) 4 (80%)
abgelehnt 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Anti-Hormon-Therapie negativ 20 (90.9%) 6 (100%) 5 (100%)
positiv 2 (9.1%) 0 (0%) 0 (0%)
abgelehnt 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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4.1.1 Alter bei Diagnose

Das mediane Alter der Patientinnen bei Diagnose betrug 64,5 Jahren. Bei einer
Spannweite von 52,4 Jahren reichte das Alter der Patientinnen von 35,5 bis 87,9 Jahre.

4.1.2 Tumorstadium

Mit insgesamt 225 Fallen (74,5%) befand sich die Mehrzahl der Patientinnen im FIGO-
Stadium [|. Bei 22 Patientinnen (7,3%) wurde das Stadium Il, bei 46 (15,2%)

Patientinnen das Stadium Il und bei 9 (3%) das Stadium IV (Metastasen) diagnostiziert.

4.1.3 Tumorhistologie

269 (87,7%) Patientinnen der 302 analysierten Gewebeschnitten hatten eine
endometrioide Tumorhistologie. Unter den histologischen Subtypen war das
endometrioide Adenokarzinom mit 221 Fallen (83,4%) das héaufigste gefolgt von 33
(12,3%) serosen, klarzelligen oder undifferenzierten Karzinomen. 5,3% waren vom
muzinésen Typ und 12,8% zahlten zu den gemischten Endometriumkarzinomem nach
WHO-Klassifikation der Tumoren des Corpus Uteri (1994).

Lymphknotenbiopsien wurden bei allen Patientinnen mit tiefer Myometriuminfiltration
und/oder schlecht differenzierten oder aggressiven histologischen Eigenschaften
durchgefuhrt. So wurden Biopsien aus pelvinen und/oder paraaortalen Lymphknoten bei
218 Patientinnen (72,2%) durchgefuihrt, wobei 25 Patientinnen (11,5%)
Lymphknotenmetastasen aufwiesen.

Eine Lymphangiosis carcinomatosa war in 30 Fallen (9,9%) vorhanden. In 272 Fallen

(90,1%) konnte keine Lymphangiosis carcinomatosa nachgewiesen werden.

Eine Hamangiosis carcinomatosa konnte in 8 Féllen (2,8%) identifiziert werden. Nicht

nachweisbar war die Hamangiosis carcinomatosa in 294 Fallen (97,4%).
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4.2  Erkrankungs- und Uberlebendstatus

Bei 84 Patientinnen (27,8%) konnte aus verschiedenen Griinden wie einem niedrigen
FIGO-Stadium (FIGO la), Adipositas, hbherem Lebensalter und weiteren Erkrankungen
keine komplette chirurgische Stadieneinteilung vorgenommen werden

Weniger als die Halfte der Frauen waren mit 104 Fallen (34,4%) adip6s. An einem
Diabetes Mellitus Typ 2 litten 34 Patientinnen (11,3%); an einer arteriellen Hypertonie

waren 119 Patientinnen (39,4%) erkrankt.

119 der 302 analysierten Patientinnen ( 39,4%) erhielten eine Radiotherapie, wobei
sechs Patientinnen (2%) die empfohlene Radiotherapie ablehnten. Eine Anti-Hormon

Behandlung erhielten neun Patientinnen (3%).

40 Patientinnen (13,2%) waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung am

Endometriumkarzinom verstorben.

4.3 Auswertung der Gewebeschnitte

Die Ergebnisse der Immunhistochemie der Endometriumkarzinomschnitte sind in

Tabelle 3a und 3b zusammengefasst.

4.3.1 Inhibin-alpha in normalem und malignem Endom  etrium

Inhibin-a-, Inhibin-BA- und Inhibin-BB-Untereinheiten wurden in normalem Endometrium
nachgewiesen und waren hauptsachlich in glandularen und luminalen Epithel lokalisiert,
was frihere Ergebnisse bestatigte (103,106,107). Inhibin-a zeigte keine oder nur
minimale Expression wahrend der proliferativen Phase (Abbildung 4a ). Die Expression
stieg im Verlauf des Menstruationszyklus an (Abbildungen 4b und 4c ).

Eine positive immunhistochemische Farbereaktion fir Inhibin-alpha wurde bei 71
Patientinnen (23,5%) aus 302 Gewebeproben mit Endometriumkarzinom beobachtet
(Abbildung 4 d und 4e). Eine positive Reaktion lag vor, wenn etwas 10% der Zellen
eine schwache bis moderate Farbeintensitat aufwiesen. Es zeigte sich jedoch eine
geringere immunhistochemischen Farbeintensitat als bei normalem Endometrium
(Abbildungen 4d und 4e ). Schlecht differenzierte Karzinome (G3) zeigten keine
Inhibin-alpha Immunreaktion (Abbildung 4f).
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Abbildung 4a bis 4f: Expression von Inhibin- a in normalem und malignem humanem
Endometriumgewebe.  Inhibin-a zeigte eine minimale bis moderate Expression wahrend der
proliferativen Phase (4a), die wahrend des Menstruationszyklus aber zunahm (4b bis 4c). Inhibin-a zeigte
eine minimale bis moderate Expression in gut differenziertem (G1) Endometriumkarzinom (4d bis 4e)
wohingegen schlecht differenzierte Karzinome keine Inh-a-Immunreaktion zeigten (4f) Vergrdf3erung
x250.
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Die immunhistochemische Expression von Inhibin-a war wahrend der frihen
sekretorischen (p<0.05) und spaten sekretorischen Phase (p<0.001) signifikant héher
im Vergleich zu proliferativen Endometrium (Abbildung 5 ).

Bei endometrioiden Adenokarzinomen wurde eine kontinuierliche Abnahme der Inhibin-
a-Expression von G1 und G2-Karzinomen zu G2-Karzinomen beobachtet (jeweils
p<0.05) (Abbildung 5 ). Atrophisches Endometriumgewebe zeigte eine signifikante
Abnahme im Vergleich zur frihen sekretorischen (p<0.05) und spaten sekretorischen
Phase (p<0.01).
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Abbildung 5: Inhibin- a in humanem Endometriumgewebe. Die immunhistochemische Expression von
Inhibin-a war wahrend frilhen sekretorischen (FSP; p<0.05) und spaten sekretorischen Phase (SSP;
p<0.001) signifikant hoher als in der proliferativen Phase (PP). Schlecht differenzierte
Endometriumkarzinome (EC) G3 zeigten keine Inhibin-a-Expression, und war aus diem Grund signifikant
niedriger im Vergleich zu allen anderen analysierten Gruppen (****). Eine kontinuierliche Abnahme wurde
von EC G1 bis EC G3 (**p<0.05) und EC G2 bis EC G3 (***p0.05) beobachtet. Atrophisches
Endometriumgewebe (*****) zeigte eine signifikante Abnahme im Vergleich zu FSP (p<0.05) und SSP
(p<0.01), was mehr als EC G3 war, jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0.56).

Zu den Abbildungen 5, 8 und 9: Die Angaben sind Mittelwert +/- Standardabweichung. Signifikanz wird
bei einem p-Wert von p<0.05 (Sterne) angegeben. PP=proliferative Phase; FSP=friihe sekretorische

Phase; SSP=spate sekretorische Phase; EC=endometrioides Adenokarzinom
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Es wurde kein signifikanter Unterschied der Inhibin-alpha Expression zwischen den
einzelnen Subtypen des Endometriumkarzinoms gefunden (Kruskal-Wallis p=0,793).
Die Expression von Inhibin-a im Endometriumkarzinom wies eine signifikante
Assoziation zu Patientenalter (p<0,01), Differenzierungsgrad (p<0,001), FIGO-Stadium
(p<0,001), Lymphknotenstatus (p<0,05) und Diabetes mellitus Typ2 (p<0,01) auf, was
an Hand des Chi-Quadrat-Vierfeldertest (Tabelle 4) beurteilt werden konnte.

4.3.2 Inhibin-betaA und —betaB in normalem und mal  ignen Endometrium

In normalem Endometrium wurde die Inhibin-BA-Untereinheit ebenfalls exprimiert
(Abbildungen 6a bis 6¢ ), wobei sich in der spaten sekretorischen Phase die starkste
Farbeintensitat auftrat (Abbildung 6¢ ).

Endometrioide Adenokarzinom waren fur Inihibin-BA positiv (Abbildungen 6d bis 6f ).

Abbildungen 6a bis 6c¢: Expression von Inhibin-
BA in normalem humanem Endometrium. In
normalem Endometrium wurde die Inhibin-BA-

Untereinheit exprimiert (6a bis 6c), wobei in der

spaten sekretorischen Phase die Farbeintensitat am

starksten war (6¢). VergréRerung x250.
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. Abbildungen 6d bis 6f: Expression von Inhibin-

BA in malignem Endometrium. Endometrioide
Adenokarzinome waren positiv fir Inhibin-BA (6d bis
6f), VergréRerung x250.

Die positive immunhistochemische Farbereaktion wurden fir die Inhibin-BB-Untereinheit
sowohl fir normales, als auch fur malignes Endometrium beobachtet (Abbildungen 7a
bis 7f), wobei eine starkere Farbeintensitat bei endometrioiden Adenokarzinomen G2
und G3 zu beobachten war (Abbildungen 7e und 7f ). Es konnte eine positive
immunhistochemische Farbereaktion von Inhibin-BA (Abbildung 6d bis 6f ) und Inhibin-
BB (Abbildung 7d bis 7f ) in 296 Fallen je Untereinheit beobachtet werden.
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Abbildungen 7a bis 7f : Die Expression von Inhibin-BB in normalem und malignem humanem
Endometrium: Inhibin-BB wurde in normalem und malignem Endometrium exprimiert (7a-7f), wobei in G2
und G3 endometrioiden Adenokarzinomen eine starkere Farbeintensitat zu beobachten war (7e und 7f),
VergréRerung x250.
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Die Immunhistochemische Expression von Inhibin-BA war in der spaten sekretorischen
Phase signifikant héher im Vergleich zur proliferativen und friilhen sekretorischen Phase
(jeweils p<0.005). In der spaten sekretorischen Phase war die Inhibin-BA-Expression

am hochsten im Vergleich zu endometrioiden Adenokarzinomen (Abbildung 8 ).
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Abbildung 8: Inhibin- BB in humanem Endometriumgewebe. Die immunhistochemische Expression
von Inhibin-BA war wahrend der SSP signifikant héher als in der PP (p<0.005) und FSP (p<0.005).
Inhibin-BA-Expression war am starksten in SSP-Endometrium, wobei sie signifikant hoher als im
endometrioiden Adenokarzinom war (p<0.001 in EC G1 und EC G2; (*p<0.05 fur EC G3). Obwohl eine
Zunahme der immunhistochemischen Farbereaktion von EC G1 zu EC G3 beobachtet werden konnte,
wurde keine statistische Signifikanz festgestellt. Die Angaben sind Mittelwert +/- Standardabweichung.
Signifikanz wird bei einem p-Wert von p<0.05 (Sterne) angegeben. PP=proliferative Phase; FSP=friihe

sekretorische Phase; SSP=spate sekretorische Phase; EC=endometrioides Adenokarzinom
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Inhibin-BB wurde ebenfalls in humanem Endometriumgewebe exprimiert (Abbildung 9).
Die Expression von Inhibin-BB war in der spaten sekretorischen Phase héher als in der
proliferativen und frihen sekretorischen Phase, jedoch ohne eine statistische
Signifikanz. Eine Zunahme der immunhistochemischen Farbereaktion wurde von G2- zu
G3-Adenokarzinomen beobachtet (p<0.05). Zusatzlich war eine signifikant geringere
Inhibin-BB-Expression in atrophischem Endometriumgewebe zu beobachten als in der
spaten sekretorischen Phase (p<0.05) (Abbildung 9 ).
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Abbildung 9: Inhibin- BB in humanem Endometriumgewebe. Die immunhistochemische Expression
von Inhibin-BB war wahrend SSP héher als in PP und FSP, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die
Farbeintensitdt von Inhibin-BB war signifikant niederiger in PP (*p<0.05) und atrophischen
Endometriumgewebe (**p<0.05) im Vergleich zu EC G3. Eine Zunahme der immunhistochemischen
Farbereaktion war von EC G2 bis EC G3 zu beobachten (***p<0.05). AuRBerdem zeigte atrophisches
Endometriumgewebe eine signifikant niedrigere Expression von Inhibin-gB als SSP (+p<0.05). Die
Angaben sind Mittelwert +/- Standardabweichung. Signifikanz wird bei einem p-Wert von p<0.05 (Sterne)
angegeben. PP=proliferative Phase; FSP=frihe sekretorische Phase; SSP=spéte sekretorische Phase;

EC=endometrioides Adenokarzinom
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Signifikante Unterschiede in ihrer Immunreaktivitdt wurden bei beiden beta-
Untereinheiten unter den verschiedenen Subtypen des Endometriumkarzinoms
bewiesen (Kruskal-Wallis p=0,007 und p<0,001 fir jeweils Inhibin-BA und Inhibin-BB).
Durch die Analyse einer negativen oder positiven Expression, wie im IRS-Score als
Uber oder unter dem Median definiert, konnte auch ein signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen histologischen Subtypen beobachtet werden (Chi-
Quadrat-Test: entsprechend p<0,05 und p<0,01). AulRerdem zeigte sich eine
Inhibin-BA  und Inhibin-BB  und
Differenzierungsgrad (Chi-Quadrat-Test: jeweils p<0,05) (Tabelle 4). Es wurde zudem

Korrelation zwischen der Expression von

eine signifikante Korrelation zwischen den einzelnen Inhibin-BA und Inhibin-BB-
Untereinheiten beobachtet (Spearman test: p<0,001).

Tabelle 3a: Zusammenfassung der immunhistochemischen Analyse der Endometriumkarzinome.

Total (n=302) Endometrioide Adenokarzinome (n=  265)
Endometrioid Muzinds gemischt
(n=221) (n=14) (n=34)
Inhibin-alpha Median 0 0 0 0
Mittelwert+/- 0.47+/-0.06 0.48+/-0.67 0.43+/-0.25 0.41+/-0.18
SEM
negativ 231 (76.5%) 166 (75.1%) 11 (78.6%) 28 (82.4%)
positiv 71 (23.5%) 55 (24.9%) 3 (21.4%) 6 (17.6%)
Kruskal-Wallis 0.793
Chi-Quadrat 0.733
Inhibin-betaA Median 4 4 4 8
Mittelwert+/- 6.43+/-0.18 6.29+/-0.21 4.79+/-0.63 6.76+/-0.43
SEM
negativ 154 (51.0%) 120 (54.3%) 10 (71.4%) 13 (38.2%)
positiv 148 (49.0%) 101 (45.7%) 4 (28.6%) 21 (61.8%)
Kruskal-Wallis 0.007
Chi-Quadrat 0.024
Inhibin-betaB Median 6 4 5 4
Mittelwert+/- 6.31/-0.2 6.26+/-0.23 5,14+/-0,69 6,56+/-0,56
SEM
negativ 161 (53,3%) 120 (54,3%) 10 (71.4%) 22 (64,7%)
positiv 141 (46,7%) 101 (45,7%) 4 (28.6%) 12 (35.3%)
Kruskal-Wallis <0.001
Chi-Quadrat <0.001
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Tabelle 3b: Zusammenfassung der immunhistochemischen Analyse der Endometriumkarzinome

Nicht endometrioide Karzinome (n=37)
serds (n=22) klarzellig (n=6) undifferenziert
(n=5)
Inhibin-alpha Median 0 0 0
Mittelwert+/-SEM 0.55+/-0.24 0.67+/-0.67 0+/-0
negativ 16 (72.7%) 5 (83.3%) 5 (100%)
positiv 6 (27.3%) 1 (16.7%) 0 (0%)
Kruskal-Wallis
Chi-Quadrat
Inhibin-betaA Median 8 4 8
Mittelwert+/-SEM 8.36+/-0.69 5.17+/-1.72 8+/-1.265
negativ 6 (27.3%) 4 (66.7%) 1 (80%)
positiv 16 (72.7%) 2 (33.3%) 4 (20%)
Kruskal-Wallis
Chi-Quadrat
Inhibin-betaB Median 8 2 8
Mittelwert+/-SEM 9,23+/-0,62 3.17+/-1,05 8+/-0
negativ 4 (18,2%) 5 (83.3%) 0 (0%)
positiv 18 (81.8%) 1 (16.7%) 5 (100%)
Kruskal-Wallis
Chi-Quadrat

Tabelle 4: Eindimensionale statistische Analyse von Inhibin-a, -BA, -BB nach den verschiedenen klinisch-

pathologischen Eigenschaften. N.S. = nicht signifikant.

Gesamt (n=302)

Inhibin-alpha

Inhibin-betaA

Inhibi  n-betaB

Alter (Jahre) <65 156 (51.7%) 47 (30.1%) 71 (45.5%) 75 (48.1%)
> 65 146 (48.3%) 24 (16.4%) 77 (52.8%) 66 (45.2%)
Chi-Quadrat 0.006 N.S. N.S.
Differenzierung Grad 1 +2 248 (82.1%) 68 (27.4%) 114 (46.0%) 108 (43.5%)
(WHO) Grad 3 54 (17.9%) 3 (5.6%) 34 (63.0%) 33 (61.3%)
Chi-Quadrat <0.001 0.025 0.024
FIGO Stadium FIGO I+ 247 (81.8%) 68 (27.5%) 119 (48.2%) 111 (44.9%)
FIGO Il + IV 55 (18.2%) 3 (5.5%) 29 (52.7%) 30 (54.5%)
Chi-Quadrat <0.001 N.S. N.S.
Histologie Endometrioid 265 (87.7%) 63 (23.8%) 123 (48.0%) 116 (42.8%)
Nicht-endometrioid 37 (12.3%) 8 (21.5%) 25 (67.6%) 25 (67.6%)
Chi-Quadrat N.S. 0.022 0.008
Lymphknoten- negativ 193 (63.9%) 52 (26.4%) 93 (48.2%) 89 (46.1%)
Status positiv 25 (8.3%) 1 (0.04%) 13 (52%) 13 (52%)
unbekannt 84 (27.8%) 18 (21.4%) 42 (50%) 39 (46.4%)
Chi-Quadrat 0.034 N.S. N.S.
Lymphangiosis negativ 272 (90.1%) 68 (25%) 135 (50.7%) 123 (45.2%)
positiv 30 (9.9%) 3 (10%) 13 (43.3%) 18 (60%)
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Chi-Quadrat N.S. N.S. N.S.

H&amangiosis negativ 294 (97.4%) 71 (24.1%) 144 (49%) 137 (46.6%)
positiv 8 (2.6%) 0 (0%) 4 (50%) 4 (50%)
Chi-Quadrat N.S. N.S. N.S.
Diabetes negativ 268 (88.7%) 69 (25.4%) 134 (50%) 124 (46.3%)
positiv 34 (11.3%) 2 (5.9%) 14 (41.2%) 17 (50%)
Chi-Quadrat 0.009 N.S. N.S.
Adipositas negativ 198 (65.5%) 49 (24.7%) 98 (49.5%) 98 (49.5%)
positiv 104 (34.4%) 22 (21.5%) 50 (48.1%) 43 (41.3%)
Chi-Quadrat N.S. N.S. N.S.
Hypertonie negativ 183 (60.6%) 50 (27.3%) 96 (52.4%) 93 (50.8%)
positiv 119 (39.4%) 21 (17.6%) 52 (43.7%) 48 (40.3%)
Chi-Quadrat N.S. N.S. N.S.
Radiotherapie negativ 183 (60.6%) 46 (25.1%) 92 (50.3%) 84 (45.9%)
positiv 119 (39.4%) 25 (219%) 56 (47.1%) 57 (47.9%)
Chi-Quadrat N.S. N.S. N.S.
Anti-Hormon negativ 293 (97.0) 68 (23.2%) 144 (49.1%) 136 (46.4%)
therapie positiv 9 (3.0%) 5 (55.6%) 4 (44.4%) 5 (55.6%)
Chi-Quadrat 0.036 N.S. N.S.

4.3.3 Uberlebensanalyse

Die mediane Gesamtiberlebenszeit betrug fir die unzensierte Untergruppe 39,1
Monate (Spannweite von 0,7 bis 145,7 Monaten), wobei fir zensierte Patientinnen der
mediane Verlauf 89,7 Monate (Spannweite von 0,3 bis 176,8 Monate) betrug. Der
weitere Verlauf bis zum Auftreten von Metastasen betrug 33,8 Monate (Spannweite von
0,01 bis 145,7 Monate). Eindimensionale Uberlebensanalysen verrieten, dass
Patientinnen, die eine Inhibin-a-Expression aufwiesen, ein signifikant besseres
metastasenfreies Uberleben hatten als Patientinnen ohne die Expression dieser
Untereinheit (Abbildung 10a ) (p=0,04, Log-Rang-Test). AulRerdem wurde bei
Patientinnen ohne Inhibin-a-Expression ein signifikant geringeres tumorabhangiges
Uberleben (Abbildung 10b ) und Gesamtiiberleben (Abbildung 10c ) festgestelit.
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Im Gegensatz dazu standen die Inhibin-BA- und Inhibin-BB-Untereinheiten, die keine

signifikanten Unterschiede zwischen metastasenfreiem Uberleben, tumorabhangigen

Uberleben und Gesamtiiberleben bewiesen (Abbildung 11a-f ).
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Andere Klinische Parameter, einschliel3lich fortgeschrittenem chirurgischem Stadium
(Stadium I/l versus Stadium 1lI/IV) und fortgeschrittener histologischer
Differenzierungsgrad (G3 versus G1 oder G2), die auch als prognostische Faktoren des
Endometriumkarzinoms gelten, beeinflussten signifikant die Uberlebensrate der
ausgewerteten Patientinnen. Dies bewies auch die Validitat der Patientengruppe, die in
dieser Arbeit untersucht wurden (p in Log-Rang war <0,001 fur beide ausgewerteten
Parameter fiir jeweils das metastasenfreie Uberleben, tumorabh&ngige Uberleben und

Gesamtuberleben; Daten nicht gezeigt).

Prognostische Faktoren wurden mittels des multivariaten Cox-proportionalen Hazard
Modells analysiert. FiUr die Regressionsmodelle wurden folgende Variablen mit
einbezogen: Alter, FIGO-Stadium, Differenzierungsgrad, histologischer Subtyp,
Lymphknotenstatus, Lymphangiosis, Hamangiosis, Adipositas, arterielle Hypertension,
Diabetes mellitus Typ 2, Radiotherapie, anti-Hormon Therapie und die Expression von
Inhibin-a, Inhibin-BA und Inhibin-BB. Die nachfolgende schrittweise Elimination nach
Cox-Regressionsergebnissen fuihrte zu einem Model, welches drei unabh&ngige
Bedingungen enthielt, die Vorraussagen auf das metastasenfreie Uberleben waren:
Differenzierungsgrad nach WHO (p=0,002), FIGO-Stadium (p<0,001),
Lymphknotenbeteiligung (p=0,016) und die Inhibin-a Expression (p=0,026) (Tabelle 5).
Unabhangige prognostische Faktoren fiir das tumorabhéngige Uberleben waren das
Alter (p=0,004), das FIGO-Stadium (p<0,001), der Differenzierungsgrad (p=0,003) und
die Inhibin-a Expression (p=0,025). Das Gesamtiuberleben wurde vom Alter (p<0,001),
FIGO-Stadium (p<0,001), Differenzierungsgrad (p=0,008), Lymphknotenbeteiligung
(p<0,001), Hamangiosis (p=0,018), hohem Blutdruck (p=0,042) und der

immunhistochemischen Expression von Inhibin-a (p=0,021) beeinflusst (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Hazard Ratio der multivariaten Cox-Regressionsanalyse.

Progression Tumorabhéngiges Uberleben Gesamtiberleb  en

RR Cl (5%-95%) p RR Cl (5%-95%) p RR Cl (5%-95%) p
Alter - - - 2.742 1.39-5.42 0.004 3.350 1.96 - 5.72 <0.001
(>65Jahre)
Differenzierung 2.753 1.46 -5.14 0.002 2.814 1.43-5.53 0.003 1.978 1.19 - 3.28 0.008
(WHO)
(G3 vs. G1/G2)
FIGO-Stadium 14.170 7.11 - 28.25 <0.001 4.905 2.47-9.74 <0.001 3.880 2.06-7.31 <0.001
(IN/IV vs. 1/11)
Lymphknoten- 0.441 0.23-0.86 0.016 - - - - - -
Status
(neg. vs. pos.)
Hypertonie - - - - - - 0.617 0.39-0.98 0.042
(neg. vs. pos.)
Hamangiosis - - - - - - 3.450 1.24-9.60 0.018
(pos. vs. neg.)
Inhibin-alpha 0.259 0.08 - 0.79 0.026 0.101 0.01-0.76 0.025 0.469 0.25-0.89 0.021

(pos. vs. neg.)
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5 Diskussion

Obwohl Inhibin und Activin primar als hormonale Regulationsfaktoren der
hypophyséaren-hypothalamischen-gonadalen Achse isoliert und charakterisiert wurden,
werden diese Peptidhormone von einer Reihe unterschiedlicher gynékologischer
Organe exprimiert, einschlielich Plazenta (110,111,121) und Endometrium
(103,104,112,120). Diese Expression von Inhibin-Untereinheiten in verschiedenen
weiblichen Geweben weist auf unterschiedliche autokrine bzw. parakrine Funktionen
hin. So wird fur diese Glycoproteine u. a. eine substantielle Funktion als parakrine
Modulation in der Reproduktion und in der gonadalen Tumorgenese angenommen. Da
Inhibine in einer solchen Vielzahl von Geweben eine wichtige Funktion einnehmen und
besonders in geschlechtsspezifischen Keimdriisentumoren stellte sich die Frage nach
der Bedeutung von Inhibinen beim Endometriumkarzinom.

Obwohl mehr als 50% der Patientinnen mit Endometriumkarzinom im FIGO-Stadium |
diagnostiziert werden, versterben mehr als 20% an ihrer Krankheit (59). Verglichen mit
anderen soliden Tumoren stellt dies eine ungewdhnliche Situation dar. Es kdnnte das
Versagen der momentanen Diagnostik bei Patientinnen mit Vorstadien des Malignoms
und Endometriumkarzinompatientinnen mit schlechter Prognose widerspiegeln.
Verschiede klinische Parameter wie Alter bei Diagnose, fortgeschrittenes chirurgisches
Stadium und  fortgeschrittener  histologischer  Differenzierungsgrad  sowie
Lymphknotenstatus gelten als wichtige Prognosefaktoren des Endometriumkarzinom
(9). Diese Faktoren beeinflussten auch signifikant das Uberleben der Patientinnen
dieser Studie, was die Validitat der teilnehmenden Patientinnengruppe beweist. Es ist
bereits bekannt, dass hoheres Lebensalter und weitere Krankheiten wie arterielle
Hypertension oder Diabetes mellitus mit einem geringeren Uberleben assoziiert ist
(9,169). Die gangigen Methoden zur Diagnostik sind aber zurzeit noch nicht effizient
genug, auch Patientinnen mit einer schlechteren Prognose frih zu erkennen und
entsprechend zu behandeln. Auch die friihzeitige Erkennung von Rezidiven ist derzeit
nicht durch Routine-PAP-Abstriche (Klassifikation nach Papanicolaou: Zytologische
Diagnostik von Abstrichen des weiblichen Genitaltrakts) und systemische Radiographie
gewahrleistet (97). Da fur 2/3 der Kosten PAP-Abstriche und Radiographie
Untersuchungen verantwortlich waren, scheint es fur diese Untersuchungen weder eine
klinische, noch eine finanzielle Rechtfertigung zu geben (3,97). Deswegen kdnnte die
immunhistochemische Farbung und Auswertung spezifischer Marker helfen,
Hochrisikopatientinnen friher zu identifizieren und zu einer verbesserten adjuvanten

Therapie zu verhelfen.
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In dieser Arbeit konnte eine immunhistochemische Expression aller drei Inhibin/Activin-
Untereinheiten in normalen und malignen endometrialem Gewebe gezeigt werden. Vor
allem die Inhibin-a-Untereinheit wurde vermehrt in normalem Endometrium im Vergleich
zu endometrioiden Adenokarzinomen nachgewiesen. Die stetige Abnahme der
immunhistochemischen Farbereaktion von Inhibin-a zwischen gut differenzierten und
schlecht differenzierten endometrioiden Adenokarzinomen wurde ebenfalls beobachtet.
Daraus konnte geschlossen werden, dass dieses Glycoprotein ein moglicher Parameter
fur die maligne Zelltransformation darstellen konnte und mdglicherweise als
Tumorsupressorgen bei endometrioiden Adenokarzinomen fungieren kdnnte. Zusatzlich
wurde in 302 Gewebeschnitten eine unterschiedliche immunhistochemische Expression
der Inhibin/Activin-Untereinheiten in malignem Endometriumgewebe nachgewiesen. Die
Inhibin-a-Untereinheit zeigte eine signifikante Assoziation mit histologischem
Differenzierungsgrad, chirurgischem Stadium, Lymphknotenstatus und Diabetes
mellitus  bei Patientinnen mit  Endometriumkarzinom. Zudem  zeigten
Uberlebensanalyen, dass die starkere Inhibin-a-Immunreaktion einen signifikant
unabhangigen Prognosefaktor fiir das metastasenfreie Uberleben, das tumorabhangige
Uberleben sowie das Gesamtiiberleben darstellt. Obwohl Inhibin-BA- und Inhibin-BB-
Untereinheiten eine signifikante Assoziation zwischen den unterschiedlichen
histologischen = Subtypen des  Endometriumkarzinom und  histologischen
Differenzierungsgrad zeigten, waren beide Untereinheiten nicht mit dem Uberleben der

Patientinnen mit Endometriumkarzinom assoziiert.

Es wurde von unterschiedlichen autokrinen und parakrinen Vorgangen der
Inhibine/Activine berichtet — die exakte Rolle in humanem Endometrium ist jedoch noch
nicht aufgeklart. Inhibin A und B wurden ursprtinglich als Supressor der Sekretion von
FSH in Zellen der Hypophyse in vitro nachgewiesen, wohingegen Activine die FSH-
Sekretion der Hypophyse stimulieren. Es wird somit eine Funktion der Activine als
Gegenspieler von Inhibinen angenommen (171). Die Wirkung der Inhibine auf die FSH-
Freisetzung bendtigt eine Latenzzeit von mehreren Stunden. Eine maximale
Suppression wird von acht bis zu 24 Stunden nach Exposition von Inhibinen sowohl in
vitro als auch in vivo erreicht (171). Inhibine hemmen aulRerdem die GnRH-induzierte
Hochregulierung der GnRH-Rezeptoren in kultivierten Zellen aus der Ratten-
Hypophyse. Diese Wirkung der Inhibine findet intrazellular nach der Ca?*-Mobilisierung
statt (176). Zusammenfassend ist wahrscheinlich Inhibin ein Feedback-Regulator der
FSH Sekretion. Obwohl es in vielen Geweben gebildet wird, sind Ovar und Hoden die

grofdten Quellen von Inhibin (148).
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Activine spielen in vielen Organsystemen eine Rolle, wie z.B. in der
Entwicklungsbiologie, Leber-, Nieren- und Knochenbiologie, Hamatopoese und
Inflammation (60,124,126). Activin A stimuliert potent und selektiv die FSH-Sekretion in
vitro. Wie bei Inhibinen ist die Wirkung der Activine auf die FSH-Freisetzung
unabhéngig von GnRH und erfordert eine lange Latenzzeit (172). Somit scheinen sich
Inhibine und Activine funktionell zu antagonisieren: Inhibin senkt die Produktion von
FSH und verdeckt die Wirkung von niedrigen Activin-Konzentrationen, wohingegen
hohere Konzentrationen von Activin die Wirkung von Inhibin Uberwinden. Dies
wiederum fuhrt zu einer Stimulation der FSH-Sekretion. HOochstkonzentrationen von
Activin verhindern vollstdndig die Wirkung von Inhibin (185). Die gegensatzlichen
Wirkungen konnten auf3erdem dadurch bewiesen werden, dass Inhibin die FSH-mRNA
innerhalb von 72 Stunden in unbestimmbar niedrige Spiegel reduzierte, was parallel
dazu zu einer Verdnderung der FSH-Sekretion in Hypophysenzellkutur von Ratten
fuhrte. Der Zusatz von Activin fihrte anschlielend tatsachlich zu einem Anstieg der
FSH-mRNA-Spiegel mit gleichzeitigem Anstieg der FSH-Sekretion. In Zellkultur zeigte
Follitatin ebenfalls eine signifikante Reduktion der FSH-Sekretion.

Inhibine spielen heute vor allem in der Reproduktionsmedizin eine wichtige Rolle (78).
Sie konnten aber auch in Zukunft eine wichtige Rolle als Tumormarker beim
Endometriumkarzinom hinsichtlich Diagnostik, Staging und Prognose mit Bewertung
des Einflusses auf das Gesamtuberleben spielen. Es bleibt noch ungewiss, ob Inhibin A
und B qualitativ und quantitativ ahnliche oder andere biologische Aktivitaten besitzen.
Inhibin A und B zeigen ahnliche biologische Aktivitat in vitro bei hypophysiaren Zellen
von Ratten (76); jedoch zeigt Inhibin B 15% bis 20% der Aktivitat von Inhibin A in
hypophysiaren Zellkulturen aus Schafen (145). AuRerdem inhibiert Activin A die DNA-
Synthese, die vom epidermal-growth-factor (EGF) in Primérkulturen von Ratten-
Hepatozyten stimuliert wird, wohingegen Activin B keine Aktivitat zeigt (113). Es bleibt
unklar, ob Inhibin A und B oder die Isoformen von Activin vergleichbare Aktivitdten im
Menschen oder in héheren Primaten aufweisen (142)

Bei unfruchtbaren Mannern hatte man lange nach einem zuverlassigen Marker der
Sertoli-Zellfunktion gesucht. Verschiedene Studien bei Ratten und Primaten bewiesen,
dass die Konzentration von Inhibin B im Serum direkt mit der Anzahl von Sertolizellen
im Hoden korreliert (130,153). Da FSH die Inhibinsekretion stimuliert, reflektieren die
Inhibinspiegel auch den Grad der FSH-Stimulation und die Fahigkeit der Sertolizellen zu
reagieren (37). So kbénnten in Zukunft Patienten identifiziert werden, die durch eine
Stimulation von FSH profitieren und somit zu einer héheren Spermienzahl kamen (50).
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Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass Inhibin B ein besserer Fertilitatsmarker als
FSH oder LH ist. So kdnnte die Konzentration von Inhibin B bei betroffenen Patienten
wertvolle Informationen auf Spermatogenese geben und als héherwertiger Marker fur
die Spermatogenese als FSH fungieren (66).Auch beim Prostatakarzinom koénnten
Inhibine einen wichtigen prognostischen Marker darstellen (135,137)

Einige Studien schlagen erniedrigte Spiegel von immunreaktiven Inhibinen (187) bzw.
Inhibin A (77,167) als nutzliche Marker fur Fehlgeburten in der Frihschwangerschaft
vor.

Oft werden Progesteronzuséatze zur Unterstlitzung des Corpus luteum bei der IVF
verwendet. Da diese Zusatze die Funktion von Progesteron als Marker der Corpus-
luteum-Funktion verschleiern kénnen, konnte die Bestimmung von Inhibin A einen
hervorragenden Marker der Lutealfunktion darstellen (167).

In der pranatalen Diagnostik spielt die Quantifizierung von Inhibin A wéhrend der
Schwangerschaft eine Rolle. Es konnten erhohte Serum-Spiegel von Inhibin A bei
Schwangeren mit einem Fetus mit Down-Syndrom gemessen werden, wobei Inhibin-
pro-aC und Inhibin B nicht erhéht waren (174,175). Die Bestimmung kann im ersten
Trimenon zwischen der 8 bis 14. Schwangerschaftswoche erfolgen. Eine erhdhte
Konzentration von Inhibin A deutet auf einen Fetus mit Down-Syndrom hin (5).

Die Messung von Inhibin A wird jedoch in der Pranataldiagnostik als Erweiterung des
Tripletests zum sogenannten Quadrupletest zusammen mit AFP, uE3 und B-hCG
bereits angewandt. Studien bewiesen eine héhere Aufklarungsrate durch Inhibin A und
geringere falsch-positive Werte fur das Down-Syndrom (177).

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von einigen Autoren (22), bei denen kein
signifikanter Unterschied beim Screening auf Down-Syndrom mit den Markern freies [3-
hCG, Gesamt-hCG oder Inhibin A zur Nackentransparenzmessung und PAPP-A von
der 11 bis 13 Schwangerschaftswoche bestand, obwohl das freie B-HCG in den
betroffenen Schwangerschaften friher als Gesamt-hCG oder Inhibin A erhéht war.

Um Risikopatientinnen fur Praeklampsie zu identifizieren, ist ein effektiver Marker
notwendig. So wurden erhéhte Inhibin-A-Spiegel im mutterlichen Serum im 2. Trimenon
bei Patientinnen festgestellt, die spéater eine Praeklampsie entwickelten (13). Auch
Activin-A-Spiegel waren in einigen Studien bei hypertensiven Patientinnen wéhrend der
Schwangerschaft erhdht, was ebenfalls eine Rolle von Activin in Bezug auf Prognose
und Entwicklung der Praeklampsie hinweisen kdnnte (119,157).

Es wurde aul3erdem die Gen-Expression der Activin/Inhibin-Untereinheiten (Inhibin-a,
Inhibin-BA, Inhibin-BB, Inhibin-BC), von Follistatin und Activin-Rezeptoren in
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Plazentagewebe nachgewiesen, was weitere pathophysiologische Beweise flir eine
abnormale Gen-Expression bei Patientinnen mit Praeklampsie im Vergleich zu
unkomplizierten Schwangerschaften liefert (23). Neuste Studien beweisen sehr stark
erhdhte Konzentrationen von Activin A und Inhibin A im Urin betroffener Patientinnen,
die auf eine Erh6hung dieser Proteine bereits vor den klinischen Symptomen der
Praeklampsie hinweist und somit als Marker fungieren konnten (101).

Es konnte die Expression von Inhibinen in malignem Endometrium gezeigt werden, was
auf eine mdogliche Funktion von Inhibin in Proliferation und Wachstum von
Endometriumgewebe hinweist. Nach den Ergebnissen des transgenetischen Maus-
Models konnte die wichtigste Funktion von Inhibin-a seine Wirkung als mdgliches
Tumorsupressorgen sein. Das Gen der Inhibin-a-Untereinheit wird als Tumorsupressor
angesehen. Es ist in dem transgenetischem Maus-Model mit dem Ovarialkarzinom
assoziiiert (29,85,86). Bei Mausen wurde mit der fehlenden Produktion von Inhibin-a
eine erhohte Activin-Produktion im Ovar beobachtet. Die Inhibin-a-defizienten Mause
wiesen kachektische Symptome auf, die mit einer kompensatorisch exzessiven
Sekretion von Activin einhergingen (85). In dieser Arbeit wurde keine
immunhistochemische Farbereaktion der Inhibin-a-Untereinheit in G3-Adenokazinomen
beobachtet, jedoch eine starkere Expression der Inhibin-B-Untereinheiten. Dies kdnnte
als eine kompensatorische Activinproduktion in humanen Endometriumkarzinomzellen
interpretiert werden. Da Inhibine und Activine zur TGF-B-superfamily gezahlt werden,
wurde Inhibin-a eine tumorsuppresive Funktion in benignen und frihen Stadien von
Primartumoren zugeschrieben, die mit der Tumorprogression nachlasst und als pro-
onkogenetischer Faktor in fortgeschritteneren und aggresiveren Tumoren reaktiviert
wird (135). Es mul3 noch geklart werden, ob dies auch fir das endometrioide
Adenokarzinom seine Glltigkeit hat. Es kénnte auf3erdem mdglich sein, dass die
Inhibin-a-Untereinheit in maligneren histologischen Typen des Endometriumkarzinoms
(z.B. klarzelliges Endometriumkarzinom) exprimiert und/oder hoch reguliert wird.
Inhibine werden unter anderem in Gewebeproben aus Mammakarzinomen (102,131),
Plazenta (110,111,123), humanem Endometrium (48,103,116,164), kultivierten
humanen Endometriumzellen (48,105-107,117,164) exprimiert. Es konnte in dieser
Arbeit eine signifikant hohere Inhibin-a-Expression in der sekretorischen Phase im
Vergleich zur proliferativen Phase des Menstruationszyklus in Endometriumgewebe
dargestellt werden, was vorherige immunhistochemische Studien (103,104) sowie in
vitro Ergebnisse bestétigte (104,112). Zusatzlich wurde zum ersten mal gezeigt, dass

Inhibin-a in malignem Endometriumgewebe verschiedener Differenzierungsgrade
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exprimiert wird. Obwohl das endometrioidie Adenokarzinom eine positive
immunhistochemische Farbereaktion mit Inhibin-a aufwies, war die Intensitat der
Expression  signifikant geringer im  Vergleich zu normalem humanem
Endometriumgewebe. Es bestétigten sich damit ebenfalls vorherige Ergebnisse
(48,107). Da Inhibin-a in schlecht differenzierten endometrioiden Adenokarzinom (G3)
nicht beobachtet werden konnte, kdnnte es als Tumorsupressor dienen und damit eine
entscheidende Funktion bei der Entwicklung des endometrioiden Adenokarzinom
besitzen. Wie bereits andere Studien bestatigten, konnte eine geringere Inhibin-a-
Expression in gut differenzierten Adenokarzinomen bewiesen werden als in normalem
und hyperplastischen Endomtriumgewebe (107). Deswegen kann angenommen
werden, dass die geringere Expression von Inhibin-a daher rihrt, dass sich die Inhibin-
a- und Inhibin-BA-Untereinheit zu Inhibin A verbinden, welches wiederum eine
substantielle Rolle in der malignen Zelltranformation des Endometrium spielen kénnte.
Es konnte jedoch auch moglich sein, dass die Uberproduktion von Inhibin-BA zur
Bildung von Activin A fiihrt, was bei malignem Geschehen in gréReren Mengen in den
Blutkreislauf ausgeschuttet wird (120). Dies wird durch die Tatsache bestatigt, dass in
schlecht differenzierten Adenokarzinomen (G3) keine Expression der Inhibin-a-
Untereinheit mehr festgestellt werden konnte und somit eher auf eine Produktion von
Activinen als von Inhibinen hinweist. Auch war die Expression von Inhibin-3-
Untereinheiten in G3-Tumoren starker als in G1-Tumoren. Inhibin-BB war in G3-
Tumoren starker exprimiert als bei maRig differenzierten Adenokarzinomen (G2), was
ebenfalls auf eine wichtige Funktion in der malignen Zelltransformation hindeutet.

Inhibine konnten auch bei etlichen anderen gynakologischen Tumoren nachgewiesen
werden. So wird die Messung von Inhibin im Serum neben [(-hCG bei
Trophoblasterkrankungen von Nutzen sein. Vor allem kénnten Messungen von Serum-
Inhibin A und Activin A bei der Diagnostik und Verlauf der Molenschwangerschaft von
Wert sein (49). Eine hydatide Mole mit Hyperplasie und Proliferation weist ein hohes
Risiko fur die Entwicklung einer persistierenden (eventuell metastasierenden)
Trophoblastenstdrung, einer invasiven Mole und seltener eines Chorionkarzinom auf.
Untersuchungen bewiesen eine positive Reaktion der Inhibin-Untereinheiten mit
Trophoblastengewebe und kénnten so nutzliche diagnostische Marker fir die hydatide

Mole mit persistierender polymorpher Trophoblastenhyperplasie sein (109).

Auch in Granulosazelltumoren spielen Inhibine und Activine eine entscheidende Rolle.
Es konnten erhdhte Spiegel von Inhibinen durch Radioimmunassays und ELISA von

Inhibin B bei 100% der Granulosazelltumoren nachgewiesen werden, wobei die
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Mehrheit der Tumoren auch erhdhte Spiegel fur Inhibin A und Inhibin-pro-aC zeigten
(143). Andere Studien untersuchten die Konzentration von Inhibinen in peritonealer
Flussigkeit, welche die Konzentration im Serum weit Ubertraf (6). Dabei stellte sich
heraus, dass relativ geringe Konzentrationen von Inhibin A und Inhibin-pro-aC in der
Peritonealfllissigkeit der Patientinnen mit Ovarialkarzinom mit einem fortgeschritteneren
Stadium und Differenzierungsgrad einhergehen und zu einem geringeren Anteil mit
einer positiven peritonealen Zytologie assoziiert sind (6).

Serum-Inhibin Messungen, die alle Inhibin-Untereinheiten nachweisen kénnen, dienen
vor allem der Friherkennung von Granulosazelltumoren und muzinésen Karzinomen
(31,144). Durch eine neue Inhibin-pro-aC gefiihrte Immunofluorometrie (Inhibin-pro-aC
IFMA) zusammen mit der Messung von CA125 konnte ein wirkungsvolles Verfahren

zum Screening fur Ovarialtumoren zur Verfigung gestellt werden (150); (142).

Da Inhibin schon bei zahlreichen anderen Karzinomen eine tumorsuppressive Wirkung
zugeschrieben wird und Activin eine hemmende Wirkung auf das Zellwachstum hat,
kénnten Inhibine/Activin auch beim Mammakarzinom eine wichtige Rolle spielen (132).
So wurde der Activin A als moglicher wachtumshemmender Marker in
Mammakarzinomzellen identifiziert (20). Die unterschiedliche Expression der Inhibin-
Untereinheiten im Mammakarzinom weist auf eine mégliche Rolle in der Karzinogenese
des Mammakarzinoms hin und kdnnte somit als potentieller Tumormarker genutzt
werden (102).

Activin A ist in der Lage die Proliferation bestimmter maligner Zelllinien zu steigern (40).
In der endometrialen Tumorgenese wurde aus diesem Grund eine Rolle fir Activin A
diskutiert (117,162). Es wurde gezeigt, dass eine verstarkter Activin A-Produktion in
humanen endometrialen Adenokarzinomzellen in vitro die Proliferation der
Karzinomzellen nicht stimulieren oder den apoptotischen Signalweg der Karzinomzellen
hemmen konnte. Die fehlende Sensitivitat auf die gewohnten wachstumshemmende
Signale, die von Activin A induziert werden, kdnnten statt dessen ein Mechanismus der
Unzerstorbarkeit der Endometriumkarzinomzellen sein (161). Activin kann die
Angiogenese dennoch inhibieren, woflr seine wachstumshemmende Funktion
vaskularer Endothelzellen verantwortlich ist (88). Deswegen konnte die Expression der
Inhibin-B-Untereinheiten wahrend der Karzinogenese einen wichtigen Bestandteil in der
endometrialen Angiogenese in Anspruch nehmen. Activin A wurde zudem in signifikant
hoheren Konzentrationen in Zellkuturen uteriner Spuhlflissigkeit und Serum von
Patientinnen mit Endometriumkarzinom entdeckt (120), was auf die Ausschittung von

Activin A in den extrazellularen Raum und in die Zirkulation hinweist. Da Activin A
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Zellwachstum, Proliferation und Apoptose regulieren kann (27), deutet dies auf eine
wachstumshemmende Funktion von Activin A in der pramalignen Zelltransformation hin.
Wir konnten eine unterschiedliche Expression der Inhibin-B-Untereinheiten in malignem
verglichen zu normalem Endometriumgewebe darstellen. Auch die Inhibin-BB-
Untereinheit wurde im Vergleich von G2-Karzinomen zu G3-Karzinomen starker
exprimiert, was ebenfalls eine wichtige Beteiligung dieser Untereinheit in der
Karzinogenese des Endometriumkarzinoms schlie3en lasst.

Wie in dieser Arbeit untersucht wurde, konnten Inhibine in Diagnostik und
Prognoseeinschatzung des Endometriumkarzinoms in Zukunft von Bedeutung sein
(180). Jedoch bleibt die mdgliche Funktion der Inhibin-a-Untereinheit als
Tumorsupressorgen am interessantesten, wie bereits in den Ergebnissen des
transgenetischen Maus-Models fur Ovarialkarzinom diskutiert wurde (29,85,86). In den
neusten Studien konnte eine signifikant geringere Inhibin-a-Expression im Vergleich zu
normalem und hyperplastischem Endometriumgewebe in gut differenzierten
Adenokarzinomen bewiesen werden (48,107). Die Ergebnisse fuhrten aul3erdem zu der
Hypothese, dass Inhibin-a als Tumorsupressor mit entscheidenden Funktionen in der
Pathogenese des Endometriumkarzinoms fungieren kénnte. In diesen Beobachtungen
korrelierten die ausbleibende Immunreaktivitdt von Inhibin-alpha im Tumorgewebe mit
fortgeschrittenem chirurgischen Tumorstadium, histologischem Differenzierungsgrad
und schlechter Prognose. Aus diesem Grund konnte darauf geschlossen werden, dass
Inhibin-alpha eine tumorsuppresive Funktion beim Endometriumkarzinom erfullt und
sowohl das Forschreiten des Tumors als auch die tumorabhangige Mortalitatsrate
beeinflusst. Da die verwendete immunhistochemische Farbereaktion eine einfache und
kostenglinstige diagnostische Methode darstellt, kann sie als Routineparameter in
jedem Labor mit einer immunhistochemischen Einrichtung durchgefiihrt werden. Zudem
legen die signifikanten Unterschiede im Gesamtuberleben weitere Funktionen von
Inhibin-alpha bei Patientinnen mit Endometriumkarzinom nahe. Zusatzlich wurde
auBerdem eine signifikante Korrelation zwischen der alpha-Untereinheit und der
Expression von Steroid-Rezeptoren beobachtet. Diese Tatsache wirde damit eine
funktionelle Beziehung zwischen Inhibinen und Steroiden vorschlagen (41,104).

Die moglichen Funktionen der Inhibin-B-Untereinheiten im Endometriumkarzinom sind
umstritten und noch unklar. Da Activin A, ein Homodimer aus Inhibin-BA-Untereinheiten,
in der Lage ist, die Proliferation bestimmter Zelllinien zu férdern (40), wurde Activin A
eine Rolle in der Tumorgenese des Endometrium zugeschrieben (117). Activin A kdnnte
jedenfalls die Angiogenese hemmen, indem es das Wachstum vaskularer
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Endothelzellen inhibiert (88). Demzufolge konnte die Expression der Inhibin-B-
Untereinheiten wahrend der Karzinogenese in der endometrialen Angiogenese eine

wichtige Rolle spielen.

Interessanterweise folgte nach dem Abfall der Inhibin-a-Produktion bei Mausen eine
deutliche Steigerung der Activin-Produktion im Ovar. So litten Mause mit einem Defizit
an Inhibin-a an Tumorkachexie mit einer kompensatorischen massiven Sekretion von
Activin (85). Dariiber hinaus gibt dies nun auch Grund zu der Annahme, dass Activin
kompensatorisch in Tumorzellen des Endometriumkarzinoms produziert wird. Activin A
wurde unlangst in signifikant héheren Konzentrationen in Zellkulturen, uterinen
Spulzytologien und im Serum von Patientinnen mit Endometriumkarzinom gefunden
(120). Dies deutet auf eine Sekretion von Activin A in extrazellulare Flussigkeit und den
Kreislauf hin. Da Activin A Zellwachstum, Proliferation und Apotose beeinflussen kann
(27), weist dies auf eine wachstumshemmende Rolle fur Activin in der pramalignen
Transformation hin. Activin B wurde erst kurzlich eine Funktion als Marker bei
Patientinnen mit Granulosazelltumren des Ovars zugeschrieben (173). Inhibin B kdnnte
jedoch einen spezifischeren Marker als Inhibin A darstellen (122). Somit wird Inhibin-3B
und der damit moégliche Bildung von Inhibin B und/oder Activin B ebenfalls eine wichtige
Rolle in der malignen Zelltransformation des Endometriums zugesprochen, obwohl es
noch keine serologischen Daten von Tumorpatientinnen gibt. Obwohl in dieser Studie
eine Assoziation zwischen den Inhibin-B-Untereinheiten und dem histologischem
Differenzierungsgrad bewiesen werden konnte, war keine Assoziation mit anderen
klinischen Parametern und dem Uberleben zu beobachten. Deswegen stellen beide
Inhibin-B-Untereinheiten keine nutzlichen Marker da, um Hoch-Risiko-Patientinnen mit

Endometriumkarzinom zu identifizieren und zu beurteilen.

56



6  Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Expression von Inhibin-a-, Inhibin-
BA- und Inhibin-BB-Untereinheiten in normalem und malignem Endometriumgewebe
bewiesen werden konnte. Die stetige Abnahme der immunhistochemischen
Farbereaktion von Inhibin-a zwischen gut differenzierten und schlecht differenzierten
endometrioiden Adenokarzinomen wurde beobachtet. Daraus konnte geschlossen
werden, dass dieses Glycoprotein ein mdglicher Parameter fiur die maligne
Zelltransformation darstellen kénnte und mdoglicherweise als Tumorsupressorgen bei
endometrioiden Adenkarzinomen fungieren konnte. Inhibin-alpha zeigte eine
signifikante Assoziation zu histologischem Differenzierungsgrad, chirurgischem
Stadium, Lymphknotenstatus und Diabetes mellitus bei Patientinnen mit
Endometriumkarzinom. Die fehlende immunhistochemische Féarbereaktion von Inhibin-
alpha spiegelte sich in einem geringeren Uberleben der betroffenen Patientinnen
wieder. Aus diesem Grund konnte Inhibin-alpha als Tumorsupressor in humanem
Endometriumgewebe fungieren. Diese Funktion als Tumorsupressor der Inhibin-a-
Untereinheit wurde bereits bei Mausen im Ovarialkarzinom diskutiert. Aul3erdem
belegten Uberlebensanalyen, dass die Expression von Inhibin-a ein signifikanter
prognostischer Faktor fir das metastasenfreie Uberleben, das tumorabhangige
Uberleben und das Gesamtiiberleben darstellt. Im Gegensatz dazu standen die Inhibin-
BA- und Inhibin-BB-Untereinheiten, die zwar eine signifikante Assoziation zwischen den
unterschiedlichen histologischen  Subtypen des Endometriumkarzinoms und
histologischen Differenzierungsgraden zeigten, aber nicht mit dem Uberleben der
Patientinnen mit Endometriumkarzinom assoziiert waren. Aus den genannten Grinden
kénnte eine Immunhistochemische Farbung der Inhibin-a-Untereinheit als einfache,
kostengiinstige und sehr effiziente Methode genutzt werden, um Hoch-Risiko-
Patientinnen zu identifizieren. Zudem konnte dies helfen, diese Patientinnen
herauszufiltern und eine aggressivere adjuvante Therapie einzuleiten. Bei unsicher und
schwer zu bestimmenden pathologischer Diagnose kdnnten die Inhibin-Untereinheiten
natzlicher Marker in der weiteren Diagnostik und Evaluation des pathologischen
Befundes darstellen. So koénnte mit Hilfe der Immunhistochemie Patientinnen
identifiziert werden, die ein erhéhtes Risiko haben, schlecht differenzierte
Endometriumkarzinome zu entwickeln. Es konnte sich auf3erdem die intensive

Expression der Inhibin-B-Untereinheiten in schlecht differenzierten Karzinomen im
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Vergleich zu G1 und G2-Karzinomen als potentielle Tumormarker zu Nutze gemacht
werden.

Dennoch sollte die festgestellte prognostische Signifikanz der Inhibin-alpha-Untereinheit
und der Nutzen der drei Inhibin-Untereinheiten als spezifische Marker in der

Pathogenese des Endometrium in weiteren Studien analysiert werden.
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