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1. Einleitung

Das Endometriumkarzinom ist in Industrienationen ledeutendste maligne Tumor
bei Frauen. In der EU ist es verantwortlich fur 8& Karzinome und besitzt eine
Inzidenz von 28,3/100.000 sowie eine Mortalitéh 698/100.000%°

Das Endometriumkarzinom besteht aus verschiedepernlywon Neoplasien, welche
histologische und morphologische Unterschiede reiged jedes durch eine
unterschiedliche Pathogenese gekennzeichnet ist.

Ostrogenabhangige Tumore (Typ 1) machen die uUbgemie Mehrheit der
Karzinome aus (>90%). Es handelt sich typischemveisn low-grade Karzinome,
sprich gut oder maRig differenziert und vorwiegemoim endometrioiden Typ.
Patientinen mit dieser Art von Karzinomen sind iadip6s, Nullipara und haben
eine spat einsetzende Menopause. Ebenso sind digske-Tumoren haufig mit einer
Hyperplasie des Endometriums assoziiert, insbesender atypischen Hyperplasie.
Der zweite Typ von Endometriumkarzinomen (Typ 2)itttrbei &lteren
postmenopausalen Frauen auf. Er ist in der Regehdifferenziert und weist
grof3tenteils serése und klarzellige Subtypen ay. Z Tumoren zeigen eine geringere
Antwort auf Ostrogenstimulation als Typ 1 Tumoféri®

Der Ostrogen-Rezeptor Alpha (ERspielt eine kritische und vielfaltige, bislang
jedoch nicht vollstandig verstandene Rolle bei Betstehung des Endometrium-
karzinoms. Die meisten Endometriumkarzinome exmiem den Ostrogen-Rezeptor-
Alpha. Einige dieser Tumoren sprechen besonderseméd Antidstrogentherapie,
beispielsweise mit Tamoxifen dh.?° Andererseits stellt jedoch eine Tamoxifen-
Therapie ER-positiver Brustkarzinome einen grof3en Risikofaktdir die
Entwicklung eines endometrialen Karzinoms $akiirzlich konnten wir zeigen, dass
eine Genamplifikation von ESR1 einen Hauptmechamssriir die ER- Alpha
Uberexpression in Brusttumoren darst&iitUm zu untersuchen, ob derselbe
Mechanismus die Voraussetzung fur die Entwicklumgleser dstrogenabhangiger
Karzinome wie beispielsweise Endometriumkarzinoraesigllt, untersuchten wir 368
Endometriumkarzinome in Form von Gewebe Mikro- Asratissue microarrays
TMA). Die erhobenen Daten sprechen dafiir, daséuiplifikation von ESR1 in allen

Subtypen der Endometrium-Karzinome einen wichtilgiethanismus darstellt



1.1 Athiologie des Endometriumkarzinoms

Ein Endometriumkarzinom entsteht aus Zellen dedesuimnaut des Corpus uteri. Es
existieren verschiedene Hypothesen bzw. Risikofektodie fiur die Entstehung und
das Fortschreiten des Endometriumkarzinoms veratiieho gemacht werden. Ein
wesentlicher Faktor ist die Ostrogenwirkung bzwssdém erhthte Konzentration tiber
einen langeren Zeitraum. Insbesondere schon prgmealiransformierte Zellen
reagieren stark auf eine andauernde OstrogenstiomlaAber auch adenomatdse
Hyperplasien, insb. mit Atypien, die auch als Prékaosen bezeichnet werden
stellen einen Risikofaktor fur die Entstehung eiBagometriumkarzinoms dar.
Weiterhin wird die Entstehung von Adenokarzinomess dEndometriums (mit ca.
80% der haufigste histologische Typ) durch folgei@étoren positiv beeinflusst:
hoheres Alter, Nullipara, Adipositas, Diabetes il arterielle Hypertonie,
polycystisches  Ovarialsyndrom bei jungeren Fraue@ranulosazelltumor
(semimaligner Ovarialtumor, 0Ostrogenbildend), Leirénose (durch vermehrte
Ostrogenkonversion aus  Testosteron), Assoziationt n®varial- und
Mammakarzinomen und dies haufiger in der weiRerbBevung®

Zusatzlich zu den oben erwéhnten Risikofaktorert g#auch iatrogene Ursachen,
die eine maligne Transformation induzieren kénr&ne reine Ostrogenmedikation
in der Postmenopause geht z.B. mit einem 2fachesikdii eine langdauernde
Tamoxifen-Medikation sogar mit einem 2- bis 4fadbhéren Risiko einher, einen
Endometriumkarzinom zu entwickeln. Auch vorangegegreg Beckenbestrahlungen
werden als Ursache diskutiérls letztes kann als molekularbiologische Ursache
eine Mutation im p-53-Tumorsuppressorgen, welche Entstehung von nicht-

hormonabhangigen und entdifferenzierten Karzinofiiart, erwahnt werden.



1.2 Histopathologie des Endometriumkarzinosi

1.2.1  Ostrogenabhangige Endometriumkarzinome

Histopathologisch kénnen zwei Gruppen von Endometkiarzinomen unterschieden
werden. Die dstrogenabhéngigen- (Typ 1) und dieogstnunabhangigen Karzinome
(Typ I1).

Die erste Gruppe beinhaltet die Adenokarzinome eodometrioiden Typ (Typ I), die
mehr als 80% der Endometriumkarzinome ausmachersighdals 6strogenabhangig
herausgestellt habén,sowie das seltenere muzindse Adenokarzin(ib.1).
Histologisch zeigt das endometrioide Adenokarzineimen drusigen Grundaufbau,
vielfach auch mit papillaren Auffaltungen an dendnseite der Drisenluminm
Gegensatz zu den serdsen Karzinomen zeigt dieen@berflache der Drisen eine
glatte Begrenzung, die Zahl der Mitosen ist zumgestng und nur selten findet man
Verhornungeri. Immunhistochemisch exprimieren diese TumorzellegelraaRig
Vimentin, CK 8, 18 und 19n den meisten Fallen auRerdem den Ostrogen- und
ProgesteronrezeptdiEine Expression von p53 ist in der Regel nicht magsbar, nur
in Fallen eines G3-endometrioiden Karzinoher haufigsten endometrioiden Form
des Endometriumkarzinoms geht eine klar definidtestufen voraus, namlich die
“adenomatdse Hyperplasié”.Nach der WHO-Klassifikation wird zwischen der
einfachen Hyperplasie mit einem Karzinomrisiko ven 1%, der komplexen
Hyperplasie (Karzinomrisiko zwischen 5% und 10%d uler atypischen Hyperplasie
(Karzinomrisiko etwa 30%) unterschiedémie adenomatdse Hyperplasie entsteht
ausschlieRlich bei einem Uberangebot oder einemltriden Alleinwirkung von
Ostrogenen bei Fehlen von ProgestéroBxogene Ursachen sind somit die
kontinuierliche alleinige Zufuhr aller nattrlicheund kunstlicher Derivate des
Ostrogens. Endogene Ursachen des alleinigen odbaltand (berschieBenden
Ostrogenstimulus kénnen ihrerseits in 3 Gruppemrtgitt werden. Durch vermehrte
Produktion des Hormons (im Ovar durch Follikelagasund Thekazellwucherungen,
Stein-Leventhal-Syndrom, hypophysare Stérung detSaKretion mit Unterdriickung
der Ovulationen und gehauften Follikelpersistena.ysdurch vermehrte Speicherung

und Produktion im Fettgewebe bei Adipositas undztégidlich durch den
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unvollstandigen Abbau durch Leberschaden, z.BLbberzirrhoseDabei ist wichtig
zu erwdhnen, dass nicht nur die Dauer der Einnalsmedern auch die Hohe der

Dosierung eine entscheidende Rolle bei der Karzemstehung spieft.

Weibliche Geschlechtsorgane, Mamma 7.46-7.48

7.46 Adenckarzinom des Endometriums:
Uterus

Adenokarzinome des Endometriums treten haupt-
sichlich bei Zlteren Frauen auf. Frauen, die nie
geboren haben, neigen eher zur Entwicklung von
Karzinomen des Corpus uteri als Frauen, die
geboren haben. Das Neoplasma tritt mitunter als
umschriebener Herd im Uterus auf. Hiufiger aber
ist der vergroferte Uterus von einer dicken,
knotigen Tumorschicht ausgekleidet. Der Tumor
neigt zu Blutungen; oft finden sich ausgedehnte
Nekroseherde. Diese Tumormassen filllen das
Cavum uteri aus. Sie bestehen aus dichtgelagerten,
atypischen Driisenschlduchen in sogenannter dos-
a-dos-Stellung. Die zylindrischen Karzinomzellen
(—) zeigen oft Mitosefiguren. In driisenartigen
Hohlrdumen finden sich Zelltriimmer (—). Das
spirliche bindegewebige Stroma ist von einigen
Leukozyten durchsetzt. HE x 120

7.47 Adenokarzinom

mit Plattenepithelmetaplasie:

Corpus uteri
Bei etwa einem Viertel der Adenokarzinome des
Corpus uteri erfahren die Zylinderepithelzellen
eine Plattenepithelmetaplasie (,Adenoakanthom®).
Hier infiltriert ein gut differenziertes Adeno-
karzinom (—) das sehr zellreiche Myometrium
(—*). Plattenepithelstringe (—) ohne besonders
malignen Aspekt begleiten das Adenokarzinom, Die
Prognose dieses Tumortyps wird von der Adeno-
karzinomkomponente bestimmt, und nicht von der
Anwesenheit metaplastischer Plattenepithelien.

HE x135

Abbildung 1 : Adenokarzinom des Endometriums
(Quelle: Atlas der Histopathologie, Curran, Springe Verlag)

1.2.2 Ostrogenunabhangige Karzinome

Die zweite Gruppe, auch als Typ Il bezeichnet, siddgtrogenunabhangige
Endometriumkarzinome. Hierzu gehdren die klarget- und die serds-papillaren
Karzinome. Dabei entwickeln sich die klarzelliggarzinome ausendozervikalen
Metaplasienim Endometrium , die analog zur Zervixschleimhanteu dem Einfluss
von synthetischen Gestagenen und AntidstrogenerB. (ZTamoxifen) zu

UberschieRenden Proliferationen stimuliert werd®emgegeniiber stehen die serds-
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papillaren Karzinome, die offenbar unabhangig \egligher hormoneller Stimulation,
wahrscheinlich unter dem Einfluss altersbedingterzihogene ahnlich wie beim
gleichnamigen Ovarialkarzinom, entsteRééufig lassen sich bei dieser Form c-myc-
Amplifikationen  (ein Protoonkogen) und  p53-Uberegsionen  (ein
Tumorsuppressorgen) nachweigenHistologisch sind unter den serdsen
Adenokarzinomen  haufig mehrkernige Tumorzellen lzeobachten, die stark
atypische Zellkerne und eine stark erhdhte mith#scAktivitit aufweisef.
Immunhistochemisch findet sich bei den sertsenikamen eine diffuse Expression
von Zytokeratin (CK) 7, p53 ( in nahezu allen Zeliken positiv) und p16 sowene
Uberexpression von HER2/neu in zahlreichen Faffen

Als Vorstufe der serésen Tumoren gilt das ,endoialetrintraepitheliale Karzinom
(EIC)“. * Die 6strogenunabhangigen Typ Il Karzinome sind rggi differenziert
(meist entdifferenziertes G3 Stadium) als die @smabhangigen Karzinome und
ahmen Gewebemuster ovarieller Tumoren in Form geafglarer und klarzelliger
Karzinome nach. Sie sind aber auch mit einer shtdeen Prognose verbunden als die

dstrogenabhangigen Karzinome und betreffen vorwieégdtere Patienteh.

1.2.3 Endometriale Hyperplasien und andadékanzerdse
Lasionen

1.2.3.1  \Vorstufen der Typ |- Karzinome

Wie oben bereits erwahnt, ist der entscheidendeaoFdkr die Entstehung der
adenomattsen Hyperplasie der Hyperdstrogenismuskrdgleopisch ist das
hyperplastische Endometrium breiter als 5 mm uadnkdas Endometrium diffus
oder herdférmig betreffeh.

Histologisch unterscheidet man die folgenden dsgadtiplasieformen

(Abbildung 2) :

1. einfache Hyperplasie (friher: glandular-zystesttyperplasie), 2. komplexe
Hyperplasie (friher: adenomatdse Hyperplasie) uradypische Hyperplasie

(einfache/komplexe Hyperplasie mit Atypién).

12



a einfache Hyperplasie b kompiexe Hyperplasie ¢ komplexe Hyperplasie
mit Atypien

Abb. 15.17  Formen der Endometriumhyperplasie: Bei allen ist die Schichtung in Zona spongiosa und compacta aufgehoben. Von der einfa-
chen (a} zur komplexen (b} Hyperplasie nehmen die Zahl der Driisen pro Flicheneinheit und die Mitoseaktivitit zu, der Anteil des Stromas
nimmt ab. Bei der atypischen adenomattsen Hyperplasie {c} finden sich Epithelatypien sowie eine Dos-a-Dos-Stellung der Driisen und intra-
papilldre Epithelwucherungen (vgl. Abb. 15.18 b).

Abbildung 2 : Formen der Endometriumhyperplasie
(Quelle: Allgemeine und spezielle Pathologie, U. Bile, Thieme Verlag, 5. Auflage)

Bei dereinfachen Hyperplasist das Endometrium ausgesprochen verdickt und 1ass
schon bei schwacher Vergro3erung eine zystischehBatzung (Schweizer-Kase-
Aspekt) erkennefiDas Driisenepithel ist (abhdngig vom Dilatationsgtad Zysten)
einreihig bis mehrsschichtig und zeigt, zusammendeam reichlichen Stroma, die
Charakteristiken der spaten Proliferationsphase.ebifache Hyperplasie kann in die
komplexe Hyperplasie Uibergehén.
Bei der komplexen Hyperplasigrerden die mitotisch aktiven Driisen von einem
mehrreihigen Zylinderepithel ohne Kernatypien aubgidet. Sie entsprechen
histologisch Driisen in der ProliferationsphdsBiese sind meist englumig und
werden nur noch durch wenig Stroma voneinandeeget. Dazwischen findet man
Herde endometrialer Schaumzellen.Diese endometrialen Schaumzellen sind
Ausdruck der Ostrogenstimulation. "Schaumzellerénnt man phagozytierende
Zellen, die in ihrem Zytoplasma groRere Mengen gndilropfchen aufweisen und
dadurch im histologischen Praparat ein "schaumigeskres zeigen.Bei der
atypischen Hyperplasigndet man zusétzlich zum histologischen Bild darfachen
oder der komplexen Hyperplasie Atypien der Epitbikerne? Die Kerne sind
vergrofRert, polymorph, abgerundet (statt oval)gemei scholliges-Chromatin und
13



deutliche Nukleolefl. Die Abgrenzung einer komplexen Hyperplasie mit piéyn
vom Frihstadium eines hochdifferenzierten Adenakaras kann schwierig sein.
Postmenopausale Patientinnen werden deshalb heete béiden Diagnosen

hysterektomierf.

1.2.3.2 Vorstufen der Typ-lI-Karzinome

Allgemein wird dasendometriale intraepitheliale Karzinom (EI@)s Vorstufe des
sergsen Karzinoms angesehen, auch wenn einige Autoren tbefgei dieser
Veréanderung von der frihesten Form des serdsenckdezinoms ausgeheh.
Histopathologisch findet sich eine teils flacheilstegpapillare Proliferation stark
atypischer Zellen, die positiv fiir p53 und p16 ieeen?® Durch die Einfiihrung des
Terminus “endometriale intraepitheliale Neoplag&tN)” (durch die Gruppe um G.L.
Mutter, Boston) als Vorstufe des endometrioidenzifems, ist es schon mehrfach
zu Missverstandnissen zwischen Pathologen und K€lini gekommen, so dass der
Begriff “serdses intraepitheliales Karzinom” dem gB# des “endometrialen
intraepithelialen Karzinoms” vorzuziehen ist. Aftativ kbnnte man auch von einem
“serdsen carcinoma in situ” sprectén.

Eine eindeutige Vorstufe des klarzelligen Adenokams ist noch nicht definieft.
Bislang gelang es nur Fadare et al., ein Spektrugpissher endometrialer
glandularer und oberflachlicher Veranderungen Zingeen, die haufig mit einem
klarzelligen Adenokarzinom oder anderen endomemmiaMalignomen assoziiert

waren®

1.2.4 Lokalisation und Metastasierung des Endoomalcarzinoms

Die meisten Endometriumkarzinome nehmen lhren Auggaom Fundus oder
Tubenwinkel, wachsen Uberwiegend exophytisch irhRitg Uteruslumen (kdnnen
jedoch auch in Richtung des Myometriums einwachsBann kénnen sie in die

Zervix/Vagina, Tuba uterina und bis zu den Ovariemwachsen und sogar das
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Perimetrium durchbrechen, mit der Folge des pezdten Metastasierung und
Infiltration von Harnblase oder Rektum.

Die Metastasierung des Endometriumkarzinoms erfolgtwas spéter als beim
Zervixkarzinom® Die primdre Metastasierung erfolgt zundchst lymgimogn den
Beckenlymphknoten und somit den iliakalen, sacraland parametrialen
Lymphknoten sowie paraaortal. Erst spater folgtldienatogene Metastasierung in

die Lunge (Uber die V. cava inferior), Leber, Knenhund Gehirn.

1.3. Epidemiologie

Wahrend die Inzidenz des Zervixkarzinoms in derztégt Jahrzehnten weltweit
aufgrund von nationalen Screening-Programmen adéutiibgenommen hat, wird
allgemein eine Zunahme des Korpuskarzinoms beoblacu dass diese inzwischen
die haufigste maligne Erkrankung des weiblichen ita#raktes is€ Im Jahre 2007
wurden in den USA etwa 39.000 Falle von Korpuskeumien registriert, in
Deutschland treten etwa 11.700 Féalle pro Jahf adhrlich sterben 42000 Frauen
weltweit an dieser Erkrankung; dies sind nur 1,98 &rebsbedingten Todesfélle des
weiblichen Geschlechts. Das mittlere 5-Jahres-@ber wird in den Landern mit der
hochsten Inzidenz zwischen 72% in Europa und 84%lén USA angegebeén.
Pradisponiertes Alter ist die Postmenopause (c% @Br Falle). Generell liegt der
Altersgipfel zwischen 50-70 JahréMit zunehmendem Alter nimmt auch das Risiko

zu, ein Endometriumkarzinom zu entwickéln.

1.4. Tumoreinteilung

Die Einteilung des Endometriumkarzinoms erfolgt maanterschiedlichen
Gesichtspunkten. Sie wird nach dem histopathotbgis Grading (nach der WHO)
in:

e G1: gut differenzierter Tumor (typisches Adenokaom)

* G2: malig differenzierter Tumor

15



* G3: undifferenzierter anaplastischer Tumor.

Nach dem Hormonverhalten werden:
* Typ I-Karzinome: 6strogenabhangige
* Typ lI-Karzinome: dstrogenunabhangige

unterschieden, die ausfihrlich unter Punkt 1.2 beél wurden.

Eine weitere Einteilung erfolgt nach FIGO. Bei dieslassifikation unterscheidet
man vier Stadien, T1 bis T4. In jedem Stadium gbtUntereinteilungen, die die
Eindringtiefe ins Gewebe beschreil@ab. FIGO-Stadien).

1.5. Klinik und Diagnostik des Endometriumlarzinoms

Ein héaufiges Symptom, welches in der Postmenopéusien Vorliegen eines
Endometriumkarzinoms beobachtet wird, sind postrpansale vaginale Blutungen
(jede Blutung nach den Wechseljahren ist Karzinauhehtig und sollte abgeklart
werden!). Pramenopausale Symptome sind, Menorrh@gi¢dngerte Menstruation),
Metrorrhagie (Dauerblutung, Zwischenblutungen) uBchmierblutungeh. Weitere
Symptome sind wehenartige Unterbauchschmerzenabegt. auch ein dunkler fétide
riechender Fluor vaginalés.

Zur Abklarung jeder postmenopausalen Blutung umndereBlutungsanomalie bei
pramenopausalen Patientinnen  sind somit folgendgersuchungen generell

notwendig:

* Gynakologische Untersuchung zur Abklarung, ob dietug aus dem Uterus

kommt und ob das Karzinom tiber den Uterus hinasgelehnt ist.

e Transvaginale Sonographie zur Beurteilung des Ewetliums und zum
Ausschluss anderer pathologischer Prozesse im dBerales Beckens
(Ovarialtumor, Tubenprozess).

® Hysteroskopie und fraktionierte Abrasio. Bei kletiseindeutigem Karzinom kann

auf die Hysteroskopie verzichtet werden.
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1.6. Staging und Therapie

Zum pratherapeutischen Staging des Endometriumi@® gehdren eine
Rontgenaufnahme des Thorax in zwei Ebenen, Abddstnagraphie zum
Ausschluss einer Harnstauung und einer (seltenergtadthsierung in die
parenchymattsen Oberbauchorgane und eine Zysteskopi Rektoskopie fakultativ
zum Ausschluss eines Stadium IVAs muss erganzt werden, dass der Nutzen einer
Computertomographie oder Kernspintomographie desdoAlens sowie einer
Positronenemissionstomographie (PET) im Staginghtribewiesen ist, wenn jedoch
aufgrund einer ausgepragten Komorbiditat eine pen&drahlentherapie geplant ist,
kann eine Kernspintomographie zur Therapieplanuritfreich sein. * Als
Tumormarker kénnen Ca 72-4, Ca 125 und CEA bestimenten: Hier weichen die
Meinungen aber stark auseinander, sodass fiur efkuigaren die Tumormarker beim
Endometriumkarzinom keinen Stellenwert einnehrien.

Die Entscheidung Uber die adaquate Therapie erfotgerdisziplindr unter
Einbeziehung der gynakologischen Onkologie, der alfi¢éntherapie, der
Anasthesiologie und der Pathologiericksichtigt werden missen Allgemeinzustand
und Lebenssituation der Patientin sowie das Stadden Erkrankung und die
Risikofaktoren. In der Primarsituation wird die opéve Therapie grundsatzlich
durchgefuhrt. Bei Kontraindikationen zur Operatidfgchrisikopatientinnen oder in
der palliativen Situation ist eine alleinige odersdtzliche Strahlentherapie indiziert.

Medikamentése Therapien sind risikoadaptiert durfilfrren’

1.6.1 Operative Therapie

In Deutschland hat sich die stadienadaptierte éperd8ehandlung etabliert, d.h.,
unter Beachtung des Tumorstadiums (nach FIGO),Adigemeinzustands und der
Kontraindikationen sollte stets die operative The&raangestrebt werdén. Die
abdominelle Hysterektomie mit beidseitiger Adnekim sowie die pelvine und
paraaortaler Lymphonodektomie, welche mit einerrbésserung der Prognose
verbunden ist, stellt dabei die Basisoperation®*dr den Stadien pTla bzw. pTib,
G1 oder G2 ist die LN fakultati¥. Auch in nicht mehr kurablen fortgeschrittenen
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Stadien ist eine operative Intervention (Hysterekeo im Sinne der
Blutungsprophylaxe; Debulking von grof3en Tumormagseeist mit einem Nutzen
fur die Patientin verbunden und verbessert die WKaffdat anderer palliativer
MaRnahmenr. Ist durch die préaoperative fraktionierte Abrasin ederdses oder
klarzelliges Karzinom gesichert worden, sollte zziséh eine Omentektomie sowie

die Entnahme multipler Peritonealbiopsien (inkles&werchfellkuppeln) erfolgeh.

1.6.2 Radiotherapie

Bei der Strahlentherapie des Endometriumkarzinomssmman zwischen einer
adjuvanten- und einer neoadjuvanten Therapie uwfteiden. Bei inoperablen
Patientinnen besteht die Indikation zu einer prim@ombinierten Strahlentherapie
(also neoadjuvante Therapie) aus Teletherapie \(feamk Strahlentherapie) und einer
Brachytherapie (vaginale Kontaktbestrahluhg).

Eine adjuvante Strahlentherapie wird in den StadiEla G1/2 und pT1b G1 Nx/cNO
generell nicht empfohleh. Eine alleinige Brachytherapie wird standardmaRigién
Stadien pT1b G2 Nx/nN@urchgefiihrf Eine kombinierte Tele- und Brachytherapie
wird ab dem StadiunpTla G3, 1b G3 Nx/cNGempfohlen, wobei erwdhnt werden
muss, dass beim Vorliegen eines serosen- odereligem Karzinoms unabhangig
vom Tumorstadium die Indikation fur eine Teletheeap Brachytherapie und/oder
Chemotherapie gegeben istDie adjuvante Strahlentherapie hat einen giinstigen

Effekt auf die Reduzierung des lokoregionaren Reesf
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1.6.3 Systemische Chemotherapie

Hier unterscheidet man zwischen einer adjuvanteheimer palliativen Therapie. Eine
adjuvante endokrine Therapie mit Gestagenen hatkajesicherten Nutzénn einer
Studie konnte fur Patientinnen mit optimal opegsrt Endometriumkarzinom der
Stadien 1l und IV (keine hamatogenen Metastasam)Verteil durch eine adjuvante
Chemotherapie (Adriamycin plus Cisplatin) gegenigieer Ganzabdomenbestrahlung
mit Becken- und paraaortalem Boost nachgewiesedemeDies galt auch fur High-
risk-Karzinome, und stellt eine gute Alternativer Btrahlentherapie dar.Fir die
palliative Therapie gilt: Sind bei einem Rezidiveodbei Metastasen eine Operation
und/oder  eine Strahlentherapie nicht mehr maoglichwird bei
progesteronrezeptorpositiven Karzinomen und asymatischen Metastasen die
Therapie mit Gestagenen empfohfeBei Progression unter endokriner Therapie, bei
rezeptornegativen Tumoren und bei symptomatisched Iebensbedrohlichen
Tumormanifestationen kann eine palliative Chemetpier sinnvoll seir.

Es muss jedoch erwéhnt werden, dass angesicht®ldenden oder nur marginalen
Effekte auf das Gesamtlberleben, die Indikation gystemische Kombinations-

Chemotherapien streng zu stellerfist.
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1.7. Prognostische Faktoren

Die 5-JUR aller Endometriumkarzinome betragt im tdlitetwa 7896. Bei
Diagnosestellung befinden sich 85% im Stadium FIGB0-90%ige 5-JUR) und
FIGO Il (65%ige 5-JUR) und haben somit eine sehe gtrognoséNur etwa 15% der
Endometriumkarzinome werden im Stadium FIGO 1l1%§e 5-JUR) und FIGO IV
(20%ige 5-JUR) mit einer schlechten Prognose distigiert! Etablierte
Prognosefaktoren des Endometriumkarzinoms sindPdegesteronrezeptorgehalt, der
Ostrogenrezeptorgehalt, das histologische Tumoingader histologische Tumortyp,
der Einbruch des Tumors in Lymph- und/oder Blut@efa die myometrale
Invasionstiefe des Tumors, das Lebensalter zum rdsegeitpunkt und das
Tumorstadiumt® Das Tumorstadium (nach FIGO) ist der relevantested u
gesicherteste PrognosefaktbrDas rezidivfreie Intervall wird seinerseits seharkt
vom Differenzierungsgrad des Tumors bestimitrEndometriumkarzinome mit dem
Tumorgrading G1 besal3en in einer Studie von Lugaia, ein 5-Jahres rezidivireies
Uberleben von 92%, G2-Tumoren von 86% und mit G&dten von 64%"*

Die Invasionstiefe ist ein  weiterer  wichtiger = Progafaktor des
Endometriumkarzinoms. Je tiefer die Invasion ins oMegtrium, desto
wahrscheinlicher wird eine Lymphknotenmetastase uwhesto schlechter die
Prognosé? Daher stellt auch eine Lymphknotenmetastase eindphtigen
prognostischen Faktor dar. Die 5-Jahrestberlebenskeon Patientinnen mit
Lymphknotenbefall liegt mit 28,6% deutlich unterrdg-Jahresiberlebensrate flr
Patientinnen ohne nachweisbaren Lymphknotenbef@B.000)** Ein weiterer
wichtiger Prognosefaktor ist der histologische Tgps Endometriumkarzinoms.
Wahrend die serdsen- und die klarzelligen Karzinomiteeiner schlechteren Prognose
verbunden sind, zeigen die Adenokarzinome, insloesenvom endometrioiden Typ,
eine gute Prognose.

Weiterhin ist auch der Hormonrezeptorstatus voneBadhg. Der Nachweis des
Ostrogen- und Progesteronrezeptors zeigt, dagamtionell intakter Rezeptor und
Aktivierungssystem vorliegt, denn der Progesteroepéor wird als Produkt des
aktivierten Ostrogenrezeptors gebild&Zusatzlich liegt bei einem hohen

Rezeptorstatus eine hohere Ansprechwahrscheinliatdé® Endometriumkarzinoms
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auf eine endokrine Therapie V8insgesamt gesehen haben Ostrogen- und
Progesteronrezeptor-positive Tumoren daher einstigj@me Prognose als

Rezeptor-negative Tumoréh.
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1.8 Ostrogene und verschiedene Ostrogenreraren

18.1 Funktion der Ostrogene im Korper unezsgl im Endometrium

Ostrogene sind die wichtigsten weiblichen Sexualtre aus der Klasse der
Steroidhormone. Das in der Leber Uber verschiedavischenstufen aus Acetyl-CoA
entstehende Cholesterin, welches die Basis flBdigynthese der verschiedenen
Steroidhormone bildet, wird durch Lipoproteine zwend endokrinen Driisen
transportiert> Den Hauptbildungsort der Ostrogene (95% des Seswautols und
99% des Estrons) stellt das Ovar datleitere Produktionsorte des Ostrogens im
Korper sind die Nebennieren, Hoden, FettgewebeRlazenta!

Die Produktion und Freisetzung wird seinerseits rcduGonadoliberin, einem
Dekapeptid aus dem Hypothalamus, gesteubrt.Hypophysenvorderlappen werden
daraufhin die beiden Gonadotropine, Follikel stien@ndes Hormon (FSH) und
luteinisierendes Hormon (LH) freigesetzt, die diedRiktion von Ostrogenen im Ovar
anregert! 178-Estradiol (B) ist das bedeutendste und physiologisch wirkstérks
Ostrogen.!” Ostrogene zeichnen sich durch eine genitale uné ektragenitale
Wirkung aus. Eine der wichtigsten Funktionen etfih im Zusammenspiel mit
Progesteron im Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Systemder Vorbereitung des
Endometriums des Uterus auf die Implantation ebefsuchteten EieS. Hier steuert
es wahrend des monatlichen Menstruationszyklus $kguenz von Wachstum
(proliferative Phase), Differenzierung (sekretdnsc Phase) und Rickbildung
(Menstruation) des Endometrium,.

Im Uterus verdickt sich unter dem Einfluss von Ogén die Schleimhaut, Driisen
vermehren sich und wachsen in die Lange und esrbdith Spiralarteriet. Auch die
Expression der Ostrogenrezeptoren (ERs) und degeSwronrezeptors (PR) sind
zyklischen Schwankungen unterworfen, so dass drdssionsrate des ER zur
Zyklusmitte hin ansteigt und seine maximale Konezgion im spaten Abschnitt der
proliferativen Phase des Endometriums erreicht, mash der Ovulation wieder
abzufallen*® Neben dem Uterus werden in weiteren klassischerogistsensitiven
Geweben wie den Mammae und der Vagina die Ostregeptoren verstarkt
exprimiert. In der Brustdriise z.B. bewirkt die Adgérung der Ostrogenrezeptoren
eine Stimulation von Wachstum und Differenzierures dsangepithefS. In der
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Vagina bewirken Ostrogene eine Verdickung der Sefleut und eine vermehrte
AbstoBung  glykogenhaltiger  Epithelzellen, was Ubeeine vermehrte
Milchsaureproduktion der Doderlein-Bakterien in d&gina zu einem sauren Milieu
fuhrt, wodurch die Infektionsgefahr herabgesetadWi Zur extragenitalen Wirkung
von Ostrogenen gehort die verstarkte Mineralisigrdes Knochens, das VerschlieRen
der Epiphysenfugen und die Beeinflussung des Wassat Elektrolythaushaltes
sowie zahlreiche weitere Funktionen im Herz-Kraifdgstem und des
Fettstoffwechsels.

1.8.2 Die verschiedenen Ostrogenrezept@Bralpha, ER-beta)

Es existieren zwei unterschiedliche Formen von dgstn-Rezeptoren, d&R-alpha-
und derER-beta-Rezeptor die jeweils durch dag&SR1- und ESR2-Gen kodiert
werden. Diese beiden Gene liegen auf zwei untedlithen Chromosomen,
wéahrend das ESR1-Gen aGhromosom 6 24-g27liegt, ist das ESR2-Gen auf
Chromosom 14 g21-g22lokalisiert. Die Ostrogenrezeptorsubtypen oEBnd ER
gehoren zu der Superfamilie der primar kernstamdigeezeptoren (,huclear
receptorsf'® Sie stellen somit ligandenaktivierte Transkripti@ahsoren dar, die
gewebespezifische Antworten auffiEstradiol vermittelrf! Ostrogenrezeptoren sind
jedoch nicht ausschlief3lich im Zellkern lokalisjeatndern haben auch im Zytoplasma
und in der Plasmamembran spezifische EinflusseSayrfaltransduktionskaskad&h.
Molekulare und biochemische Analysen haben gezelgss Ostrogenrezeptoren,
sowie andere Mitglieder der Superfamilie der prirk@mstéandigen Rezeptoren auch
aus sechs Doméanen (A-F) bestebisib. 3).%°
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Abbildung 3: Der Ostrogenrezeptor-a und -B im Vergleich
(Quelle: Biochemie und Pathobiochemie, Loffler, Spnger Verlag, 8. Auflage)
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Der ERu liegt im Zellkern zunachst in seiner inaktiverrirovor, die durch die Asso-
ziation mit einer Vielzahl von ,heat shock” Protem(hsp) wie z.B. hsp 90 oder
hsp 56 charakterisiert iSt.Diffundieren nun Ostrogene in die Zelle, lagernsiah an
die hsp- Rezeptor-Komplexe an, wodurch diese digsen und sich zu Dimeren
verbinden> Die so entstandenen Homodimere interagieren {lrerdeppeltes
Zinkfingermotiv mit EREs in der Promotorregion @gfensensitiver Gene.Nach
Anlagerung von koregulierenden Proteinen an die2Akann nun die Transkription
der Zielgene beeinflusst werdéh. Die Expression der beiden Rezeptoren
unterscheidet sich von Gewebe zu Gewebe: Grandbeazund in Entwicklung
begriffene Spermatiden exprimieren vorwiegend PByRezeptoren, welcher auch in
Nieren, Darmmukosa, Lungenparenchym, KnochenmarknocKen, Gehirn,
Endothelzellen und Prostata nachweisbar ¥iidagegen enthalten Endometrium,
Mammatumorzellen und Stroma der Ovarien vorwiegeymtalpha Rezeptoreff.

Fur lange Zeit glaubte man, dass dew einzelner Vermittler der physiologischen
Effekte von Ostrogenen sei. 1996 wurde jedoch @iterer Ostrogenrezeptorsubtyp in
der Prostata von Ratten entdetkt. Wie der ER: hat auch der ER die fir
kernstandige Rezeptoren typische Grundstrukturtehead aus funf Domanen und

den beiden Transaktivierungsdomanen AF-1 und Af-2.
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1.8.3 Ostrogenrezeptoren und deren FunltioBndometrium

Wie oben schon erwéahnt, erfiillen die Ostrogene wiichtige Funktion im Uterus. So
sind die Progesteron- und Ostrogenrezeptoren sawohbrmalen pramenopausalen
Endometrium, in welchem sie den zyklischen Veramdgen des
Menstruationszykluss unterworfen sind, als aochtrophischen postmenopausalen
Endometrium, in den endometrialen Hyperplasien unah den
Endometriumkarzinomen in vielen Fallen naclsbai?® Im Gegensatz zur eher
homogenen Verteilung der Steroidhormonrezeptoreroimalem Endometrium, zeigt
sich in Endometriumkarzinomen eine eher heterogeWerteilung der
Steroidhormonrezeptoréf.Auch im Endometrium wird das Vorkommen von zwei
Ostrogenrezeptorisoformen beschrieben: der kldssiSstrogenrezeptor alpha (BR
595 Aminosauren, 65 kDa) und der 1996 erstmalsemRiostata und dem Ovar der
Ratte nachgewiesene Ostrogenrezeptor beta (ER @®,AB@inosauren, ca. 60-63
kDa)>* Der Ostrogenrezeptor-beta zeigt starke Ahnlichkeitenit dem
Ostrogenrezeptor-alpha insbesondere in der DNA4Bigddomane (95%), dennoch
unterscheiden sich die beiden Ostrogenrezeptonseibty innerhalb  der
Ligandenbindungsdomane  (55%  Ubereinstimmung), lidaut in ihrer
Aminosauresequenz**. ** Auch hinsichtlich der Funktion gibt es eindeutige

Unterschiede zwischen diesen beiden Rezeptortypen.

1.8.4 Ostrogenantagonisten

1.84.1 Allgemeiner Wirkmechanismus und Plakologie von
Tamoxifen

Wirkstoffe wie Ostradiol, die an einen Rezeptor dain und einen
Signaltransduktionsweg in Gang setzen, bezeichrem ais Agonistei’ Andere

Molekile binden an Zellkernhormonrezeptoren, ohnereSignallibertragungsweg in
Gang zu setzen. Antidstrogene sind kompetetive gortisten der Ostrogene am
Rezeptor mit teilweise schwacher dstrogener Eig&ung (partielle Agonisten), die

die Wirkung kérpereigener Ostrogene aufheben odosrtavacheA?

25



Das nicht-steroidale Antiostrogen Tamoxifen (p#lgre Antagonist am
Ostrogerezeptor), welches kompetitiv die wachssiimsilierende Wirkung des
Ostradiols auf Mamma-Karzinomzellen verhindert, haéi Isomere Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Isomere von Tamoxifen scitedliche biologische
Aktivitditen aufweisen: das Cis-lsomer wirkte 0Os#ng das Trans-lsomer
antidstrogen® Anfang der 70er Jahre wurden von Cole et al., imdhaster, erste
klinische Studien an Patientinnen mit fortgescénégm Mammakarzinom erfolgreich
durchgefuhrt und am 24.07.1984 erfolgte die Ersizaing in der Bundesrepublik
DeutschlandDieser Wirkstoff konnte sich so erfolgreich durdize@, dass es zum
heutigen Zeitpunkt als das Mittel der Wahl in deéjuganten Hormontherapie des
Mammakarzinomes eingesetzt wifd.

Tamoxifen ist ein, synthetisch hergestellter, rétdidaler Ostrogenantagonist aus
der Triphenylathylengruppe, der auch eine partigheogene Wirkung besitzt.
Tamoxifen kumuliert bei chronischer Gabe, aufgruamhes enterohepatischen
Kreislaufs, im Serum, so dass erst nach frihegtén®chen ein stady-stade erreicht
wird (bei einer Dosis von 20-40 mg/d)Die Metabolisierung erfolgt intrahepatisch,
die Ausscheidung findet vor allem biliar, GUber Béces statt, die renale Elimination

ist minimal. Als Standarddosis zur Dauertherapie empfiehlt dielEinnahme von 20
mg pro Tag, da festgestellt wurde, dass hohere eDasgen keine signifikanten
Ergebnisverbesserungen ergaber?* Die Therapie sollte mindestens 3-5 Jahre
betragen, da es eine positive Korrelation zwischBahandlungsdauer und
Therapieerfolg gibt. Der Wirkmechanismus von Tarfexi beruht auf einer
kompetitiven Hemmung der Bindung von Ostrogenerzellulare Hormonrezeptoren
(Abb. 4) * da Tamoxifen mit der Alkylaminoethoxy-Seitenkett antrazellular
liegenden Ostrogenrezeptor eine Bindung eingehd sandie Bindung von Ostradiol
an diesen verhindert. Dieser Tamoxifen-Rezeptorkemiritt mit der DNA des
Zellkerns in Wechselwirkung und verhindert durcé dusbleibende Transkription den
wachstumsstimulierenden Effekt der Ostrogene. Diendrzellen werden so in der
GO0/G1-Phase gehalten, weshalb man hier von eirtestayischen Wirkung sprechen

kann?°
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Abbildung 4: Hemmung des Ostrogenrezeptors
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1.8.4.2 Tamoxifen- Auswirkungen auf Uteamnsl Endometrium

Wie auch alle anderen Medikamente ist das Tamoxiteurch zahlreiche
Nebenwirkungen gekennzeichnet. Dazu gehdren auwh Reihe von Uterus- und
Endometriumverdnderungen bis hin zum Endometrargikom?® >

Das bedeutet, dass das - auf Mammakarzinomzelleomorstatisch wirkende
Medikament Tamoxifen eine tumorférdernde Wirkung den Uterus bzw. auf das
Endometrium hat> Folglich kann Tamoxifen in ein und demselben Orgamis, an
verschiedenen Zielorganen, antiostrogene odergisteoWirkungen entfalten.
GOTTARDIS et al. (1988 und 1989) zeigten mittelsrVersuch, dass Tamoxifen am
selben Organismus sowohl antiéstrogen als aucbgstrwirken kann, indem sie bei
athymischen Mausen, denen zuvor sowohl Anteile vanenschlichen
Mammakarzinomzellen als auch Anteile von menschlich
Endometriumkarzinomzellen implantiert wurden, durcAamoxifen einen
Wachstumsstillstand der Mammatumorzellen und einacistumsstimulation der
Endometriumtumorzellen erzieltén.

Wahrscheinlich sind sowohl uterine DNA-Veranderungdés auch die Modulationen

im IGF-IGFBP System fir die Uterusverdnderungen béngfristiger
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Tamoxifentherapie urséchlich.Die Entstehung von Zervix- aber vor allem von
Korpusschleimhautpolypen ist die am haufigsten anterd$ beschriebene
Nebenwirkung von Tamoxifeff. Bei den meisten bdsartigen Uterusneoplasien
handelt es sich um Adenokarzincthe , es wurden aber auch
Adenosarkome/Karzinosarkomé klarzellige Karzinome, serés-papillare Karzinome
8 Stromasarkome® , Leiomyosarkome® und mesodermale Mischtumore®®
aufgefunden. Fur tamoxifenbehandelte postmenopausale Mammakenzin
Patientinnen besteht laut Literatur ein 1,3 biS NWlal hoheres Risiko, an einem
Endometriumkarzinom zu erkranken, als fur Frauen Mermalbevdlkerung bzw.
nicht mit Tamoxifen behandelten Mammakarzinom- dfdinnen. Den
Veroffentlichungen zufolge steigt das Risiko mineamender Dauer der Einnahme
bzw. mit steigender Kumulativdosis &\Veitere héufig auftretende Nebenwirkungen
einer  Tamoxifentherapie  sind Hitzewallungen und vBaRneigung,
MenstruationsunregelmalRigkeiten, Amenorrhoe (Ausble der monatlichen
Regelblutung), Fluor vaginalis oder trockene Vagindationen am auf3eren Genitale

(Pruritus vulvae) sowie Tachykardien.

1.9. Molekularbiologische Ursachen fir di&ntstehung
des Endometriumkarzinoms und seine Vorstufen

Die Storungen der zellularen Regulation, die sichauin einer Veranderung der
DNA-Ploidie zeigen, sind auch beim Endometriumkaomn Ausdruck einer
Dysregulation des zellularen Gleichgewichts. Beid@&netriumkarzinomen findet
eine  Uberexpression von  Protoonkogenen und  Inaktimg  von
Tummorsuppressorgenen statt, die mit der Entwigkion invasiven Tumoren und
dem Uberleben Kkorrelieren. Auch hier gibt es Umieisde zwischen den
Ostrogenabhéangigen Typ | und den 6strogenunabhémgigp Il Tumoren. In dem
zahlenmé&Rig am haufigsten vorkommenden Typ |- Karzinom, dem
endometrioiden Adenokarzinom, kann man in ca. 5@¥Fidlle eine Mutation des
PTEN-Gensnachweiseri> Weitere haufige Mutationen der Typ | Tumoren sind

Mutationen de&-ras- und ded3-catenin-Gens Dabei kommen PTEN Mutationen in
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55-83%, K-ras-Mutationen in 13-26% und 3-catenintdMionen in 25-38% der Falle
der Typ-I-Karzinome vo(Tab. 1)>?

Tabelle 5

 Vergleich ausgewéhiter molekularer Marker in endometro‘ nund d serose 3
r*Endom!tnumkmmomen und lhren Vmstuﬂ!n tnach[1]) &

Histelogie p53- Mikrosatellit-  PNET- ras- ER/PR +
Nachwels  instabilitit Mutation  Mutation

Adenomatdse Hyperplasle  Negatlv >20% >20% >20%

Endometrolde Karzinome  <10% >20% >40% >20% +

(ECI}

EIC 40-90% Negatly ? ! Negativ

Serdse Karzinome (ECI) 75-100% Negativ Negatly Negatly Negativ

Tabelle 1. Molekulare Marker in Endometriumkarzinomen und deren Vorstufen.
(Quelle: Der Onkologe, S. Ackermann, Volume 9, Nurdr 11/November 2003, 0947-8965)

Das Tumorsuppressorgen PTEN ( Phosphatase anth Temsolog ) zum Beispiel ist
auf Chromosom 10 (Position 10923.3) lokalisiert kodliert eine 403 Aminosauren
lange dualspezifische Phosphatase, die Uber nedgaggulation der Phosphoinositid-
3-Kinase/AKT-Signalkaskade eine G1-Zellzyklusblacking und/oder Apoptose
induzieren kann und damit einen negativen Einfleag  Proliferation und
Lebensdauer einer Zelle RaBomatische Mutationen und Deletionen innerhalb des
PTEN-Gens sind in 33-83% der Endometriumkarzinoaghgewiesen wordeh.

Als néchstes sind die Proteine der ras-Familieagk-N-ras, H-ras) zu erwahnen, die
eine wichtige Funktionen bei der intrazellularemgriilvermittlung im Rahmen der
Zellproliferation habenMutationen im k-ras-Gen, zumeist in Kodon 12 |oialit,
stellen frihe Ereignisse der Karzinomentwicklung alad lassen sich in 10-46% der
Endometriumkarzinome sowie bei 20% der atypischgperplasien feststelleh.

Fur die Typ-ll-Karzinome steht eine p53-Mutation\flordergrund, die sich in mehr
als 90% der Falle nachweisen |&8sDas Gen fir das Protein p53 ist auf dem
Chromosom 17 lokalisiert und wird als “Wé&chter d@enoms” bezeichnét. Es
aktiviert bei einer Schadigung der DNA eientsprechendes Reparatursystem
blockiert die Zellteilung solange, bis die Wiedestellung der DNA vollstandig

abgeschlossen ist und aktiviert die Apoptose (aatmcher Selbsttod) bei irreparablen
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Schadert? Durch eine Mutation kommt es zu irreversiblen &tgn der DNA mit der

Gefahr einer Karzinomentstehung durch fehlende ttatdes Zellwachstums.
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebekollektiv

Fur diese Studie wurde ein TMA mit primarem Tumaevgbe von 368 Patientinnen
mit einem Endometriumkarzinom verwendet. Die Gemghng fur den Einsatz und
Gebrauch dieser Gewebeproben mittels der Immurdsrenz- sowie der FISH-
Methode erbrachte uns die Ethikkommission der Usité Hamburg.

Das mittlere Alter dieser Patientinnen lag bel@fre (Altersspanne 31-92 Jahre).
Die Ausgangsdaten erhielten wir entweder aus debstegistratur der Universitat
Basel oder vom behandelnden Arzt. Die mittlere lBebtungszeit lag bei 20
Monaten (Zeitspanne zwischen 1-173 Monaten). Dastersuchende Gewebe wurde
jeweils mit Formalin fixiert (neutrale, wassrige #f Losung) und in Paraffin
eingebettet. Das pathologische Tumorstadium soemelymphknotenstatus erhielten
wir aus den urspringlichen pathologischen Berighdi® in den Tab. 3 und Tab. 4
wiedergegeben sind. Es wurden folgende histologisaterschiedliche Typen des
Endometriumkarzinoms untersucht: endometrioidexzikam (ca. 304 Félle), serdses
Karzinom (26 Félle), klarzelliges Karzinom (17 E4JiImuzindses Karzinom (8 Falle)
und letztendlich das Squamoszellkarzinom (3 Félle).

Alle Gewebsproben wurden von zwei Pathologen (HM,) hinsichtlich des
Tumorstadiums sowie des histologischen Typs untbtsWber das therapeutische
Vorgehen bei diesen Patientinnen bestand jedocteiei Information.

Um unsere Studie zu expandieren, bezogen wir audle Fnit endometrialer
Hyperplasie in unsere Arbeit ein. Eine ESR1-Amdfion konnte in 19 Fallen mit
einer atypisch-komplexen Hyperplasie, in 10 Fall@heiner komplexen Hyperplasie

ohne Atypie und in 14 Fallen mit einfacher Hypespanachgewiesen werden.
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Table 3: Ostrogenrezeptorexpression im Endometriumérzinom.

ER ICH result (Allred Score)

Cancer
histology

FIGO stage

Histologica

Hyperplasi
a Histology

All

Endometrioid
Serous

Ofters (a)

FIGO |
FIGOII

FIGO Il
FIGO IV

Gl

Gl
Gl

All

Complex
wich atypia

Complex
without

Simple
without

On

368

304
26

38

201
62

34
13

177

105
81

LS (b)

LS (b)

LS (b)

LS (b)

Analyzable

304

258

22

24

166
54

30
12

142

21
67

43

0-2%

11,5

7.0

36,4

37,5

6,6
2.3

26,7
33,3

4,9

12,1
25,4

3-4%

10,2

7.8

22,7

25

9,6
2.3

20,0
8.3

8,5

9.9
13.4

2,3

53

5-6%

21,4

22,9

9.1

16,7

20,5
31,5

16,7
16,7

23,9

17.6
19.4

25,6

31,6

30,0

14,2

7-8%

57.0

62,4

31.8

20,9

63,3
50,0

36.6
41,6

62,7

60,4
41,8

72,1

63,2

70,0

85,7

<0,0001

0,0110

0,0016

0,1396
(d)

0,3529
(d)

(a) Others include clear-cell-carcinomas (n=17)nucinous carcinomas (n=8), squamous -cell-
carcinomas (n=3) and 17 tumours that were not otteviese specified.

( b)) Conventional large sections (LS) were analyde
( ¢ ) Endometrioid vs. serous.
(d) Vs. Simple without atypia.
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Table 4: ESR1 Amplifikation im Endometriumkarzinom und den endometrialen

Hyperplasien.
ESR 1 FICH result
On Analyzable Amplificat Gain p
array ion % %
Cancer All 368 176 22,7 5,7
histology
Endometrioid 304 148 23,0 6,8 0,3738
-Ca (c)
Serous-ca 26 12 25,0 0
Others (a) 38 16 18,7 0
FIGO stage FIGO | 201 98 23,4 6,1 0,2557
FIGOIII 62 36 25,0 8,3
FIGO Il 34 17 11,8 0
FIGO IV 14 6 0 16,7
Histologica Gl 177 84 17,9 59 0,4763
| grade
Gl 105 46 26,1 8,7
Gl 81 43 25,6 2,3
Hyperplasi All 0 43 25,6 0
a Histology
Complex LS (b) 19 31,6 0 0,2413
wich atypia (d)
Complex LS (b) 10 30,0 0 0,3529
without (d)
Simple LS (b) 14 14,3 0
without

(a) Others include clear-cell-carcinomas (n=17)nucinous carcinomas (n=8), squamous -cell-

carcinomas (n=3) and 17 tumours that were not otteviese specified.
( b)) Conventional large sections (LS) were analyde
( ¢ ) Endometrioid vs. serous.

(d) Vs. Simple without atypia.
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2.2 Immunhistochemie (IHC)

Die immunhistochemische Detektion der &=Rroteine erfolgte durch ein Kit-System
(ER pharm Dx-Kit, DAKO), welches einen Cocktail vawei monoklonalen M&ause-
Antikdrpern gegen E® (Klone 1D5 und ER-2-123) enthielt. Das Kit wurde
entsprechend den Herstellerangaben verwendet. H@Bewertung wurde geman
dem Allred-Score durchgefiihit. Die Intensitdt der ER-Farbung wurde auf einer
vierstufigen Skala (0-3) und der Anteil der ER-posn Tumorzellen auf einer
funfstufigen Skala (1-5) festgehalten. Die Kombimatbeider Skalen resultierte in
einer achtstufigen Skala, nach welcher Gewebe im#ine Wert von =3 als ER-positiv
angesehen wurden. Die Interpretation erfolgte uaabiyg der Ergebnisse der FISH-

Analyse.

2.3 Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH)

Die TMA und Gewebesektionen wurden vor der Hybradisng gemafld dem Paraffin
Pretreatment Reagent Kit protocol (Vysis, lllinolshandelt. Die FISH wurde mit
einer digoxigenierten BAC-Probe (BAC RP11-450E24, RZPD, Germany)
durchgefuhrt, welche das ESR1-Gen sowie eine méctBpm-Orange bezeichnete
Chromosomen 6 zentromere Probe (chromosome 6 oestio probe [CEP6]) als
Referenz enthielt (gekauft von Vysis). Hybridisieguund anschlielBendes Waschen
wurden nach der LSI-Procedur (Vysis) durchgefubie Visualisierung der Probe
mittels fluoreszierendem Isothiocyanat (FITC)-vertbenem Schaf-Antidigoxigenin
(Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerlandirde wie beschrieben durchgefiihrt. Die
Objekttrager wurden mit einer 125ng/ml 4,6-diamityphenylindol in einer
nichtfarbenden Losung gegengefarbt. Die Anzahl FHeoreszenssignale wurde in
jedem Gewebepunkt fur die Centromer 6 und ESR1-(ebem von einer erfahrenen
Person (FH) beurteilt. ESR1-Veranderungen wurdeh Rasis der Rate der
Genkopienanzahl von ESR1 und Centromer 6 oder antaer Prasens von
Signalclustern definiert. Gewebe die mindestengdiso viele ESR1 wie Centromer
6-Genkopien (Rate =2.0) besaflRen oder Anhaufungen RISH-Signalen zeigten

wurden als ,ESR1-amplifiziert* angesehen. Gewebemahr ESR1 als Centromer 6-
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Kopien, die allerdings noch unter den Kriterien fESER1-amplifiziert* lagen, wurden
als ,ESR1-angereichert” bezeichnet (Wert >1.0 at20, keine Signal-Clusters). Alle
anderen analysierbaren Gewebe (Rate 1.0, keinge©lwgurden als ,ESR1-normal®

angesehen.

2.3.1 p-Bac Kultivierung

Laborprotokoll: pBac-E.coli-Klon-Kultivierung

(1) 10 ml Medium in einen 100ml-Erlenmeyerkolbehefi

(2) Zugabe von 30ul Chloramphenicol

(3) Mit abgeflammter Pinzette einen autoklaviertéahnstocher fassen und

Abstrich aus der stab-stock-Kultur machen

(4) Animpfen des Mediums durch Zugabe des Zahnstsch

(5) Inkubation der angeimpften Kultur bei Raumtermapg& und 200rpm im
Schittelinkubator fur 2 Tage

(6) Uberimpfen von 10ul der triib gewordenen Kultueinen mit 10ml Medium

und 30ul versetzten 100ml-Erlenmeyerkolben mitRaette

(7) Inkubation der angeimpften Kultur bei 37°C @@Drpm im Schuttelinkubator
Uber Nacht

(8) DNA-Extraktion
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2.3.2 DNA-Extraktion

Die DNA wurde aus einer pBac-E.coli-Flussigkultuithiife des ,QlAprep Spin
Miniprep Kit* von Qiagen mit leicht modifiziertem r&tokoll extrahiert. Alle
verwendeten Reagenzien und die , QIAprep spin-$&ulMaren im Extraktions-Kit

enthalten.

Laborprotokoll: DNA-Extraktion aus pBac-E-coli-Klon-Flissigkultur

(1) 3ml (2 + 1ml) der Flussigkultur im 2ml-tubeemer Tischzentrifuge (~17.900
xg) fur 90 sec bei 13.000 rpm pelletieren

(2) Pellet in 250 ul Puffer P1 vollstandig resusperen
(3) Zugabe von 250ul Puffer P2 und vorsichtigesdiién durch 4-6 mal
invertieren

(nicht langer als 5 min mit dem folgenden Schriirien)

(4) Zugabe von 350ul Puffer N3 und sofortiges wbitsges Mischen durch 4-6

mal invertieren

(5) 10 min Zentrifugation bei 13.000 rpm in einéschzentrifuge

(6) Uberstand in eine ,QIAprep spin-Saule* tiberfinr

(7) 1 min Zentrifugation bei 13.000 rpm in einesdhzentrifuge

(8) Durchflu3 verwerfen

(9) ,QlAprep spin-Saule mit 500ul Puffer PE beladend 1min Zentrifugation

bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge

(10) Zentrifugat/Durchfluf3/Abfluld verwerfen
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(11) ,QlAprep spin-Saule* erneut mit 500ul PufRE beladen und 1min

Zentrifugation bei 13.000 rpm in einéschzentrifuge

(12) Zenrifugat/Durchfluf3/Abflufd verwerfen

(13) ,QlAprep spin —Saule* erneut 1min bei IAG@pm n einer Tischzentrifuge

zentrifugieren

(14) Zentrifugat verwerfen ; ,QIAprep spin-Saula“ein 1,5ml-tube setzen

(15) ,QlAprep spin-Saule* mit 50ul auf 70°C eémmnten Puffer EB beladen

(16) 1min inkubieren (bei Raumtemperatur)

(17) 1min Zentrifugation bei 13.000 rpm in eifiéschzentrifuge

(18) Quantifizierung der DNA im Nanodrop und Auftewung im 1.5ml-tube bei
4°C

2.3.3 Sonden-Labeln (DIG-Nick Translatiormgpkoll zur FISH-
Sondenherstelung)

Die Nick-Translation ist eine Methode zum gleichimg@ Einbau markierter
Nukleotide in den DNA-Doppelstrang, wobei die DNFighzeitig auf die optimale
Fragmentlange zur Hybridisierung eingestellt wirdDiese wird durch

Agarosegelelektrophorese kontrolliert.

Die Nick-Translation wurde mit dem ,Nick TranslatioSystem* von Invitrogen
durchgefuhrt, wobei eine Mindestmenge von 1pg DNAemem Ansatz von 50ul
gegeben wurde. Das Protokoll des Kits wurde madifiz Das zulassige
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Hochstvolumen an pBac-DNA-L6sung von 38ul wurdeStiendardvolumen gewahlt
(entsprechend ca. 1,5 bis 2,5 pug DNA). AuRBerdemdeunach Ablauf der

Standardinkubationszeit ein weiteres Mal PBINase-Mix zugegeben und weiter

inkubiert.

Verwendete Materialien

* Nick Translation System (Invitrogen)

* Digoxigenin 11-dUTP (Roche)

* Polymerase | (Invitrogen)

Pipettieransatz im 0,5ml-tube

dNTP-Mix ohne dTTP 5ul
Digoxigenin 11-dUTP 1l
pBAC-DNA-LGsung 38ul
Pol | / DNase Enyme Mix 5ul
DNA Polymerase | ul
Ansatzmenge 50ul

Laborprotokoll: DNA-Markierung mittels Nick-Translation

(1) Ansatz gut durchmischen und danach herunterfiggieren

(2) Inkubation fur 90 min bei 15°C im Thermocycler

(3) Zugabe von weiteren 5ul Pol | / DNase Enzymg;vhit der Pipette
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durchmischen

(4) Inkubation fur 15 min bei 15°C im Thermocycler

(5) Zugabe von 5ul Stop Buffer

(6) Durchmischen/Vortexen und danach zentrifugieren

(7) Lagerung bei 4°C

2.3.4 FISH-Tag-1 (Hybridisierung)

Es muss erwdhnt werden, dass nur die Grof3schrdiee,die entsprechenden
Hyperplasien beinhalteten, entparaffiniert wurdebie Gewebe-Mikroarrays

bedarften keiner Vorbehandlung im Sinne einer &raifiinierung.

Laborprotokoll: Paraffin-Pretreatment und proteolytische Vorbehary

(1) TMA-Schnitte 3x10 min ins Xylol stellen

(2) 2x5 min in Ethanol (95%) stellen

(3) 3 min auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen

(4) 15 min in 80°C warmer Pretreatmentlésung (Wdies® inkubieren

(5) 2 min in dH,O waschen

(6) 150 min in 37°C warmer Proteaseldsung (Wass@libubieren
(7) 2 min in dH20 waschen

(8) 3 min in Ethanol (70%) stellen
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(9) 3 min in Ethanol (80%) stellen

(20) 3 min in Ethanol (95%) stellen

(11) 3 min auf Heizplatte (48°C) lufttrocknen

(12) Zugabe von 20 ul Sonden-Hybridisierungsauikdas Gewebe bzw. TMA

Das Sonden-Hybridisierungsmix wird seinerseits feigt zusammenpipettiert:

-14ul Basis-Hybridisierungsmix
-2ul COT-DNA
-4ul Sonden-DANN

Hybridisierungsmix (20ul)

(13) mit 24x32mm Deckglaschen eindeckeln

(14) mit Rubbercement versiegeln

(15) bei 72°C fur 10 min im Hybrite-Gerat denatugn und dann dber Nacht bei
37°C im Hybrite inkubieren
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2.3.5 FISH-Tag-2 (Detektion)

Laborprotokoll: Waschen (Zuerst Wasserbader anstellen, Waschpeiffgrerieren)

(1) TMA-Schnitte aus dem Hybrite nehmen und Rutd®ent und Deckglaschen

entfernen

(2) Schnitte in Waschpuffer (2xSSC; 0,3% NP40) Raumtemperatur stellen, bis
dieser 72°C erreicht hat

(3) Schnitte 2min bei 72°C im Waschpuffer (2xS8@3% NP40) waschen

(4) Bis zur Detektion kurz zum waschen in 1 PBES stellen

(5) Schnitte im Dunkeln lufttrocknen

FISH-Enhancer-Kit-Detektion Vorbreitung:
-Waschpuffer (¥PBS, 0,2% Tween 20) bzw. 3 OT-Kiuvetten mit Wascfgyuin

Wasserbad oder Warmeschrank auf 37°C aufwarmen.
-Ausreichend %Blocking-L6sung vorbereiten (500ul «30ul pro OT).
-Antikdrperaliquots vor Verdinnung mit Blocking-Liigy 5 min bei ca. 10.000 rpm

zentrifugieren.

(6) Objekttrager nach der Post-Hybridisierung karixPBS (100 ml in OT-Kuvette)

waschen.

(7) OT mit 500ul kBlocking-Solution eindecken (ohne Deckglaschen)n8f- 1h

bei RT inkubieren (z.B. in “trockener Kammer”).

(8) Blocking-Solution abkippen (auf Papiertuch Iste| evtl. abtupfen).

(9) 50 pl Maus-Anti-DIG-AK-Losung (2 pl AK-Lsg. Aus Kit-Tube #1 in 50 ul
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1xBlocking) auf OT pipettieren, mit Parafilm abdeckegevtl. Luftblaschen

herausstreichen) und #2h bei 37°C in feuchter Kammer inkubieren.

(10) 3x mit 100 ml Waschpuffer @PBS, 0,2% Tween20) bei 37°C waschen (kurz
nacheinander- je etwa 1 min-in 3 Kivetten nWPBS, Tween20 und 37°C stellen

(Wasserbad), zwischendurch etwas schiitteln).

(11) 50 plAnti-Maus-AK-DIG-Losung (2 pul AK-Lsg. Aus Kit-Tube #2 in 48 ul
1xBlocking) auf OT pipestieren, mit Parafilm abdeckdavtl. Luftblaschen

herausstreichen) und ¥4 h bei 37°C in feuchter Kammer inkubieren.

(12) 3x mit 100 ml Waschpuffer &PBS, 0,2% Tween20) bei 37°C waschen (kurz
nacheinander- je etwa 1 min-in 3 Kivetten mtPBS, 0,2% Tween20 und 37°C

stellen (Wasserbad), zwischendurch etwas schitteln)

(13) 50 plAnti-DIG-Flourescein-Lésung (2 pl AK-Lsg. Aus Kit-Tube #3 in 50 ul
1xBlocking) auf OT pipettieren, mit Parafilm abdeckegevtl. Luftblaschen
herausstreichen) und £?h bei 37°C in feuchter Kammer inkubieren (Antikérped

eingedeckte OT dunkel halten).

(24) 35 min mit 100 ml Waschpuffer «PBS, 0,2% Tween20) waschen (jeweils
nacheinander 5 min in 3 Kivetten mkRBS, 0,2% Tween20 und 37°C(Wasserbad)

stellen, Kivetten dunkel halten).

(15) Lufttrocknen der OT im Dunkeln bei Raumtempeara

(16) Eindecken der luftgetrockneten OT mit einenopfen DAPI-Antifade, mit

Deckglaschen (282 mm) abdecken, mdglichst dunkel halten.
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2.4 Statistik

Kreuzungstabellenanalysen und Chi2-Tests wurdemnerstet, um den Zusammenhang
zwischen klinisch-pathologischen oder immunhistogisehen Variablen und der
ESR1-Amplifikation zu analysieren. Fur die Analyspaterer Daten wurden
Lebenskurven nach der Kaplan-Meier-Methode beretalme Uberlebensverteilungen
mit dem Log-Rang-Test verglichen. Der primare Emkpuwar das Uberleben,
gemessen vom Tag der Operation bis zum Zeitpunkt ldizten Kontakts zum

Patienten.
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3. Resultate

3.1 Ere EXxpression

Die immunhistochemische Analyse von &Rvar in 304 von 368 Fallen (82,6%)
erfolgreich. In 25 (6,8%) Gewebespots waren keinendrzellen vorhanden, in 39
Fallen (10,6%) keine Gewebespots, weshalb esesedi Fallen zu keinem Ergebnis
kam. 88,5% der untersuchten Tumore wareru BRsitiv. Die intensivste Farbung
(Wert 7-8 nach Allred) konnte in 173 der 304 (578ppts nachgewiesen werden. Dies
stand in Verbindung zum endometrioiden histologesctsubtyp (p<0.0001) sowie
zum frihen FIGO Stadium (p=0.0110). Die Expression ERx korrelierte nicht mit
der Prognose der PatientfAbb. 8a). Die Ergebnisse der Immunhistochemie (IHC)
werden in Abbildung 7 dargestellt. Alle Ergebnisse der IHC sind Tabelle 3

zusammengefasst.

F) und die Komplexe Hyperplasie ohne Atypie (g-i)
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Abbildung 8: Die prognostische Relevanz abhéngig wo FIGO-Stadium (c) und abhangig vom

histologischen-Grad(d).
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Abbildung 8: Die prognostische Relevanz der ER-Udrexpression (a) und ESR1 Kopienzahl (b).
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3.2 ESR1-Amplifikation

Die ESR1 FISH Analyse wurde in 176 der 368 (48%)w&mespots erfolgreich
durchgefuhrt. Fehlende Ergebnisse sind zum einéfealende Spots auf dem TMA
(n=56, 15%) oder fehlende interpretierbare FISHI8ig (n=136, 37%)
zurtckzufihren. In 40 Tumoren (22,7%) wurde eindRERmplifikation gefunden
(Verhaltnis ESR1/Zentromer 6 >2,0 oder Cluster-n8ig). Weitere 10 Tumoren
(5,7%) zeigten einen Zugewinn an ESR1. Die Ampifisnen waren Uberwiegend
low-level Amplifikationen mit 4 bis 9 FISH-SignalemNur 8 amplifizierte Tumore
wiesen mindestens 10 (max.15) ESR1 Genkopien aaf Amplifikation von ESR1
zeigte keine Korrelation zu histopathologischen aReatern wie beispielsweise
histologischer Subtyp, Tumorstadium (p=0,617) urnifieBenzierung (p=0,4763). Des
Weiteren konnte kein Zusammenhang zwischen der Ardex ESR1 Genkopien und
der Prognose der Patienten hergestellt werddab.(8). Von 174 der 368 Tumoren
wurden sowohl FISH als auch IHC Daten erhoben. E&Rflifizierte Tumore waren
mit einer positiven ER Proteinexpression (Allredwert 3-8) korreliert (p8036). In
95% der ESR1 amplifizierten Tumore zeigte sich en@éiggradige oder hohe ER
Expression (Allredwert 5-8). Bei den nicht ampléizen Tumoren war dies nur in
68,5% der Fall. Der Zusammenhang zwischen ESR1 éf@phl und ER Alpha
Expressionslevel wird iTabelle 5 veranschaulicht. Gro3schnittanalysen von nicht-
karzinomatos entarteten Endometriumlasionen wiase5,6% der Gewebeproben
Amplifikationen auf. Dies beinhaltet komplexe Hypksien mit Atypien (6/19),
komplexe Hyperplasien ohne Atypien (3/10) sowiefamhe Hyperplasien ohne
Atypien (2/14). In all diesen Fallen war die ESRnplifikation auf die epithelialen
Zellen des hyperplastischen Endometriums beschrénkt

Beispiele fur Endometriumkarzinome und Hyperplasmait ESR1 Amplifikation
werden inAbb.7 gezeigt. Alle FISH-Ergebnisse sind fab.4 zusammenfassend

dargestellt.
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Table 5: Assoziation zwischen ESR1 Amplifikation ud ER Expression im
Endometriumkarzinom (p=0.0036).

ESR1 FISH result t ER IHC result (Allred score)
n 0-2 (%) 3-4 (%) 5-6 (%) 7-8 (%)
normal 124 16.1 15.3 16.1 52.4
gain 10 10.0 10.0 40.0 40.0
amplification 40 5 0 27.5 67.5
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4. Diskussion

Die Ergebnisse unserer Studie weisen darauf hiss da mehr als 20% der
Endometriumkarzinome eine Amplifikation de@strogenrezeptorgens (ESR1)
vorliegt. Damit ist die ESR1 Amplifikation eine dendufigsten genetischen
Veréanderungen in dieser Tumorart. Unsere Datenrhdlegrol3en Gemeinsamkeiten
zwischen endometrialen Karzinomen und Mammakarzeromit Schwerpunkt auf
der Rolle der ESR1-Amplifikation hervor. Wahrendstfalle ESR1-amplifizierten
Tumore eine hohe Rate an ER-Uberexpression aufiesggte sich in nur 2/3 der
nicht amplifizierten Tumoren eine ER- Proteintib@ression.

Aus dieser Tatsache lasst sich vermuten, dass &R1EAmplifikation als ein
Mechanismus fiir die Entstehung der ElRerexpression betrachtet werden kahn.
Die  hochsten Raten an  ESR1-Amplifikationen  zeigtersich in
Endometriumkarzinomen vom  endometrioiden  Typ, dieinee hohe
Ostrogenabhéangigkeit aufweis&n.Mit abnehmender Haufigkeit kommt Sie jedoch
auch in anderen Subtypen des Endometrium-Karzinoos Dieser Befund
veranschaulicht, dass unabhangig von allen andéfdechanismen die ESR1-
Amplifikation und die ER-Uberexpression einen Wadohssstimulationsreiz fiir
maligne entartete Zellen darstellen. Anders alsM&nma-CAs konnte im Rahmen
unserer Studie keine eindeutige Assoziation mit Beihkarzinomen, den niedrig
differenzierten Tumoren oder generell mit einem tioeaten Subtyp hergestellt
werden. Dies kann man allerdings auf die geringealhder untersuchten Féalle und
speziell den geringen Anteil an fortgeschrittenesowie serdsen Karzinomen
zuruckfuhren. Die mangelnde prognostische Relewdez ER-Uberexpression war
nicht unerwartet, bedenkt man die allgemeine Dehiter diese Thematik. Wahrend
frihere  Studien einen  Zusammenhang zwischen EReBgjn und
Differenzierungsgrad des Tumors, dem Tumorstadiumd uder Prognose
vermuteter?**® wurde dies in den aktuellen Studien nicht best&tid'** Daraus
ergab sich die Konsequenz, dass die ehemalig vol84A National Cancer Institute
empfohlene Beriicksichtigung des ER ExpressionasSthei der Beurteilung und
Auswertung von Endometriumkarzinomen, die mindesfén die Stadien FIGO | und

Il empfohlen wurden, zuriickgezogen wurde und inaktuellen WHO-KIlassifikation
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nicht mehr berticksichtigt wirtf.

Zusatzlich muss erwahnt werden, dass die hohe BRaté&R-positiven Tumoren
(88,5%) und die vergleichsweise kurze BeobachtwigsZeine optimale
Voraussetzung fur die Beurteilung hinsichtlich deygnostischen Relevanz bietet.
Die ER-Expression ist der wichtigste therapeutisémgriffspunkt und wird nach
jeder Diagnosestellung eines Mammakarzinoms roundfiég durchgefuhrt.

Mehr als 60% der Patientinnen mit einem Mammakarniprofitieren heutzutage von
einer Anti-Ostrogen Therapie. Jedoch ist die ktihes Relevanz der ER-Expression
bei den Endometriumkarzinomen noch nicht hinreichgeklart. Trotz der Tatsache,
dass ein Ostrogeniiberschuss und eine ER-Ubereiprelis wesentlichen treibenden
Kréafte bei der Entstehung des Endometriumkarzinatassteller?® waren die
Ergebnisse der Anti-Ostrogen Therapie in frilhenisospaten Tumorstadien eher
entmutigend?

In unserer aktuellen Studie Uber Mammakarzinomenten wir zeigen, dass ESR1
amplifizierte Tumore optimal auf eine Anti-OstrogefTherapie reagierefl. Dies
fuhrte zu der Spekulation, dass eventuell auch E%itive Endometriumkarzinome
von solch einer Therapie profitieren. Um diese Esdgllung, ob ESR1
Amplifikationen ebenfalls eine Rolle bei der Eptsing von Vorstufen des
Endometrium-Ca spielen, ndher zu bearbeiten, wrdkten wir Falle mit komplex-
atypischen Hyperplasien sowie einfach und kompletdgperplasien ohne Atypien.
Die atypisch komplexe Hyperplasie kann als ein&k&hderose eingestuft werden, die
unbehandelt in etwa 30% der Félle in ein obligéteszinom UbergeHt Die nahezu
identische Anzahl an ESR1-Amplifikation in komplatypischen Hyperplasien sowie
die sich hieraus entwickelnden Karzinome lasst weem dass die ESRI1
Amplifikation eine friihzeitige Veranderung in dieseumoren darstellt.

Die vergleichsweise ahnliche Frequenz der ESR1{Akgtionen in komplexen
Hyperplasien ohne Atypien lasst vermuten, dassEB&1 Amplifikation auch den
Ubergang dieser Vorstufe in die atypisch komplexgpétplasie bahnt. Diese
Ergebnisse sind mit den Ergebnissen der Mamma-Gali€St in der ESR1-
Amplifikationen sogar in gutartigen Veranderungdme® jeglichen Hinweis auf eine
prakanzerdse Entartung beobachtet wurde, sehreggieichbar®

Trotz der sparlichen Anzahl an untersuchten Fahedieser Studie konnte sich die

50



ESR1-Amplifikation als eine haufige Veranderungden Endometriumkarzinomen
sowie dessen Vorstufen darstellen. Erganzend nedsxl erwahnt werden, dass die
klinische Relevanz sowie der Mechanismus, welchedieser Verdnderung fuhrt,
weiterhin im Schatten der Vermutung bleiltlerdings lasst sich vermuten, dass
ESR1-Amplifikationen bevorzugt im Gewebe mit hoh€ranskriptionsrate des
entsprechenden Gens entstehen und einen wesentliehktor flir die maligne
Transformation der Zellen darstellen. Die ESR1-Afikation mit folgender ER-
Uberexpression bietet der Zelle, durch die gesteigeAktivierung von
gewebespezifischen Targetgenen, einen Wachstureg\getentber anderen Zellen.
Die besonders gute Ansprechrate von ESR1 amplifemieMammakarzinomen auf
Tamoxifen deutet darauf hin, dass das Wachstumesale Uberlebensrate dieser
Zellen sehr stark von einer Stérung im Ostrogentatusdieser Zellen bestimmt
werden. Anderenfalls kann die Entstehung einer ESRplifikation unter einer
Tamoxifen-Therapie nicht ausgeschlossen werden.

Die inkomplette Blockade von ER unter einer Tamemxiilherapie kann sogar als
Selektionsvorteil fur ESR1 amplifizierte Zellen asghen werden. Eine &hnliche
Situation findet man auch bei Prostatakarzinomes, vielchen unter einer Anti-
Androgen-Therapie die Amplifikation von AndrogenzZeptor-Genen getriggert
wird.*® Im Rahmen unserer Studie ist uns jedoch nicht trgkgewesen, ob unser
Patientenkollektiv vorher einer Tamoxifen-Therapigerzogen worden ist oder nicht.
Die hohen Rate an ESR1-amplifizierten Fallen (238s¥t die Schlussfolgerung zu,
dass eine ESR1 Amplifikation auch ohne Einsatzrelmenoxifen-Therapie entstehen
kann, die nur einen kleinen Anteil an Endometrikiarzinomen ausmacht und dies
trotz der Tatsachen, dass das Risiko der Entwickleines Endometriumkarzinoms
unter einer Tamoxifen-Therapie im Vergleich zur iatbevolkerung um das 2 bis 3
fache erhoht ist?

Die Auswertung von ESR1 Amplifikationen durch di¢SH erfordert besondere
Sorgfalt. Im Gegensatz zu HER2 Amplifikationen, dign typisches Muster von
grol3en und weit auseinander gedrangten Signaleéanbisind die Cluster bei ESR1
Amplifikation eher extrem dicht atypisch und schwe klassifizieren. Dies fuhrt zu
dem Problem, dass viele Cluster-Signale als Eirgedfe missinterpretiert werden, da

der Abstand zwischen zwei getrennten Signalen &test als der Durchmesser eines
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einzigen Signals. Ein dhnliches Bild von dicht beaeder liegenden ESR1-Clustern
hatten wir zuvor bei Mamma-Ca-Arrays beobachteheEjenaue Untersuchung des
ESR1-Amplicons in Mammakarzinome erbrachte die adts, dass es sich um ein
sehr kleines Amplicon von etwa 400-600 kb hande#iches auch nur das ESR1-Gen
beinhaltet! Dieses eng zusammengedrangte Muster an Clustemdckach die kleine
Lange des entsprechenden DNA- Abschnittes im Araplievelches nicht durch den
ca. 140 kb langen DNA-Abschnitt der FISH Probessfavird, erklart werden.
Vergleichsweise beinhalten die HER2 Amplicons, dieer das Muster von breit
voneinander getrennten Signal-Cluster bieten, megreBasenanzahl von 6000-10000
kb einen gréReren DNA Abschnitt und daher ein spazifischeres Bild’

Insgesamt ergibt sich aus dieser Studie die Tatsacass ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen ESR1-Amplifikationen und HiRyExpression in
Endometriumkarzinomen besteht. Ob die ESR1-Amglifdn die Entstehung eines
Endometriumkarzinoms begunstigt, ist jedoch weitetmklar und bedarf weiterer
Untersuchungen.

Der Zusammenhang zwischen ESR1 positiven Mammatmand einer guten
Ansprechrate auf eine Tamoxifen-Therapie lasstSgiekulation zu, dass auch ESR1
positive Patienten mit einem Endometriumkarzinomn veiner Anti-Ostrogener

Therapie profitieren kdnnen.

52



D. Zusammenfassung

Der Ostrogen-Rezeptor Alpha (ERspielt eine kritische und vielféltige, bislang
jedoch nicht vollstandig verstandene Rolle bei Betstehung des Endometrium-
Karzinoms. Die meisten endometrialen Karzinome iexigren ER: und einige von
diesen reagieren gunstig auf eine Anti-Ostrogendjie. Andererseits stellt jedoch
eine Tamoxifen-Therapie einen grof3en Risikofaktdr @lie Entwicklung eines
endometrialen Karzinoms dar. Kirzlich konnte gezeigrden, dass die Amplifikation
des ESR1-Gens, welches fiir den Ostrogen-RezeptghaAlcodiert, einen
Mechanismus fiir die Uberexpression von ER-AlphBrimsttumoren darstellt.

Diese Studie wurde entwickelt, um die potentiel@l®&von ESR1-Amplifikationen in
Endometrium-Tumoren zu erforschen. Mittels Fluoeezzin-situ-Hybridisierung
(FISH) und Immunhistochemie wurden Gewebe-Mikroags von 368 Endometrium-
karzinomen und GroR3schnitte von 43 Fallen von Eretdom Hyperplasien auf
ESR1-Genamplifikationen und ERProtein-Expression untersucht. In der FISH zeigte
sich eine ESR1-Amplifikation in 40 von 176 (23%y #&@rzinome, in 6 von 19 (32%)
der atypischen komplexen Hyperplasien, in 3 von (B0%) der komplexen
Hyperplasien ohne Atypien und in 2 von 14 (14%) ei@fachen Hyperplasien ohne
Atypien. Eine hohe ER-Alpha Proteinexpression warEndometriumkarzinomen
signifikant mit einer ESR1-Amplifikation assoziigp=0.0036). Diese Daten weisen
darauf hin, dass einer EFUberexpression in Endometriumkarzinomen héaufig eine
ESR1 Amplifikation zugrunde liegt, und suggerieréass die ESR1 Amplifikation bei
einem signifikanten Anteil der Endometriumkarzinoeiee entscheidende Rolle in
deren Entwicklung spielt.

Unter Beachtung der préadiktiven Rolle der ESR1-Afilggltion fur Tamoxifen-
Reaktionen bei Brustkrebs wird es interessant zairerforschen, welche Reaktion

ESR1-amplifizierte Endometriumkarzinome auf Ostraggagonisten zeigen.
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6. Abklrzungen

- Acetyl-CoA = Acetyl-CoenzymA

- Anti-DIG-AK = Anti-DigoxigeninAntik6rper
- BAC-Probe = BacterialArtificial Chromosome
- CEA = Carcine@mbryonalesAntigen

- CEP 6= ChromosoménumeratiorProbe

- DNA = Desoxyribaukleinsiure

- DAPI = 4,6-Diamidino-2-phenyindol

- dNTP = Desoxyribaukleosidriphosphate

- dTTP = Desoxyhymidintriphosphat

- ESR =Eostrogemezeptorgen

- Endo- CA = Endometriunkarzinom

- Er-alpha = Eostrogenezeptor-alpha

- Er-beta = Eostrogenezeptor-beta

- EIC = Endometrialantraepitheliale& arzinom
- EIN = EndometrialantraepithelialeNeoplasie
- E1 =Estron

- E2 = 17-REstradiol

- E3 = Estriol

- e.coli= Escherichiacoli

- FITC =Fluoresceimsahiocyanat

- FISH = Fluoreszenzn situ-Hybridisierung
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- FIGO = Fédération nternationale d&ynécologie et @bstétrique
- FSH = FollikelstimulierendedHormon

- hsp = HeatShockProtein, Hitzeschockproteine
- ICI =ImpericalChemicall ndustries

- ISH =In situ-Hybridisierung

- 5-JUR = 5- Jahrestberlebensate

- LH = LuteinisierendesHormon

- LN =Lymphaodektomie

- OT = Objektrager

- PTEN-Gen = Phosphatase aritensin homolog
- PET = PositronenEmissionsT omographie

- PR = Progesteronezeptor

- PBS = Phosphatbufferedsaline

- RNA = Ribonukleinsdure

- RT = Raunmtemperatur

- SERM-Therapie = Selectiveestrogernr eceptormodulators
- TMA =TissueMicroarrays

- WHO =World HealthOrganization
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