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1 Fragestellung

Gegenstand dieser Studie sind Prognosefaktoren beim Endometriumkarzinom sowie die
prognostische Bedeutung der CA IX-Expression im Tumorgewebe und Serum von Pati-

entinnen mit primdrem Endometriumkarzinom.

Zentrale Fragestellung:

1. Besteht eine Assoziation zwischen tumoraler CA IX-Expression und bekannten klini-

schen oder histopathologischen Prognoseparametern?

2. Ist die intratumorale Expression von CA IX von prognostischer Bedeutung fiir das

Uberleben der Patientinnen?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen der intratumoralen CA IX-Expression und der

CA IX-Expression im Serum?

4. Wie ist der Einfluss bekannter klinisch-pathologischer Prognosefaktoren auf das Out-

come der Patientinnen im betrachteten Kollektiv?
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2 Einleitung

2.1 Das Endometriumkarzinom
2.1.1 Epidemiologie

Das Endometriumkarzinom ist der hdufigste maligne Tumor des weiblichen Genitaltrak-
tes in der westlichen Welt. Die hochste Inzidenz findet sich in Nordamerika und den
westeuropdischen Lindern. Hier handelt es sich um den vierthdufigsten malignen Tu-
mor der Frau nach Mamma-, Bronchial- und kolorektalem Karzinom. In den USA liegt
das kumulative Erkrankungsrisiko einer Frau bis zum 75. Lebensjahr bei 1,7 % 1221, In
Deutschland erkranken jihrlich ca. 11.000 Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
bei 69 Jahren (Robert Koch Institut 2015). Trotz Fortschritten in der Fritherkennung und
der Behandlung sind die jdhrliche Inzidenz sowie die Sterberate in den letzten 20 Jah-
ren steigend. Dies wird auf die gestiegene Lebenserwartung und eine generelle Zunahme
der krebsbedingten Todesfille sowie einen Anstieg von Adipositas in der Gesellschaft
zuriickgefiihrt. Auch die verbreitete medikamentdse Brustkrebstherapie mit Tamoxifen
scheint einen Einfluss zu haben!!22/°2l Da der GroBteil der Tumoren in einem friihen
Stadium (80 % in FIGO Stadium I) festgestellt wird, ist die Prognose in der Regel gut.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate betrigt hier iiber 95 %221, In Europa steht das Endometri-
umkarzinom an neunter Stelle der krebsbedingten Todesursachen bei Frauen und macht

2 % der krebsbedingten Todesfille der Frau aus 7.
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Kapitel 2. Einleitung

2.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Einer der wichtigsten Risikofaktoren der Entstehung eines Endometriumkarzinoms ist
ein fortgeschrittenes Alter!'>?. Die immer #lter werdende Bevolkerung ist daher auch ein
Faktor, der fiir die weltweite Zunahme der Erkrankung sorgt!13% 122,

Bei den meisten Patientinnen mit einem Endometriumkarzinom liegt ein Uberschuss an
Ostrogen vor. Dieser stellt den zentralen Risikofaktor beim Endometriumkarzinom dar.
Einerseits kann er durch eine endogene Ostrogeniiberproduktion entstehen, andererseits
auch durch eine Substitution hervorgerufen werden.

Eine iibermiBige Ostrogenproduktion findet vor allem im Fettgewebe iibergewichtiger
Frauen statt. Hier kommt es durch die Konversion von Androgenen zu Ostrogen zu einem
Ostrogeniiberschuss.

Die typischen Charakteristika einer Endometriumkarzinompatientin sind neben Uberge-
wicht auch andere Faktoren des metabolischen Syndroms wie etwa Hypertonus oder ei-
ne Hypertriglyceriddmie. Laut einer Metaanalyse aus dem Jahr 2014 steigt das relative
Risiko, ein Endometriumkarzinom zu entwickeln, bei Patientinnen mit einem metabo-
lischen Syndrom um den Faktor 1,89. Betrachtet man die Faktoren des metabolischen
Syndroms separat, so steigt das relative Risiko am stirksten bei Adipositas (RR: 2,21)1%
Das Krebsrisiko steigt hierbei konkordant mit dem BMI (Ubergewicht: 1,32, Fettleibig-
keit: 2,54)231 - Andererseits scheint ein hoher BMI prognostisch giinstig. Patientinnen
mit einem hohem BMI zeigen eher differenzierte Tumoren mit einem niedrigen Tumor-
stadium und einer endometrioiden Differenzierung als diinne Patientinnen/®4

Es wird angenommen, dass Diabetes mellitus Typ II ein unabhéngiger Risikofaktor ist. Ei-
ne Metaanalyse aus dem Jahre 2007 legt den Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus
(iiberwiegend Typ II) und dem Risiko, an einem Endometriumkarzinom zu erkranken, na-
he. Aus dieser Studie ergibt sich fiir Erkrankte ein nahezu doppeltes Risiko im Vergleich
zu gesunden Frauen!®. Eine groBe prospektive US-amerikanische Studie zeigte die Be-

deutung von Diabetes mellitus als Préadiktor fiir eine erhohte Sterblichkeit bei Vorliegen
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Kapitel 2. Einleitung

eines Malignoms. In diesem Zusammenhang war auch fiir das Endometriumkarzinom ein
erhohtes Risiko festzustellen!*!]. Eine polnische Studie wies einen signifikanten Zusam-
menhang zwischen Diabetes mellitus Typ II und dem Overall Survival nach 72, Eine
englische Studie aus dem Jahre 2014 zeigte jedoch, dass das erhohte Risiko bei Diabetes
mellitus Typ II eher aus dem hiufig assoziierten Ubergewicht resultiert 122,

Weitere Risikofaktoren aus reproduktionsmedizinischer Sicht sind Nulliparitit und Infer-
tilitidt, wobei die Infertilitit durch ein Polyzystisches Ovarialsyndrom die hochste Risiko-
steigerung (ca. 3-fach) mit sich bringt!10l,

Auch eine frithe Menarche und spite Menopause gelten als Risikofaktoren, da es hier
durch die héhere Anzahl von Menstruationszyklen zu einer erhdhten Ostrogenexpositi-
on kommt. Eine postmenopausale Mono-Ostrogentherapie steigert das Risiko bei einer
Ostrogengabe von mind. 5 Jahren sogar um das 10- bis 30-fachel®l. Ein vermindertes
Krebsrisiko wurde bei der Einnahme von kombinierten oralen Kontrazeptiva beobach-
tet. Das Risiko sinkt hierbei mit der Einnahmedauer221!, Zu beachten ist weiterhin, dass
die Gabe des selektiven Ostrogenrezeptor-Modulators Tamoxifen bei der Brustkrebsthe-
rapie ebenfalls zu einem Risikoanstieg fiihrt, da Tamoxifen eine Ostrogendhnliche Wir-
kung auf das Endometrium hat. Fisher et al. beschrieb eine Risikoerhohung fiir Patien-
tinnen unter einer Tamoxifentherapie um den Faktor 2,53 im Vergleich zur Placebogrup-
pe, wobei ein Zusammenhang zwischen Einnahmedauer und Risikosteigerung festgestellt
wurdel28 2021

Auch bei Ostrogen-produzierenden Tumoren wie Granulosazelltumoren besteht ein er-
hohtes Risiko simultan ein Endometriumkarzinom zu entwickeln!*l,

Hinsichtlich der Biologie, des klinischen Verhaltens und der molekularen Pathogenese
unterscheidet man nach Bokhman zwei Tumortypen. In der Mehrheit der Fille, 70 - 80 %,
handelt es sich um Typ I (low-grade). Das Wachstum dieses Tumortyps wird durch Ostro-
gene stimuliert. Histologisch zeigt er eine endometrioide Differenzierung und entsteht auf
dem Boden einer komplexen atypischen Endometriumhyperplasie. Ferner ist eine Asso-

ziation dieses Tumortyps mit Ubergewichtigkeit, Hyperlipidimie, Anovulation, Infertili-
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Kapitel 2. Einleitung

tdt und einer spiten Menopause beschrieben. Der Tumor ist bei Diagnosestellung hiufig
auf den Uterus beschrinkt und geht nur mit einer geringen Myoinvasion einher. Er ist als
prognostisch giinstig zu betrachten (Abb. 2.1

Beim Typ II (high-grade) dagegen handelt es sich vornehmlich um serdse oder klarzellige
Karzinome. Im Gegensatz zu Typ I sind diese Tumoren in der Regel nicht durch Ostro-
gene stimulierbar. Sie entstehen auf dem Boden eines atrophen Endometriums und treten
daher hiufiger bei #lteren Patientinnen auf als Ostrogen-assoziierte Tumoren. Endome-
triumkarzinome vom Typ II zeigen meist ein aggressiveres Verhalten und eine stirkere

Tendenz zur Metastasenbildung. Damit gehen sie insgesamt mit einer schlechteren Pro-

gnose einher als Tumoren vom Typ 123 (Abb. S. .

Abbildung 2.1: Typisches Driisenmuster eines endometrioiden Endometriumkarzinoms bei einer
Frau mittleren Alters 11631,
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Abbildung 2.2: Ein serdses high-grade Endometriumkarzinom bei einer dlteren Fraull65l,

In der klinischen Praxis sind jedoch hdufig auch Mischtypen aus Typ I und Typ II
anzutreffen’23], Die Klassifikation nach Bokham bietet eine gute Grundlage, die jedoch
im Rahmen der modernen Medizin differenziert betrachtet werden muss und zukiinftig

sicherlich Modifikationen bzw. Erweiterungen bedarfll7l,

Das Lynch-Syndrom als hereditire Form des Endometriumkarzinoms

In 2-3 % der Fille liegt eine erbliche Form des Endometriumkarzinoms im Rahmen
eines Lynch-Syndroms vor, auch Hereditdres nichtpolyposes kolorektales Karzinom
(HNPCC) genannt. Hierbei handelt es sich um eine autosomal dominante Erkrankung,
die zu Mutationen in DNA Mismatch-Reparaturgenen und schlieBlich einer Mikrosatel-
liteninstabilitét fithrt. Am héufigsten finden sich die Mutationen in den Genen MSH2
(50-66 %) und MLH1 (24 - 40 %). Das Endometriumkarzinom ist nach dem kolorektalen

18
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Karzinom der zweithiufigste maligne Tumor bei Frauen mit einem Lynch Syndroms/2%8],
Bei den Betroffenen liegt die Wahrscheinlichkeit bei 40-60 % ein Endometriumkarzi-
nom als erste klinische Manifestation des Lynch-Syndroms zu entwickeln!!2®l, Daher
wurden in einigen Lindern - u.a. in den USA - Screeningprogramme bei Patientinnen mit
Endometriumkarzinom eingefiihrt, um eine hereditdre Genese im Rahmen eines Lynch-
Syndroms friithzeitig zu erkennen und so ggf. ein Screening auf ein kolorektales Karzinom
einzuleiten. Das Risiko in den néchsten 10 Jahren eine weitere maligne Erkrankung zu
entwickeln betrigt bei diesen Patientinnen 50 %. Das Lebenszeitrisiko ein Ovarialkarzi-
nom zu entwickeln liegt z.B. bei 9-12 %.

Das mittlere Erkrankungsalter der Frauen mit Endometriumkarzinom und Lynch-Syndrom
betrigt 46,8 Jahre. Sie weisen in der Regel nicht die typischen Risikofaktoren eines spora-
dischen Endometriumkarzinoms auf. Die Histologie ist unterschiedlich und kann sowohl

eine endometrioide als auch nicht-endometrioide Differenzierung zeigen!22%,

2.1.3 Klassifikation

1988 beschloss die Internationale Vereinigung fiir Gynikologie und Geburtskunde (FI-
GO) die Umstellung des Staging Systems von einer klinischen auf eine chirurgisch-
pathologische Klassifikation. Fiir das chirurgische Staging nach der aktuellen FIGO-
Klassifikation ist eine Hysterektomie, sowie stadienabhingig die Beurteilung der Lymph-
knoten (pelvin und paraaortal) und der Adnexe sowie die Durchfiihrung einer Perito-
nealzytologie notig. Die pathologische Untersuchung beinhaltet die Feststellung des
histologischen Gradings, der Tiefe der Myometriuminvasion und einer moglichen Mitbe-
teiligung der Cervix!!32l, Eine weitere Anderung des Systems erfolgte 2009 um wichtige

histopathologische Prognosefaktoren in die Klassifikation zu integrieren2! (siche Tab.

1] S. 20).
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Klassifikation Endometriumkarzinom

TNM FIGO

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

T1 I Tumor begrenzt auf Corpus uteri

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

Tib IB Tumor infiltriert die Halfte oder mehr des Myometriums

T2 0 Tumor infiltriert das Stroma der Zervix, breitet sich jedoch nicht
jenseits des Uterus aus

T3 und/oder I Lokale und/oder regiondre Ausbreitung wie nachfolgend

N1 beschrieben:

T3a A Tumor beféllt Serosa und/oder Adnexe (direkte Ausbreitung
oder Metastasen)

T3b 1B Vaginal- oder Parametriumbefall (direkte Ausbreitung oder
Metastasen)

N1 nc Metastasen in Becken- und/oder paraaortalen Lymphknoten

ci Metastasen in Beckenlymphknoten
nc2 Metastasen in paraaortalen Lymphknoten
T4 IVA Tumor infiltriert Blasen- und/oder Rektumschleimhaut
M1 IVB Fernmetastasen, einschliellich intraabdomineller Metastasen

(ausgenommen Metastasen in Vagina, Beckenserosa oder
Adnexen, einschlieBlich Metastasen in inguinalen und anderen
intraabdominalen Lymphknoten als paraaortalen und/oder
Beckenlymphknoten)

Tabelle 2.1: Klassifikation des Endometriumkarzinoms (modifiziert nach [54]).
Abk.: FIGO - Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique.

2.1.4 Symptome und Diagnostik

Klassischerweise prisentieren sich Patientinnen mit einem Endometriumkarzinom mit
einer postmenopausalen Blutung. Bei ca. 20 % der Patientinnen mit postmenopausa-
ler Blutung lassen sich Malignome feststellen, die in der Mehrheit das Endometrium

betreffen!3Y Um eine Endometriumhyperplasie oder Neoplasie auszuschlieBen sollte
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jede irregulédre perimenopausale und postmenopausale Blutung gynikologisch abgeklért
werden.

Als erster diagnostischer Schritt bietet sich die Untersuchung mittels transvaginalem
Ultraschall an, da dieser die Beurteilung des Endometriums mit Bestimmung der Endo-
metriumdicke ermoglicht. Es zeigte sich, dass bei postmenopausalen Patientinnen eine
Endometriumdicke von 5 mm oder weniger mit einem geringen Risiko fiir ein Endome-
triumkarzinom einhergeht, diese also einen hohen negativen priadiktiven Wert hat. Eine
Endometriumdicke von mehr als 5 mm hingegen ist verdidchtig und erfordert weitere
diagnostische MaBnahmen im Falle einer postmenopausalen Blutung L2727 Bej
klinisch weiterhin bestehendem Verdacht ist eine feingewebliche Untersuchung des En-
dometriums unabdingbar. Das Standardverfahren hierfiir ist eine fraktionierte Abrasio
gef. in Kombination mit einer Hysteroskopie®*!. Auch die weniger invasive Endome-
triumbiopsie mittels einer Pipelle hat sich in diversen Studien als geeignetes Verfahren

erwiesen!:22]. Eine Endometriumbiopsie unter hysteroskopischer Kontrolle bietet sich

besonders bei fokalen Lisionen des Endometriums an/2> 1141,

2.1.5 Therapie

2.1.5.1 Operative Therapie

Bei der Behandlung des Endometriumkarzinoms ist die operative Entfernung des Tumors
die Therapie der Wahl. Die Operation sollte standardmifig die Entfernung der Gebdarmut-
ter, der Adnexe beidseits, sowie eine zytologische Untersuchung der Peritonealfliissigkeit
umfassen.

Eine Entnahme der pelvinen und paraaortalen Lymphknoten bis zum Nierenstiel sollte bei
Tumoren mit einem Tumorstadium > pT1b, einer schlechten Differenzierung (G3) oder

einer serdsen oder klarzelligen Histologie erfolgen.
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Der Zugang wird in der Regel iiber eine Medianlaparotomie oder ein laparoskopisches
Verfahren gewihlt, wobei die unmittelbar postoperative Morbiditét bei laparoskopischen
Verfahren im Vergleich zu offenen Verfahren geringer ist. In Ausnahmefillen ist die allei-
nige vaginale Hysterektomie moglich.

Bei fortgeschrittenem Tumorstadium bzw. einer klarzelligen oder serdsen Histologie soll-
ten zusdtzlich Proben vom Peritoneum genommen und eine Omentektomie durchgefiihrt
werden.

Bei Patientinnen mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen wird die komplette Entfer-
nung aller Tumormanifestationen inklusive befallener Lymphknoten angestrebt, da hier-
durch der Erfolg einer adjuvanten Strahlen- oder Chemotherapie verbessert werden kann.
Auch in nicht mehr kurablen Stadien konnen Patientinnen von einem operativen Eingriff

mit Hysterektomie zur Blutungsprophylaxe und Tumordebulking profitieren>354.

2.1.5.2 Strahlentherapie

Eine primére Radiatio ist ausschlieBlich bei inoperablen Patientinnen indiziert. Bei Patien-
tinnen mit erhohtem Risiko fiir ein lokoregionires Rezidiv sollte eine adjuvante Bestrah-
lung in Form einer Brachytherapie der Vagina durchgefiihrt werden. Bei positivem oder
unklarem Lymphknotenstatus wird diese in der Regel mit einer Teletherapie kombiniert.
Studien zeigten allerdings, dass eine adjuvante Strahlentherapie in frithen Krankheitssta-
dien (Stadium I und IT) zwar das lokoregiondre Rezidivrisiko senkt, das Gesamtiiberleben
jedoch unbeeinflusst bleibt!!% 43l Eine Bestrahlung ist auch im Rahmen einer palliativen

Therapie moglich.

2.1.5.3 Systemische Therapie

Bei fortgeschrittenem Tumorstadien und schlechter Differenzierung besteht aufgrund des

erhohten Risikos einer distanten Metastasierung die Indikation zu einer adjuvanten Che-
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motherapie. Hier kommt héufig eine Kombination aus platinhaltigen Chemotherapeutika
und Paclitaxel zum Einsatz. Eine Hormontherapie mit Gestagenen erfolgt in der Regel

nur in einer palliativen Situation.

2.1.6 Rezidiv

Ca. 25 % der Patientinnen mit Endometriumkarzinom entwickeln im Verlauf ihrer Erkran-
kung ein Rezidiv bzw. Fernmetastasen®%,

tiber 70 % der Rezidive treten innerhalb von 2 -3 Jahren nach der primiren Therapie
auf 91, Bei ungefihr der Hilfte der Rezidive handelt es sich um Lokalrezidive. Sie
betreffen vor allem die Vagina und das Becken. Die andere Hilfte manifestiert sich als

Fernmetastasen24

2.2 Prognosefaktoren beim Endometriumkarzinom

Fiir die Prognose ausschlaggebende pathologische und chirurgische Parameter sind: chir-
urgisch-pathologisches Tumorstadium, histologischer Typ, histologische Differenzierung
(Grading), Tiefe der muskuldren Invasion in die Gebarmutterwand, tumorfreie Distanz zur
Serosa (TFD), GefiB- und LymphgefiBinvasion!'2! und eine Beteiligung der Zervix!16],

sowie der Lymphknotenstatus!'J,

Die prognostische Bedeutung des FIGO-Stadiums

Das FIGO-Stadium gilt als der stidrkste Prognosefaktor bei Patientinnen mit einem
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Endo- metriumkarzinom!2 031022301 " Ein Ziel bei der Uberarbeitung des Staging-
Sysems im Jahre 2009 bestand darin, die Prognose der einzelnen Stadien moglichst
priazise wiedergeben zu konnen. In der aktuellen Version werden Patientinnen mit einer
Lymphknotenbeteiligung beispielsweise in zwei Gruppen unterteilt (Befall der pelvinen
Lymphknoten =IIIC1, Befall der paraaortalen Lymphknoten = IIIC2) um dem prognosti-
schen Unterschieden gerecht zu werden. Zudem wurden die Stadien pTla-c zu pTla-b
zusammengefasst2],

Bei einem Grofteil der Patientinnen ist der Tumor bei Diagnosestellung auf den Uterus
beschrinkt (FIGO I). In etwa 75 % der Fille liegt ein FIGO-Stadium I oder II vor. Hier
betriigt das 5-Jahres-Uberleben 74 -91 %. In fortgeschrittenen Tumorstadien ist das 5-
Jahres-Uberleben jedoch deutlich schlechter. Im Stadium III betriigt es 57 - 66 % und im

Stadium IV lediglich 20 - 26 %[!°].

Die prognostische Rolle des histologischen Typs

Das Endometriumkarzinom vereint verschiedene histologische Subtypen, wobei das en-
dometrioide Endometriumkarzinom am hiufigsten vorkommt (ca. 82 % aller Endome-
triumkarzinome). Mit einer fiinf-Jahres-Uberlebensrate von ca. 80 % hat es unter den
histologischen Typen die beste Prognosel!L77l - Auch das eher seltene muzinose Ade-
nokarzinom gehort zur Gruppe der low-grade Tumore, zeigt in der Regel eine geringe
Myoinvasion und hat eine gute Prognosell®l. Histologische Typen, die mit einer ver-
hiltnisméBig schlechten Prognose einhergehen und héufig letal enden, sind das serdse,
das klarzellige, das squamose und das undifferenzierte Endometriumkarinom. Die fiinf-
Jahres-Uberlebensraten bewegen sich hier zwischen 30 % und 70 %192l Es folgt eine
Beschreibung der eher seltenen, aber aufgrund ihrer schlechten Prognose bedeutsamsten

histologischen Typen.
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1. Seros-papilldares Adenokarzinom (UPSC)

Das serdse Endometriumkarzinom zéhlt zu den aggressivsten Subtypen. Es zeigt eine
starke Metastasierungstendenz, hohe Rezidivraten und eine schlechte Prognose.

Je nach Studie macht der Anteil der serdsen Adenokarzinome lediglich 3-10% der
Endometriumkarzinome aus. Der Anteil an der Sterblichkeit aufgrund eines Endome-
triumkarzinoms betrigt jedoch 25 %E4P8 1731 Ca, 87 % der Patientinnen mit seroser
Histologie zeigen ein fortgeschrittenes Tumorstadium 62701631 Betrachtet man das 5-
Jahres-Uberleben bei Patientinnen im FIGO Stadium I, so betrigt dieses bei Patientinnen
mit endometrioid differenzierten Tumoren 80 - 90 %, bei Patientinnen mit serésen Tumo-

ranteilen dagegen nur 45 - 78 91434270091

2. Klarzelliges Adenokarzinom (CCC)

1-6 % der Endometriumkarzinome sind histologisch gesehen klarzellige Adenokarzino-
me. Auch hier ist die Rezidivneigung ausgeprigter und das Gesamtiiberleben schlechter
als beim endometrioiden Adenokarzinom 31, Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bewegt
sich abhiingig vom Tumorstadium zwischen 34 % und 75 %38/

Im Vergleich zu anderen histologischen Typen treten beim klarzelligen Adenokarzinom
vermehrte distante Metastasen auf. In einer Studie von Abeler et al. befanden sich zwei
Drittel der Rezidive auBlerhalb des kleinen Beckens. Eine andere Studie stellte eine be-

sondere Hiufung von Lungen- und Knochenmetastasen fest (3381411

Die prognostische Rolle des histologischen Gradings

Wihrend nicht endometrioide Endometriumkarzinome per Definition als high grade Tu-
more gelten, ist die Einteilung des histologischen Differenzierungsgrads (Grading) endo-
metrioider Tumore von duBerster Wichtigkeit.

Das aktuelle FIGO Grading System von 1988 umfasst ein dreistufiges System, welches
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sich in erster Linie nach der Gewebsarchitektur der soliden (nicht squamdsen) Tumoran-
teile richtet. Ergénzend ist eine Bewertung der Zellkerne vorzunehmen. Es zeigte sich,
dass Tumore, die starke Zellkernatypien (Grade 3) aufweisen mit einer schlechteren Pro-
gnose einhergehen. Daher sollte das Grading in diesen Fillen angepasst und um eine Stufe
angehoben werden!13¢ 233

Die prognostische Bedeutung des (histologischen) Gradings ist lange bekannt!2 2331 Al-
lerdings zeigten Studien, dass das Grading mit anderen Risikofakoren (Alter, Tumorsta-
dium und Tiefe der Myometriuminvasion) korreliert und nicht als unabhingiger Progno-
sefaktor anzusehen istl>211:234] Einige Autoren raten zu einer Modifikation des drei-
stufigen FIGO-Systems hin zu einem zweistufigen Grading-System, bei dem lediglich

low-grade und high-grade Tumore unterschieden werden [113: 2101,

Die prognostische Bedeutung der Tiefe der Myometriuminvasion (DOI)

Die Tiefe der Myometriuminvasion (DOI) ist als Abstand zwischen der Endometrium-
Myometrium-Grenze und dem Punkt der tiefsten Myometriuminvasion definiert. Ein wei-
terer, in der FIGO-Klassifikation verwendeter Begriff, ist die Myometriuminvasion (MI).
Diese wird anhand der DOI und der Myometriumdicke berechnet und in mehr bzw. we-
niger als 50 % unterteilt!23],

In diversen Studien zeigte ich die Invasionstiefe ins Myometrium, vor allem bei niedrigen
Tumorstadien, als unabhingiger Prognosefaktor fiir das Endometriumkarzinom [2 761381
[234] Bei Tumoren, die sich auf das Endometrium beschrinken, kommen laut Studien
in 8 % der Fille extrauterine Tumormanifestationen vor. Ist ausschlieBlich das innere
Drittel des Myometriums befallen, weisen 12 % der Tumore extrauterine Manifestatio-
nen auf. Wohingegen bei einer Infiltration der gesamten Myometriumsdicke 46 % der
Patientinnen extrauterine Tumorabsiedlungen zeigen®®l. Studien zeigten auch einen di-

rekten Zusammenhang zwischen Myometriuminvasion und Rezidivrisiko bzw. 5-Jahres-

Uberlebensratel138:2351
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Bei der Entscheidung fiir oder gegen die Durchfiihrung einer pelvinen und paraaorta-
len Lymphknotendissektion sollte die Invasionstiefe des Tumors ins Myometrium, neben
anderen Risikofaktoren, ebenfalls Beachtung finden. Eine Myoinvasion von >50 % der
Myometriumdicke fiihrt zu einem erhohten Risiko fiir Lymphknotenmetastasen, so dass
in diesem Fall eine Lymphknotenentfernung durchgefiihrt werden sollte. Dies fiihrt zu

einer Senkung der Mortalitzt!1 1> 127 187]

Die prognostische Bedeutung der tumorfreien Distanz (TFD)

Neben der Eindringtiefe des Tumors in das Myometrium (Myometriuminvasion) stellt
die Messung der tumorfreien Distanz eine weitere Moglichkeit dar, die Infiltrationstie-
fe des Tumors zu bestimmen. Bei der tumorfreien Distanz wird der Abstand zwischen
dem Punkt der maximalen Tumorinfiltration in das Myometrium und der Serosa der Ute-
ruswand gemessen. In einigen Fillen etwa bei Uterusldsionen oder UnregelmiBigkeiten
beim Ubergang zwischen Endometrium und Myometrium kann die Bestimmung der DOI
erschwert sein. Mehrere Studien haben sich bereits mit der Frage beschiftigt, ob die Mes-
sung der TFD im Vergleich zur DOI bzw. MI eine bessere Aussagekraft bzgl. der Progno-
se besitzt, da diese unabhingig von der Myometriumdicke istl>> 1981501 Dije Ergebnisse
bzgl. der prognostischen Relevanz der TFD bzw. ihrer Uberlegenheit im Vergleich zu
DOI und MI fallen gemischt aus. In einigen Studien zeigte sich eine stirkere Korrelati-
on der TFD zu einer Lymphknotenbeteiligung, einem rezidivfreien Uberleben sowie zur
Mortalititl33 1291831 Tn einer anderen Studien wurde die prognostische Aussagekraft von
TFD, DOI und MI in einer multivariaten Analyse verglichen. Hier zeigte DOI prognosti-
sche Aussagekraft bzgl. einer Lymphknotenbeteiligung, die TFD jedoch nicht!!%). Eine
asiatische Studie aus dem Jahr 2015 kam ebenfalls zu dem Schluss, dass die Bestim-
mung der Myometriuminvasion in Hinblick auf mogliche Lymphknotenmetastasen einen
besseren Voraussagewert besitzt. Die TFD wiederum scheint fiir die Risikoeinschidtzung

einer Adnexbeteiligung besser geeignet. In dieser Studie hatte die TFD eine pradikti-
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ve Aussagekraft bzgl. des Gradings, der LVSI, und der Zervix- sowie Adnexbeteiligung

gezeigt!120,

Die prognostische Bedeutung von Gefal3- und Lymhgefidfinvasion

Wie bei vielen anderen Tumorentititen, zeigte sich auch beim Endometriumkarzinom,
dass die Invasion von Tumorzellen in den Gefidllraum (vascular space) als frither Schritt
in der Metastasenbildung und als Pradiktor fiir einen Nodalbefall und krebsassoziierten
Tod gesehen werden kann.

In einer weiteren Studie von 2004 konnte in einer multivariaten Analyse die voneinander
unabhingige prognostische Bedeutung einer Gefi3- und LymphgefiBinvasion festgestellt
werden. In den untersuchten Tumoren fiel auf, dass eine LymphgefidBinvasion im Ver-
gleich zur BlutgefidBinvasion deutlich hdufiger war (31 % vs. 18 %). Die LymphgefiBin-
vasion war mit verschiedenen histopathologischen Faktoren, die zu einem aggressiveren
Phénotyp fiihren, assoziiert. Hierzu zihlte ein stirkeres Tumorwachstum mit einem diffus
invasiven Wachstumsmuster und eine vermehrte Tumornekrose!!211,

Eine Studie aus dem Jahre 2017 konnte sogar eine Assoziation zwischen einer Lymphge-
faBinvasion und einem fortgeschrittenen Tumorstadium, G3-Tumoren und tiefer Myoin-
vasion feststellen. Die LymphgefidBinvasion korrelierte signifikant mit dem Auftreten lo-
kaler Lymphknotenmetastasen. Zusitzlich war ein L1-Status mit dem vermehrten Auftre-
ten von Fernmetastasen vergesellschaftet und stellte auch hier einen unabhingigen Pro-
gnosefaktor darl2l, Es wurde festgestellt, dass es sich bei der Invasion des Lymphge-
faBraums (lymphovascular space invasion = LVSI) um einen aussagekriftigen Prognose-
faktor fiir die Entwicklung eines Rezidivs handelt, der besonders bei der Therapieent-
scheidung bzgl. einer systemischen Therapie herangezogen werden sollte und anderen

Risikofaktoren sogar iiberlegen sein konntel2% 2231,
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Die prognostische Bedeutung von Lymphknotenmetastasen

Sind bei einem Endometriumkarzinom die pelvinen und/oder paraaortalen Lymphkno-
ten betroffen, wird es nach FIGO in das Stadium IIIC eingeteilt. Laut Studien betrigt
die Wahrscheinlichkeit fiir einen Befall der pelvinen Lymphkoten bei einem FIGO I-
Stadium 10 %, wohingegen die Wahrscheinlichkeit bei Tumorstadium II bereits 35 % be-
tragt. Ein Drittel der Patientinnen mit positiven pelvinen Lymphknoten weisen auch posi-
tive paraaortale Lymphknoten auf. Die Prognose der Patientinnen mit befallenen pelvinen
Lymphknoten scheint im Vergleich zu Patientinnen mit befallenen paraaortalen Lymph-
knoten besser. In einer Studie wurde gezeigt, dass nur 36 % der Patientinnen mit positiven
paraaortalen Lymphknoten iiber einen Zeitraum von fiinf Jahren tumorfrei waren. Bei Pa-
tientinnen ohne Befall der paraaortalen Lymphknoten waren es hingegen 85 %138l Lewis
et al. stellten fest, dass die Inzidenz von Lymphknotenmetastasen positiv mit einer gerin-
gen histologischen Differenzierung, sowie der Eindringtiefe des Tumors ins Myometrium

korreliert[110],

Die prognostische Bedeutung von Diabetes mellitus

In epidemiologischen Studien zeigte sich, dass eine Erkrankung mit Diabetes mellitus und
auch hohe Blutglukosekonzentrationen Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Endo-
metriumkarzinoms darstellen. Teilweise wurde sogar ein Einfluss von Diabetes mellitus
auf das Uberleben der Patientinnen beobachtet!> 5% 0216712222241 1y Vergleich zu ge-
sunden hatten erkrankte Patientinnen ein geringeres Gesamtiiberleben sowie ein hoheres
Risiko fiir einen krebsbedingten Tod? 2% 12LI93 "1y einer Studie von Kauppila et al.
wurden 1113 Patientinnen, hiervon 73 mit einem Diabetes mellitus, iiber einen Zeitraum
von fiinf Jahren beobachtet. Das Uberleben der Patientinnen im Tumorstadium FIGO I
mit Diabetes mellitus war mit 64 % deutlich geringer als das Uberleben der Patientinnen
ohne Diabetes mellitus (85 %)%, Moglicherweise ist dies dem Einfluss von Hyperglyk-

dmie und Hyperinsulindmie auf die Endometriumkarzinomzellen geschuldet. In epide-
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miologischen Studien konnte festgestellt werden, dass Diabetes mellitus und eine hohe
Blutglukosekonzentratione Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Endometriumkar-
zinoms darstellen> 3% 62 [167,222,224] Bej in-Vitro Versuchen zeigten sich Hinweise auf
den Einfluss von Insulin auf das Wachstum und die Entwicklung von Endometriumkar-
zinomzellen. Man fand heraus, dass sie eine hohe Bindungsaffinitit gegeniiber Insulin
besitzen und nach einer Insulinexposition proliferieren!!*?l. In einer Metaanalyse aus
dem Jahr 2017 wurde der Effekt von Metformin auf das Uberleben von Patientinnen mit
Endometriumkarzinom untersucht. Bei mit Metformin behandelten Patientinnen war die
Gesamtsterblichkeit im Verhiltnis zu einer Vergleichsgruppe geringer. Die Autoren ver-
muten daher, dass eine normoglykdme Stoffwechsellage das Outcome der Patientinnen
verbessert!!°), Tm Gegensatz dazu fand Wagenius keinen Einfluss von Diabetes mellitus
auf das Uberleben von Patientinnen im Tumorstadium FIGO I und II 218 Einige Au-
toren weisen zudem darauf hin, dass in vielen Studien keine ausreichende Trennschérfe

gegeniiber einer durch Fettleibigkeit ausgelosten Risikoerhohung besteht!122],

2.3 Carboanhydrase IX

2.3.1 Die Familie der Carboanhydrasen

Die Carboanhydasen bilden eine heterogene Gruppe von Zink-Metalloenzymen und kom-
men praktisch in jedem lebenden Organismus vor. Sie katalysieren die reversible Reak-
tion von Kohlenstoffdioxid und Wasser zu Kohlensiure, welche in wissriger Losung zu

Hydrogenkarbonat und einem Proton dissoziiert (siehe Abb. [2.3] S.[34).

CO; + HbLO = HCO3~ +H*
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Carboanhydrasen sind an einer Vielzahl physiologischer und biochemischer Prozesse
beteiligt!!®*. Die eigentliche katalytische Aktivitit des Enzyms wird durch den im akti-
ven Zentrum gebundenen Kofaktor Zink bedingt, der an drei Histidinreste gebunden ist.
Die vierte Koordinationsstelle ist von einem Hydroxid-Liganden besetzt!!18%,

In der Klasse der Saugetiere (-CAs) existieren mindestens 14 verschiedene Isofor-
men der Carboanhydrase. Man unterscheidet unter ihnen elf katalytisch aktive von drei
inaktiven Formen, wobei Carboanhydrase II die grofite katalytische Aktivitit besitzt.
Auch hinsichtlich der zelluldren Lokalisation lassen sich die Carboanhydrasen eintei-
len. Hier unterscheidet man zwischen der zytosolischen-, der mitochondrialen-, der
membrangebundenen- und der sezernierten Form!10%,

Carboanhydrasen zeigen eine gewebsspezifische Verteilung. Sie sind malgeblich am
Ionentransport und der pH-Regulation beteiligt. Eine wesentliche Rolle spielen sie bei
der Atmung, bei der sie am Kohlenstoffdioxidtransport in den Erythrozyten und an der
Kohlenstoffdioxidabgabe durch die Lunge beteiligt sind. Im Sédure-Base Haushalt der
Niere erfiillen Carboanhydrasen eine weitere wichtige Funktion, indem durch die Riick-
resorption von Hydrogencarbonat aus dem Primérharn eine Azidose verhindert wird. Des
Weiteren spielen sie eine Rolle bei der Knochenresorption sowie der Produktion von Kor-
perfliissigkeiten, wie der Cerebrospinalfliissigkeit, der Magenséure, des Pankreassekrets
und der Kammerwasserproduktion des Auges!!®?). Eine abnorme Menge oder Aktivitit
der Carboanhydrasen wurde bei verschiedenen Krankheitsbildern wie der Osteoporose,

dem Glaukom und auch bei neurologischen Erkrankungen beobachtet!!27],

2.3.2 Carboanhydrase IX: Vorkommen und Funktion

Carboanhydrase IX ist eine membrangebundene Isoform aus der Familie der ¢-Carbo-
anhydrasen®”l. Sie gehort neben CA II zu den katalytisch aktivsten Formen der mensch-

lichen Carboanhydrasen [223].
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CA IX besteht aus einer N-terminalen Proteoglykan-dhnlichen Domaéne, einer katalytisch
aktiven CA-Domine, einer transmembranen Region und einem kleinen intrazytoplasma-
tischen Anteil am C-Terminus. Die Proteoglykan-idhnliche Domédne kommt innerhalb der
Familie der Carboanhydrasen ausschlieflich bei CA IX vor und scheint eine Rolle bei
der Zelladhision zu spielen!”. Nach derzeitigem Kenntnisstand ist der zytoplasmatische
Anteil von CA IX an der Steuerung der katalytischen Aktivitit des Enzyms beteiligt.
Unter nicht reduzierten Bedingungen lagert sich CA IX zu Homotrimeren zusammen,
welche durch intramolekulare Disulfidbindungen stabilisiert werden!!>”!, Erstmals wurde
CA IX 1992, damals noch als Membranantigen ,,MN* bezeichnet, in humanen Krebs-
zellen einer Hela-Zelllinie (Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) identifiziert!!>?). Man
fand heraus, dass MN in diversen Tumor-Zelllinien, nicht jedoch im zugehorigen gesun-
den Gewebe zu finden warl?>”l, Bereits damals wurde die Moglichkeit das Protein als
diagnostischen Biomarker bei Krebserkrankungen zu nutzen, in Erwigung gezogen!!18,
Da es sich um die neunte in Sdugetieren entdeckte Carboanhydrase handelte, wurde sie
spiter in Carboanhydrase IX umbenannt!!>2], Unabhiingig davon entdeckte man ein mit
dem Nierenzellkarzinom-assoziiertes Antigen, welches sich als identisch mit CA IX her-
ausstellte (siche Kap. S. [73’ 1481,

In erster Linie kommt CA IX in einer Vielzahl von malignen Tumoren vor. In der Re-
gel handelt es sich hierbei um (physiologischerweise) CA IX negative Organe, darunter
Niere, Gebiarmutterhals, Eierstock, Lunge, Vulva, Brust und Speiserﬁhre“ss]. In geringe-
rem Ausmal} kommt CA IX jedoch auch physiologisch in der Mukosa einiger Organe des
menschlichen Verdauungstraktes vor. Besonders ausgeprigt ist das Vorkommen in den
Driisenzellen der Magenschleimhaut. Des Weiteren kommt CA IX im Epithel von [leum,
Dickdarm, Leber, Gallenblase sowie der Bauchspeicheldriise vor und ist hier an Vorgén-
gen wie der interzelluldren Kommunikation, der Instandhaltung der Gewebsintegritéit und
dem Tonentransport beteiligt!1>4],

Neben der oben beschriebenen membrangebundenen Form existiert eine weitere, geloste

Form. Sie besteht aus der proteolytisch freigesetzten extrazelluliren Doméne (ECD) der
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membrangebundenen Form. Dieser extrazelluldre Anteil besteht aus der Proteoglykan-
dhnlichen Doméne und der katalytischen CA-Doméne. Die 16sliche Form der CA IX (s-
CA IX) wurde in Korperfliissigkeiten von Tumorpatienten beobachtet. Zavada et al. unter-
suchten s-CA IX im Serum und Urin von Patienten mit Nierenzellkarzinom. Im Vergleich
zum Tumorgewebe waren die Konzentrationen von CA IX im Serum und Urin deutlich
geringer und zeigten eine starke Varianz und groe Spannweite. Man stellte jedoch fest,
dass sich s-CA IX innerhalb weniger Tage nach der Entfernung des Tumors, in diesem
Fall durch Nephrektomie, nicht mehr im Serum nachweisen lieB238] | Eine andere Studie
konnte zeigen, dass die Konzentration von s-CA IX im Serum von Patienten mit meta-
stasiertem Nierenzellkarzinom hoher war als bei Patienten mit lokaler Tumorausbreitung.
Des Weiteren war die Rezidivrate von Patienten mit hoheren s-CA IX-Konzentrationen

signifikant hoher als die von Patienten mit geringen s-CA IX-Konzentrationen!! 7,

CA IX als Hypoxiemarker

Aufgrund ihrer irreguldren Gefidneubildungen mit geringem Blutfluss entwickeln solide
Tumore hiufig hypoxische Areale!”l. Peter Vaupel und seine Kollegen zeigten, dass ein
geringer Sauerstoffpartialdruck in Tumoren verschiedener Entitdten mit einer erhohten
Metastasierungstendenz und schlechterem Uberleben assoziiert warl®% 31l Auch das An-
sprechen auf eine onkologische Therapie kann durch Hypoxie negativ beeinflusst werden.
So ist z.B. die Radiosensitivitit bei einer Strahlentherapie eines Tumors mit einem Sauer-
stoffpartialdruck von weniger als 25-30 mmHg stark herabgesetzt. Bei der medikamento-
sen Krebstherapie mit diversen Chemotherapeutika oder Zytokinen konnte ebenfalls eine
sauerstoffabhingige Wirkung beobachtet werden/3!.

Um hypoxische Bedingungen zu Uberleben und sogar unter ihnen zu proliferieren zu
konnen, haben Krebszellen diverse Anpassungsmechanismen entwickelt. Unter anderem
kommt es zu Wachstumsfaktor vermittelten Gefdneubildungen sowie zu einer vermehr-

ten Erythropoeitin-bildung#® 7/l
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Im Stoffwechsel der Krebszellen findet eine Umstellung von aeroben auf anaerobe Stoff-
wechselvorginge statt. Bei der anaeroben Glykolyse entsteht Laktat, welches zur An-
sduerung des extrazelluldren Milieus fiihrt. Neben Laktat produzieren Tumorzellen einen
Uberschuss an Protonen und Kohlenstoffdioxid. Dieser muss abtransportiert werden um
den neutralen intrazelluldren pH-Wert nicht zu storenl138) Carboanhydrase IX spielt bei

dieser pH-Regulation eine wichtige Rolle und wird daher bei Hypoxie aktiviert (siehe
Abb. 231581

pHe ~ 6.8 HYPOXIA

glucose

CAIX
co,

{ GLUT1

GLYCOLYSIS

"4

pyruvate

Abbildung 2.3: CA IX katalysiert die Hydratation von perizellularem Kohlenstoffdioxid. Die
entstandenen Bicarbonat-lonen gelangen mit Hilfe von Transportmolekiilen nach intrazellular.
Dies fiihrt zu einer Neutralisation des Intrazellulirraumes, welche fiir das Uberleben von Tumor-
zellen entscheidend ist. Neben Bicarbonat-lonen entstehen bei der Hydratation von CO2 auch
Protonen. Sie verbleiben extrazelluldr und fiihren hier zu einer weiteren Anséiuerung.

Der erniedrigte pH-Wert fiihrt tiber verschiedene Mechanismen, u.a. durch die Hochre-

gulierung angiogenetischer Faktoren zu einem invasiveren Tumorwachstum mit erhoh-
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ter Metastasierungstendenz. Auch das Ansprechen auf eine konventionelle Krebstherapie

kann durch den pH-Wert beeinflusst werden!!>’l, Die CA IX-Expression ist daher nicht

nur als Uberlebens- und Progressions-Mechanismus von Tumorzellen zu betrachten, son-

dern konnte auch ein Biomarker fiir Hypoxie und ein damit einhergehendes aggressives

Tumorwachstum sein. Es wire also auch ein prognostischer Wert von CA IX denkbar

[164)

Verschiedene Studien konnten den Zusammenhang zwischen Tumorhypoxie und starker

CA IX-Expression bereits zeigen (Tab.[2.2)). Passend dazu konnte beobachtet werden, dass

CA IX besonders in perinekrotischem Tumorgewebe exprimiert wird

[17,231]]

CA IX-Expression in verschiedenen Tumorentitaten

Tumorentitat

Korrelation von CA IX mit...

Literatur

Mamma- & Bronchi-
alkarzinom

schlechte Tumordifferenzierung
Tumornekrose

schlechteres Therapie-Outcome
schlechtere Prognose

Brennan et al., 2006, Wykoff

et al., 2001, Chia et al., 2001,

Generali et al., 2006, Hussain
et al., 2007, Konno et al.,
2006

Kopf-Hals-Tumoren

Tumornekrose

o fortgeschrittenes Tumorstadium
e schlechteres Therapie-Outcome

Beasley et al., 2001, Le, 2007

Hirntumoren

e schlechtere Differenzierung
e schlechteres Gesamtiiberleben

Harpasalo et al., 2006,
Korkolopoulou et al., 2007

Osophagus- & Ma-
genkarzinom

schlechtere Prognose

Chen et al., 2005, Driessen et
al., 2006

Primares Zervixkarzi-
nom

Metastasierungsrate

Kim et al., 2006, Pastorekova
et al., 2008b

Tabelle 2.2: Korrelation klinischer und pathologischer Faktoren mit erhdhter CA IX-Expression
in verschiedenen Tumorentititen (Beasley et al., 2001, Wykoff et al., 2000).
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Die Rolle von CA IX in der Zellinteraktion

Neben seiner Funktion in der pH-Regulation spielt CA IX eine wichtige Rolle in der Zel-
ladhésion und Zellkommunikation. Zavada et. al zeigte, dass die Proteoglykan-dhnliche
PG-Domiine am N-Terminus an der Zelladhzsion beteiligt ist!230,

Auch in der Zell-zu-Zell-Adhision scheint CA IX involviert zu sein. CA IX ist in der
Lage Verbindungen zwischen E-Cadherin, einem Schliisseladhédsionsmolekiil, und dem
Zytoskelett zu destabilisieren. Der dazu fithrende Mechanismus ist eine direkte Interak-
tion zwischen CA IX und Beta-Catenin/2%3l, Dieser Vorgang konnte Teil einer Erklirung

sein, wie Hypoxie Tumorinvasion bzw. Metastasierung initiiert!!81>7],

2.3.3 CA IX als Ansatzpunkt in der Tumortherapie

Es gibt bislang drei verschiedene Ansatzpunkte CA IX in der Krebstherapie zu nutzen.

1. Einerseits wire eine Art Immuntherapie mit CA IX als direkten Angriffspunkt vor-
stellbar. Die enge Assoziation von CA IX mit malignen Tumoren und das nur in geringem

MaBe physiologische Vorkommen konnten hier genutzt werden.

2. Der zweite Ansatzpunkt bezieht sich auf die katalytische Aktivitdt von CA IX und

deren Rolle bei der pH-Regulation.

3. Als drittes bietet die Entwicklung von Nano-Objekten (Nanopartikeln), die mit CA IX

Inhibitoren derivatisiert sind eine interessante Perspektive!202],
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2.3.3.1 Antikorper gegen CA IX in der Krebstherapie

Eine Vielzahl von préklinischen und klinischen Studien fiihrte zur Entwicklung eines
monoklonalen CA IX spezifischen Antikorpers. Oosterwijk und Kollegen entwickelten
einen monoklonalen Antikorper G250 gegen ein Nierenzellkarzinom-assoziiertes G250
Antigen. Spiter stellte sich heraus, dass es identisch mit CA IX warl’3148] Zwischen-
zeitlich wird Girentuximab, ein chimirer monoklonaler Antikdrper von der Firma Wi-
lex AG (Miinchen, Deutschland) unter dem Handelsnamen RENCAREX® produziert.
Er fand in Phase III-Studien bei Patienten mit nicht metastasiertem klarzelligen Nieren-
zellkarzinom Anwendung. Der Antikorper vermittelt seine Wirkung iiber eine Antikdrper-
vermittelte zelluldre Toxizitit (ADCC = antibody-dependent cell cytotoxicity). Darunter
versteht man die Aktivierung von natiirlichen Killerzellen und anderen Effektorzellen bei
Bindung des Antikdrpers an CA IX. RENCAREX® zeigte sich als sicher und gut vertrig-
lich. Jedoch zeigte die endgiiltige Auswertung der ARISER Studie (Adjuvant Rencarex
Immunotherapy Phase 3 Trial to Study Efficacy in Nonmetastatic RCC) keinen Vorteil im

krankheitsfreien und Gesamtiiberleben!2!,

2.3.3.2 Carboanhydraseinhibitoren in der Krebstherapie

Die relevante Rolle von CA IX beim Uberleben von hypoxischen Tumorzellen verdeut-
lichten Barathova et. al, die zeigten, dass eine durch Spleilen verdnderte Form von CA IX
(AS = alternatively spliced), der das C-terminale Ende der katalytischen Doméne fehlt, ei-
ne deutlich reduzierte katalytische Aktivitét besitzt. Wird diese AS-Form iiberexprimiert,
so wird die katalytische Aktivitit der normal langen CA IX (FL = full-length) herabge-
setzt. Bei der Zugabe der gespleifiten CA IX-Variante zu HeLa-Zellen konnte beobachtet
werden, dass die Zellen unter diesen Bedingungen nicht in der Lage waren sich hypoxi-

schem Stress anzupassen!!>1>71
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Carboanhydraseinhibitoren sind kleine Molekiile mit der Fiahigkeit die katalytische Akti-
vitidt der Carboanhydrase zu hemmen. Man kann eine Einteilung in zwei Hauptgruppen
vornehmen: einerseits Inhibitoren, die mit dem Zinkion im aktiven Zentrum der Carbo-
anhydrase interagieren (Sulfonamide, Sulfamate, Sulfamide, Dithiocarbamate, Xanthoge-
nat, anorganische Anionen) und eine Gruppe, bei der keine Interaktion mit dem Metallion

stattfindet (Phenole, Polyamine, Cumarine)!202],

Sulfonamide

Mit der funktionellen Inhibition von Tumor-assoziierten Carboanhydrasen mit Hil-
fe von Sulfonamiden bzw. ihren Derivaten befassen sich Wissenschaftler seit ca. 15
Jahrenl20%: 2012021 - Die Idee griindet auf dem antiproliferativen Effekt einiger Sul-
fonamidderivate in verschiedenen Tumorzelllinien. Ein Hauptproblem, welches es zu
tiberwinden galt, bestand darin, dass Sulfonamide generell keine Selektivitit gegeniiber
verschiedenen CA-Isoenzyme zeigen!®%2022271 Dyrch das Anhingen verschiedener
Seitenketten und andere Modifikationen konnten die chemischen und physikalischen FEi-
genschaften der Sulfonamide so verdndert werden, dass eine zunehmende Selektivitit
erreicht werden konntel153 153157202, 2261 'Eip weiterer Ansatz bestand darin, durch Hy-
poxie aktivierbare Inhibitoren zu entwickelnl>1: 172041

Eines der relevantesten Ergebnisse bei der Entwicklung von Sulfonamiden fiir die ziel-
gerichtete CA IX-Therapie konnten Supuran und Kollegen im Jahre 2011 vorweisen. Sie
zeigten einen antimetastatischen Effekt eines Sulfonamidderivates (Ureido-substituiertes
Benzenesulfonamid) an einem Brustkrebs-Xenograft-Modelll12> 151:202]

In anderen Studien konnte festgestellt werden, dass Carboanhydraseinhibitoren unter be-
stimmten Bedingungen in der Lage sind, Effekte einer konventionellen Krebstherapie zu
verstdrken. Es konnte beispielsweise eine Sensitivierung von Tumoren fiir eine Radiothe-
rapie sowie eine Doxorubicin-basierte Chemotherapie beobachtet werden2% 202,

Neri und seine Forschungsgruppe verfolgten einen ,,Zwei-Medikamente-Ansatz* (,,dual-

38



Kapitel 2. Einleitung

drug approach®). Hierbei wird ein Acetazolamidderivat mit einem zytotoxischen Stoff
konjugiert und fungiert somit als eine Art Transportmolekiil. Basierend auf dieser Tech-
nik konnte unter anderem eine Abnahme des Tumorwachstums bei Nierenzellkarzinomen

gezeigt werdenlH 12021

Cumarin-Derivate

Die zweite Klasse von Carboanhydraseihhibitoren, die bereits priklinische Studien errei-
chen konnte, sind glykosylierte Cumarine (7-glycosyl coumarin inhibitors). Hier konnte
eine besonders selektive Inhibition von CA IX und CA XII beschrieben werden. dhn-
lich wie bei den Sulfonamiden zeigten Studien auch hier beispielsweise im Mausversuch
mit hoch aggressiven Brustkrebszellen eine Reduktion der Tumormasse um 37 %1292 2141,
Auch eine geringere Metastasenbildung sowie eine herabgesetzte Kolonisation von Tu-

morzellen in der Lunge konnten in diesem Mausmodell beobachtet werden!!22: 2021,

Nanopartikel

Im Jahre 2008 begann die Forschungsgruppe um Supuran mit der Entwicklung von Gold-
partikeln zur Umhiillung von Sulfonamidderivaten, in diesem Fall Benzensulfonamid. In
ex vivo Versuchen zeigte sich, dass die umbhiillten Carboanhydraseinhibitoren komplett

membranundurchdringlich und dadurch hoch selektiv bzgl. CA IX waren!12 2021
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2.4 Carboanhydrase in gynikologischen Tumoren

Betrachtet man Forschungsergebnisse fiir andere gynékologische Tumorerkrankungen

fallen die Resultate gemischt aus.

2.4.1 Vulvakarzinom

Eine Forschungsgruppe des Instituts fiir Gynédkologie des Universitéitsklinikums Hamburg
Eppendorf untersuchte die CA IX-Expression verschiedener Tumorentitéiten. Eine Studie
zum Vulvakarzinom zeigte eine erhohte CA IX-Expression im Tumorgewebe im Ver-
gleich zu gesundem Gewebe. Es konnte ebenfalls eine Assoziation zwischen intratumora-
ler CA IX-Expression und fortgeschrittenem Tumorstadium, Tumorgrofe, Invasionstiefe
und inguinalen Lymphkontenmetastasen festgestellt werdenl>’l. In einer weiteren Studie
war eine hohe CA IX-Serumkonzentration mit einer hohen intratumoralen Konzentration
von CA IX assoziiert. Weiterhin gingen hohe préaoperative CA IX-Serumwerte mit einer
ungiinstigeren Prognose einher. In diesem Zusammenhang wire es denkbar die CA IX-
Konzentration im Serum bei der Entscheidungsfindung bzgl. einer moglichen adjuvanten

Therapie hinzuzuziehen!1%,

2.4.2 Ovarialkarzinom

Im Ovarialkarzinom zeigten Studien ebenfalls eine im Vergleich zum gesunden Gewebe
erhohte CA IX-Expression. Choschzick et al. stellten fest, dass die CA IX-Uberexpression
im Tumorgewebe als unabhingiger prognostischer Marker fiir das Ovarialkarzinom die-

nen kann. Es wire in der Zukunft vorstellbar, dass CA IX in diesem Zusammenhang
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eine Rolle in Diagnostik und Therapie spielen konnte. Eine Untersuchung der CA IX-
Konzentrationen im Serum wéhrend einer first-line Therapie zeigte jedoch keine signifi-
kanten Konzentrationsverdnderungen im Verlauf der Therapie. Demnach scheint die Be-
stimmung der CA IX-Konzentration im Serum im Rahmen eines Therapiemonitorings

nicht sinnvoll2% 872281

2.4.3 Zervixkarzinom

Beziiglich des Zervixkarzinoms zeigte Liao et al. einen Zusammenhang zwischen Tumor-
grofle bzw. Invasionstiefe des Tumors und intratumoraler CA IX-Expression. Des Weite-
ren zeigte sich in dieser Studie die CA IX-Expression als unabhingiger prognostischer
Faktor bzgl. PFS (progression free survival) und OAS (overall survival)!®l, In einer Stu-
die von Loncaster et al. wurde festgestellt, dass die Tumor-assoziierte Carboanhydrase
IX mit dem Hypoxielevel des Tumors korrelliert. Weiterhin konnte auch hier festgestellt
werden, dass es sich bei der intratumoralen CA IX-Konzentration um einen signifikan-
ten und unabhéngigen prognostischen Faktor fiir Overall Survival und Metastasen-freies
Uberleben nach einer Radiotherapie handelt. Mit Hilfe der CA IX-Bestimmung wire es
moglich Patientinnen, die von einer Therapie profitieren, welche besonders auf die hy-
poxischen Bedingungen abzielt, zu erkennen!!2*l. Kim et al. kam zu dem Schluss, dass
die CA IX-Expression als Indikator fiir die Identifizierung von Patientinnen, die eine ag-
gressivere systemische Therapie bendtigen, genutzt werden konnte. Er stellte eine Asso-
ziation zwischen CA IX-Konzentration im Tumor und erhohter Metastasierungstendenz
festl1%2l - Auch in einer Studie von Woelber et al. konnte ein Zusammenhang zwischen
intratumoraler CA IX-Expression und Lymphknotenmetastasen sowie fortgeschrittenem

Tumorstadium gezeigt werden!222.
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2.4.4 Mammakarzinom

Studien zum Mammakarzinom zeigten, dass eine hohe CA IX-Konzentration mit schlech-
terem Uberleben (DFS, Overall Survival) vergesellschaftet warl®® 81 n einer Studie
von Hussain et al. war CA IX ein signifikanter unabhingiger Prognosefaktor fiir das
Uberleben!®2l. Im Jahre 2016 beschrieb eine Studie den hemmenden Effekt eines Ben-
zensulfonamids (VD1142) auf die katalytische Aktivitit von Carboanhydrase IX in Brust-
krebszellen. Dieser Umstand konnte ggfs. im Rahmen einer gezielten Krebstherapie ein-
gesetzt werden®”). Eine Studie von Ivanova et al. zeigte eine Assoziation zwischen CA
IX mRNA und schlechterem Uberleben besonders bei Patientinnen mit triple negativen
Tumoren. Des Weiteren konnte die Studie belegen, dass die Behandlung mit einem Car-
boanhydraseinhibitor die Selbsterneuerungskapazitit der Krebszellen reduziert und syn-

ergistisch mit einer Chemotherapie mit Doxorubicin wirkt®:P0,

2.5 Carboanhydrase IX im Endometriumkarzinom

Die Expression von CA IX im Endometriumkarzinom und deren Bedeutung ist bisher
kaum untersucht worden. Dennoch existieren einige wenige Studien zu diesem Themal®3!
(86, 16111751 'Hynninen et al. nutzte in einer Studie aus dem Jahre 2012 die CA IX-Expres-
sion bei der differentialdiagnostischen Unterscheidung zwischen Leiomyom und Leio-
myosarkom. Es wurde festgestellt, dass die CA IX-Expression im Sarkom deutlich erhoht
war, wihrend im Leiomyom fast keine CA IX-Expression nachweisbar war.

Eine Studie aus dem Jahr 2014 untersuchte den Zusammenhang zwischen der CA IX-
Expression und der Aufnahme radioaktiv markierter Fluordesoxyglukose (FDG) als Zei-
chen eines gesteigerten Glukosemetabolismus in den Tumorzellen bei Patientinnen mit
Endometriumkarzinom. Es konnte hier allerdings kein Zusammenhang festgestellt wer-

den P21,
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Horree et al. untersuchte einige mit Zellproliferation und Hypoxie assoziierte Proteine,
darunter auch CA IX, hinsichtlich der Frage, ob es einen Unterschied zwischen der Prote-
inexpression im Tumorinneren im Vergleich zu der sogenannten Invasionsfront gibt. Auch
hier konnte kein Unterschied in der CA IX-Expression festgestellt werden [33).

Eine Studie von Yunokawa et al. untersuchte die CA IX-Expression im Endometriumge-
webe von Patientinnen mit atypischer Endometriumhyperplasie und Endometriumkarzi-
nom im Vergleich zu gesundem Endometriumgewebe!232],

Wissenschaftliche Arbeiten, die sich mit der prognostischen Bedeutung von CA IX im
Endometriumkarzinom befassen, sind bisher rar. Pijnenborg et al. untersuchten die Ex-
pression von CA IX im Primértumor bei Patientinnen, die ein Rezidiv entwickelten im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne Rezidivl!®!, Sadlecki et al. korrelierten die CA
[X-Expression im Primédrtumor mit verschiedenen histopathologischen Parametern sowie
der Uberlebenszeit bei Patientinnen mit Endometriumkarzinom!7>/,

Gegenstand dieser Studie sind daher Prognosefaktoren beim Endometriumkarzinom so-
wie die prognostische Bedeutung der CA IX-Expression im Tumorgewebe und Serum

von Patientinnen mit primdrem Endometriumkarzinom.
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3.1 Material

3.1.1 Zusammenstellung des Patientenkollektivs

Die Zusammenstellung des Studienkollektivs fand in Kooperation mit dem Institut fiir
Pathologie am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf statt. Hier wurden die gynéko-
logischen Befunde der vergangenen Jahre (1994 bis 2011) gesichtet und geeignete Fille
ausfindig gemacht. Aufnahmekriterium war der histologische Befund eines Endometri-
umkarzinoms. Sarkome der Gebdarmutter wurden bei dieser Studie ausgeschlossen. Nach
Anfertigung der Gewebeschnitte erfolgte die immunhistochemische Fiarbung (siehe Kap.
S.[51).

Des Weiteren waren durch die Zusammenarbeit mit dem gynédkologischen Forschungsla-
bor 46 prioperativ gewonnene Serumproben von Patientinnen aus dem Kollektiv verfiig-
bar. Hier erfolgte die Ermittlung der 16slichen Molekiilkonzentration von s-CA IX mittels
Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) (siche Kap. S.[59).

Das Patientenkollektiv umfasst 272 Patientinnen, die im Zeitraum zwischen 1994 und
2011 aufgrund eines primiren Endometriumkarzinoms operiert wurden. 187 davon wur-

den an der Klinik und Poliklinik fiir Gynikologie des Universititsklinikums Hamburg-
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Eppendorf behandelt, 85 an der Klinik fiir Gynidkologie und Geburtshilfe des Albertinen-
Krankenhauses Hamburg. Die unterschiedlichen Kliniken ergeben sich aufgrund der
Funktion des Instituts fiir Pathologie des Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf als
Referenzzentrum fiir Gynikologie.

Die histopathologischen Parameter, wie Tumorgroe, Tumorstadium, histologischer Tu-
mortyp und Differenzierungsgrad, Angio- und Lymphangioinvasion, Lymphknotenbefall,
sowie der Resektionsstatus wurden dem pathologischen Befund entnommen. Die klini-
schen Informationen stammen aus den Patientenakten.

Zur Beobachtung des postoperativen Krankheitsverlaufes wurden die Patientinnen bzw.
im Todesfall deren nichste Angehorige telefonisch kontaktiert. In Féllen, in denen keine
personliche Kontaktaufnahme moglich war, wurden Informationen iiber die weiterbe-
handelnden Gynikologinnen/Gynédkologen und das Hamburger Krebsregister gesammelt.
Die Zeitspanne dieser Follow-Up-Daten erstreckt sich vom Tag der Operation bis zum
Todeszeitpunkt, respektive Zeitpunkt des letzten Patientenkontaktes.

Die Einwilligung zur wissenschaftlichen Untersuchung des Tumorgewebes sowie der
patientenbezogenen Daten wurde von den Erkrankten, nach erfolgter Aufkldarung vor der
Operation oder wihrend der Follow-Up-Periode, eingeholt. Es lag ein positives Ethikvo-
tum vor. Zudem wurde die Studie gemi den Prinzipien der Deklaration von Helsinki
und den REMARK-Kriterien gestaltet!%. Alle Daten wurden vor der Auswertung an-

onymisiert.

3.1.2 Material fiir die Immunhistochemie

Fiir die immunhistochemische Untersuchung der Carboanhydrase IX wurde ein kommer-
zieller Kit (CA IX IHC Kit, No. CAIXOS) der Firma Siemens Healthcare Diagnostics
Inc. (Tarrytown/USA) verwendet. Nachfolgend sind die im Kit enthaltenen Reagenzien

sowie Verbrauchsmaterialien und benotigte Gerite aufgefiihrt. Der theoretische Hinter-
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grund und die Durchfiihrung sind dem Kapitel (S. zu entnehmen.

Reagenzien (in Kit enthalten):

* Peroxidase Blocker (CA IX IHC Kit, Reagenz A)
Ready-to-use (Siemens, No. CAIXOS)

* Muriner Anti CA IX Antikorper (gelost auf 0,5 ug/ml) (CAIX IHC Kit, Reagenz
B)

Ready-to-use (Siemens, No. CAIXOS)

* Biotinylierter Ziegen Anti-Maus IgG Antikorper (CAIX THC Kit, Reagenz C)
Ready-to-use (Siemens, No. CAIXOS)

* HRP Streptavidin (CAIX IHC Kit, Reagenz D)
Ready-to-use (Siemens, No. CAIXOS)

* Maus IgG Negativ Kontrolle (CA IX IHC Kit, Reagenz E)
Ready-to-use (Siemens, No. CAIXOS)

* DAB Substrat-Chromogen Losung (CAIX THC Kit)

1 Tropfen DAB Substrat Puffer (Reagenz F1) (Siemens, No. CAIXOS)
1 Tropfen DAB Chromogen Losung (Reagenz F2) (Siemens, No. CAIXOS)
1 Tropfen Wasserstoffperoxid 0,6 % (Reagenz F3) (Siemens, No. CAIXOS)
1 ml Aqua dest.

* Mayer’s Haematoxylin (CAIX IHC Kit, Reagenz G)
Ready-to-use (Siemens, No. CAIXOS)
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* PBS Puder (CAIX IHC Kit)
1 Packung PBS Puder (Reagenz H)
11 Aqua dest.

(Siemens, No. CAIXOS)

Nicht im Kit enthaltene Reagenzien und Verbrauchsmaterialien:

* p-Xylen

* Alkoholreihe (100 %, 95 %, 80 %)

* Aqua dest.

¢ Entellan

* Objekttrager

* Deckgliser

* Pipettenspitzen mit/ohne Filter

¢ Dako Pen

¢ 50 ml Plastikrohrchen

* Reaktionsgefille

(Fluka, No. 95685)

(MERCK, No. 1.07961)

(Assistent/Hecht, No. 2409)

(Marienfeld, No. 0101202)

(Sarstedt)

(Dako Denmark A/S, No. $2002)

(Sarstedt)

(Eppendorf)
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e Handschuhe (Ansell)
Geriite:

¢ Mikrotom (Leica, No. SM 2000R)
* Autoklav

¢ Wasserbad (Leica, No. HI1210)
* Pipetten (Eppendorf)
* ph-Meter (WTW, No. 1A10-110)
* Magnetriihrer (IKAMAG)
* Analysewaage (Kern)
* Mikroskop (Zeiss, Axioskop 40)

3.1.3 Material fiir den ELISA

Der ELISA (Enzym-linked immunosorbent assay) wurde mit einem Ca IX-Reaktionskit

der Firma Wilex/WILEX Inc. (Item No. 06490025) durchgefiihrt. Im Folgenden sind die
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enthaltenen Reagenzien aufgefiihrt. Anschliefend sind Verbrauchsmaterialien sowie die
benotigten Geridte aufgelistet. Der theoretische Hintergrund und die Durchfiihrung sind

dem Kapitel [3.2.2](S.[55) zu entnehmen.

Reagenzien:

¢ CA IX Standards (Siemens, No. 06490025)
sechs Phiolen mit jeweils 1 ml einer gereinigter CA IX Standardlosung mit unter-
schiedlichen Konzentrationen (0 - 1500 pg/ml)

Ready-to-use

» Sample Diluent (Siemens, No. 06490025)
100 ml Flasche enthélt BSA (Rinderalbumin), Maus IgG, 0,09 % Natriumazid
Ready-to-use

* Detektor Antikorper (Siemens, No. 06490025)
12 ml Flasche enthilt biotinylierten Anti-CA IX Antikorper
Ready-to-use

* Konjugat-Konzentrat (Siemens, No. 06490025)
0,4 ml Phiole enthélt HRP-Streptavidin, zur Verdiinnung mit Conjugate Diluent im
Verhiltnis 1:50 um Working Conjugate zu erhalten
Ready-to-use

* Conjugate Diluent (Siemens, No. 06490025)
12 ml Flasche enthilt Pufferlosung (pH 7,0) mit BSA und 0,1 % 2-Chloracetamid,

zur Verdiinnung mit Conjugate Concentrate im Verhiltnis von 50:1 um Working
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Conjugate herzustellen

Ready-to-use

¢ Substrate Solution (Siemens, No. 06490025)
12 ml Flasche enthilt TMB Substrat (Tetramethylbenzidin)
Ready-to-use

* Stop Solution (Siemens, No. 06490025)
100 ml Flasche enthilt 2,5N H,SO4
Ready-to-use

¢ Platewash concentrate (Siemens, No. 06490025)

100 ml Flasche, zur Verdiinnung mit Aqua dest. im Verhiltnis 1:20

Verbrauchsmaterialien:

Mikrotiterplatte (in CA 1X-Kit enthalten) (Siemens, No. 06490025)
96-Well-Platte beschichtet mit einem monoklonalen Anti-CA IX Antikorper

* Pipettenspitzen (Sarstedt)
* 1,5 ml Reaktionsgefif3 (Sarstedt, No. 72.690.001)
* Reaktionsgefille (Eppendorf)
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e Handschuhe (Ansell)

¢ Plastikfolie

Gerdite:
* Pipetten (Eppendorf)
* Schiittler/Titer plate shaker (Heidolph, Polymax 1040)
* Spektralphotometer fiir ELISA (Tecan, Sunrise)

3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistochemie

3.2.1.1 Grundlagen

Das Prinzip der Immunhistochemie nutzt die Spezifitit und Affinitdt immunologischer
Reaktionen zur Lokalisation von Antigenen. Im ersten Schritt wird ein sog. primérer An-

tikorper eingesetzt, der an ein Epitop des gesuchten Antigens bindet. Im zweiten Schritt
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wird die Antigen-Antikorper-Bindungsstelle lokalisiert und durch direkte oder indirek-
te Methoden sichtbar gemacht. Bei der direkten Methode trigt der priméire Antikdrper
ein Markermolekiil, welches durch bestimmte Techniken sichtbar gemacht werden kann.
Handelt es sich hierbei um fluoreszierende Farbstoffe, so spricht man von Immunfluores-
zenz. Bei der indirekten Methode wird an den primédren AntikOrper ein zweiter, markier-
ter Antikorper gebunden, der dann sichtbar gemacht werden kann. Ist eine Verstdrkung
(Amplifikation) des Signals gewiinscht, kann eine hohere Anzahl von Markermolekii-
len verwendet werden. Eine hiaufig genutzte Methode besteht in der Verwendung eines
biotinylierten Sekundérantikorpers. Als nédchstes folgt die Inkubation mit einem Avidin-
Biotin-Peroxidase-Complex (ABC), der an den biotinylierten Sekundérantikdrper bindet.
Das Enzym kann ein zugegebenes Substrat zu einem farbigen Endprodukt umsetzen und

so letztlich das Antigen sichtbar machen (Abb. S. [24].

3.2.1.2 Durchfiihrung

Die histologische Aufarbeitung und immunhistochemischen Farbung des Tumorgewebes
erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie des Universitdtsklinikums

Hamburg Eppendorf. Im Folgenden sind die einzelnen Arbeitsschritte wiedergegeben:

Gewebevorbehandlung/Gewebeaufarbeitung:

Die Gewebeproben wurden initial mit 4%-iger Formalinlosung fixiert, in einer aufsteigen-
den Alkoholreihe entwissert und in Xylol inkubiert. Darauthin erfolgte die Einbettung in
Paraffin. Zur Herstellung eines Tissue Microarrays (TMA) erfolgte die Entnahme von
Gewebezylindern mit einem Durchmesser von 1,3 mm aus jeweils einem représentativen,
nicht nekrotischen Tumorareal des Spenderblocks. Diese wurden in einen vorgebohrten

Paraffinblock, den Empfingerblock, eingebracht. AnschlieBend wurde dieser mit einem
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Abbildung 3.1: Spezifische Darstellung von Proteinen in Gewebe und Zellen (Immunhis-
tologie) oder in Extrakten (Western-Blot). Fiir die direkte Methode tragt der Antikdrper ein
Markermolekiil (M = Enzyme, Fluorochrome oder kolloidales Gold), das nach der Immunreaktion
im Gewebe nachgewiesen werden kann (bei fuoreszierenden Farbstoffen z.B. im Auflichtmikro-
skop mit Farbfiltern). Bei den indirekten Methoden wird an den priméren Antikorper ein zweiter
Antikorper gebunden, der aufgrund seiner Markierung visualisiert werden kann. Ist eine weitere
Verstarkung des Signals erforderlich, wird z.B. ein biotinylierter (B) sekundérer Antikorper ver-
wendet, der von einem Komplex aus Avidin und einem biotinylierten Enzymmarker erkannt wird.
Da eine hohere Zahl von Markermolekiilen an der Reaktion beteiligt ist, wird das Signal verstarkt
(Amplifikation)24.

Schlittenmikrotom geschnitten und die 4pum dicken Schnitte auf beschichtete Objekttri-
ger aufgebracht.

Durch die Fixierung des Gewebes mit Formalin kommt es zu einer Vernetzung der Prote-
ine (Crosslinking). Die Antigene sind in diesem Zustand nur eingeschrinkt fiir Anti-
koper zuginglich. Die sogenannte Antigendemaskierung erfolgt durch ein als HIER (Heat
Induced Epitope Retrieval) bezeichnetes Verfahren, bei dem eine thermische Vorbehand-
lung des Gewebes in einer Pufferlosung stattfindet. In diesem Fall erfolgte die Vorbehand-
lung im Autoklaven bei einem pH-Wert von 7,8.

Bei dem CA IX-Antikorper handelt es sich um einen monoklonalen murinen Antikdrper
(CA IX IHC Kit, Siemens Healthcare Diagnostics Inc.). Dieser liegt in einer Verdiinnung

von 0,5 ug/ml vor. Die Reagenzien dieses Kits liegen teils als ready-to-use Variante, teils
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als Konzentrate, die einer vorherigen Verdiinnung bediirfen, vor. Das Kit enthélt eine Ne-
gativkontrolle. Der Versuch findet bei Raumtemperatur statt.

Vor der immunhistochemischen Firbung erfolgte die Entparaffinierung und Rehydrati-
sierung des Gewebes in einem Xylolbad mit anschlieBender absteigender Alkoholrei-
he. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte eine Behandlung mit Peroxidase
Blocking Solution (ready-to-use). Nun erfolgte die Zugabe des Primirantikorpers gegen
CA IX bzw. die Negativkontrolle. Nach Inkubation und Spiilung mit phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS) erfolgt die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundérantikorper (Bio-
tinylated Goat Anti-Mouse IgG Antibody). Es folgt erneutes Spiilen und danach das Zu-
pipettieren des HRP-Streptavidin-Komplexes wiederum gefolgt von einer Inkubationszeit
und Spiilung (s.0.). Um ein farbiges Endprodukt zu erhalten wird nun ein chromogenes
Substrat (DAB) zugegeben. Hierauthin entsteht ein braunes Prizipitat. Um die Farbreak-
tion zu beenden wurde das Gewebe mit Aqua dest. gespiilt. Als Gegenfarbung wurden
die Schnitte in ein Himatoxylin-Bad nach Mayer gestellt, um als Kontrast zur immun-
histochemischen Féarbung die Kerne aller Zellen darzustellen. AbschlieBend erfolgte die
Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol sowie das Eindecken in

das Eindeckmedium Entellan.

Beurteilung der Schnitte:

Die lichtmikroskopische Beurteilung aller Schnitte erfolgte durch einen Pathologen. Es
wurden der histologische Tumortyp, das Grading und die CA IX-Expression betrach-
tet. Die Einteilung des CA IX-Expressionslevels erfolgte nach einem vierstufigen Be-
wertungssystem. Hierbei flossen sowohl die Farbungsintensitit als auch die Anzahl der
gefdrbten Tumorzellen ein. Lediglich ein membrandses Farbemuster wurde als positiv
gewertet. 0 =keine Reaktion/Expression (keine Fiarbung oder Membranfirbung, kleiner
10 % der Tumorzellen), 1=schwache (Reaktion/Expression (partielle Membranfarbung
oder schwache komplette Membranfarbung, groer 10 % der Tumorzellen), 2 =maiBige

Reaktion/Expression (schwache bis moderate komplette Membranfirbung gréer 10 %
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der Tumorzellen), 3 = starke Reaktion/Expression (starke und komplette Membranfarbung
grofer 10 % der Tumorzellen). Beispielhafte Farbemuster fiir unterschiedliche CA IX-
Expressionslevel sind in Abb. [3.2]dargestellt.
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Abbildung 3.2: Immunhistochemisches Farbemuster von CA IX (nach [86]):

(E]) physiologisches Endometrium in der proliferativen Phase mit schwacher Farbung.
(b) ..Negativprobe" ohne Farbung bei einem Myom.

Endometriumkarzinom mit starker Farbung.

3.2.2 ELISA

3.2.2.1 Grundlagen

Der ELISA (Enzym-linked immunosorbent assay) ist eine antikdrperbasierte Methode
zum Nachweis von Proteinen oder anderen Antigene aus Korperfliissigkeiten. Hierzu ist
ein spezifischer Antikorper noétig, der an das gesuchte Antigen bindet. Der Antikorper
ist kovalent an ein Enzym gebunden. Ist das gesuchte Antigen in der Probe vorhanden,
bindet der Antikdrper-Enzym Komplex daran. Nach Zugabe eines passenden Substrates
katalysiert das Enzym die Umsetzung zu einem farbigen Produkt. Die Farbreaktion zeigt
somit das Vorhandensein des gesuchten Antigens an.

Eine spezielle Form ist der sogenannte ,,Sandwich“-ELISA. Zunichst werden hier Anti-
korper gegen ein bestimmtes Antigen am Boden eines Reaktionsgefiles immobilisiert.
Als nichstes wird die zu untersuchende Probe zugegeben und eine gewisse Zeit inkubiert.

Dann folgt ein zweiter, enzymgekoppelter Antikdrper. Auch dieser ist spezifisch und bin-
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det das gesuchte Antigen, wenn dieses in der Probe vorhanden sein sollte. Es entstehen
Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplexe, die in ihrer an ein Sandwich erinnernde An-
ordnung namensgebend fiir diesen ELISA sind. Die nichtgebundenen Antikorper werden
durch Waschen entfernt. SchlieBlich erfolgt die Zugabe des Substrates. Die Geschwindig-
keit der Farbbildung verhilt sich proportional zur Menge des Antigens!?2 1l Die Abbil-

dung [3.3] zeigt eine schematische Illustration der beschriebenen Methode.

Waschen Waschen v E Waschen £ E/-\S
=3 == TAE = A
S
mit monoklonalen Antigene ein zweiter, mit einem das Enzym setzt das
Antikdrpern beschich- binden an Enzym verknipfter hinzugefiigte Substrat
tetes Reaktionsgefal Antikdrper Antikérper bindet an zu einem farbigen Endprodukt um;
die immobilisierten die Geschwindigkeit der
Antigene Farbentwicklung ist hier der

Menge an Antigen proportional

Abbildung 3.3: Prinzip eines ELISAI22,

3.2.2.2 Durchfiihrung

Die Durchfithrung des CA IX ELISAs erfolgte durch das gynikologische Forschungs-
labor der Klinik und Poliklinik fiir Gynikologie des Universitédtsklinikums Hamburg-
Eppendorf. Zur Detektion der CA IX-Konzentration in Serumproben von 46 Patientin-
nen wurde ein ELISA Kit der Firma Wilex/WILEX Inc. (Item No. 06490025) verwendet.
Hierbei handelt es sich um einen ,,Sandwich“-ELISA. Es fand eine Doppelbestimmung
von Proben, Standard und Kontrollen statt. AnschlieBend wurde ein Mittelwert gebildet.
Eine Abweichung von bis zu 10 % wurde geduldet. Das Experiment erfolgte bei Raum-

temperatur (20 - 27 °C).
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Die einzelnen Schritte wurden wie folgt durchgefiihrt:

Zunichst wurden die zu verwendenden Proben auf Raumtemperatur gebracht. Es folgte
die Verdiinnung der Serumproben und Kontrollen mit Sample Diluent im Verhéltnis 1:2.
Die Standard-Losung bleibt unverdiinnt. Als ndchstes werden 100 ul/Well der Proben, der
Standard-Losungen und Kontrollen auf die mit (Maus-)anti-human CA IX monoklonalen
Antikorpern beschichtete 96-Well Platte aufgebracht. Danach findet eine zweistiindige
Inkubation auf einem Plattformschiittler (Heidolph Polymax 1040) bei 50 U/min statt. Im
Anschluss wird die Platte unter Verwendung von 300 ul Platewash (nach vorheriger Ver-
diinnung des Platewash-Konzentrates mit destilliertem Wasser im Verhéltnis 1:20) sechs-
mal gewaschen (nach dreimaligem Waschen Drehung um 180 °). Nun werden 100 pl/Well
des Detektor-Antikorpers (biotinylierter anti-CA IX Antikorper) zugegeben und fiir 30
Minuten auf dem Plattformschiittler inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen (s.0.) erfolgt
das Hinzufiigen von 100 pl/Well der Konjugat-Losung (nach vorheriger Verdiinnung des
Konjugat-Konzentrats mit dem Verdiinnungsmittel im Verhiltnis 1:50). Wieder findet eine
Inkubation auf dem Plattformschiittler fiir 30 Minuten mit anschlieendem Waschen (s.0.)
statt. Um einen Farbumschlag zu erzeugen werden 100 ul/Well des Substrates (TMB Sub-
strat) hinzu pipettiert. Nach Inkubation auf dem Plattformschiittler fiir weitere 25 Minuten
wird schlieB3lich 100 ul/Well Stop-Solution hinzugegeben. Die Messung des Absorptions-
grads der Proben erfolgt innerhalb von 30 Minuten mittels eines spektrophotometrischen
Mikrotiterplatten-Lesegerites (TECAN ELISA Reader Sunrise Remote) bei einer Wel-

lenldnge von 450 nm.

3.2.3 Statistische Auswertung

Die Kollektivbeschreibung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms IMB SPSS Stati-
stics V.22 fiir Windows Software. Fiir den Vergleich der Gruppen (CA IX positiv vs. CA

57



Kapitel 3. Material und Methodik

IX negativ) wurden folgende Tests verwendet: t-Test bei normalverteilten Stichproben,
Chi-Quadrat-Test bei nominalen Variablen, den nicht parametrischen Wilcoxon-Mann-
Whitney-U-Test bei nicht normalverteilten Variablen.

Die weiterfiihrenden statistischen Analysen erfolgten durch das Institut fiir Medizinische
Biometrie und Epidemiologie des Universititsklinikums Hamburg Eppendorf unter Ver-
wendung der Software R Version 3.2.2. (R Core Team, 2016, Version 3.2.2. R: A language
and environment for statistical computing URL: https://www.r-project.org/).

Die Zusammenhinge zwischen den einzelnen klinischen und pathologischen Parameter
wurden fiir zwei kontinuierliche Variablen anhand der Spearman Korrelation dargestellt
und fiir eine kontinuierliche und eine bindre Variable mittels t-Test, bzw. bei einer nicht-
normalverteilten kontinuierlichen Variablen mittels Wilcoxon-Mann-Whitney U-Test ver-
glichen. Der Vergleich fiir mehr als zwei Gruppen beziiglich einer kontinuierlichen Varia-
blen erfolgte mittels einer Varianzanalyse (ANOVA) bzw. bei einer nicht-normalverteilten
kontinuierlichen Variablen mittels Kruskal-Wallis Test. Der Zusammenhang zwischen
zwel kategorialen Variablen wurde mittels Chi-Quadrat Test, bzw. Fisher Exaktem Test
analysiert.

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen und eine Adjustierung
des Signifikanzniveaus fiir multiples Testen wurde nicht vorgenommen, da es sich um ei-
ne rein explorative Analyse handelt. Fiir die Uberlebenszeitanalyse (Overall, Event-free
Ereigniszeitanalyse) wurde eine univariate Analyse mittels Cox Regression durchgefiihrt.
Fiir einige Variablen wurde die univariate Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Um mehrere
Ereignisse pro Individuum zu beriicksichtigen, zum Beispiel Rezidiv und Tod oder Zweit-
rezidive, wurde eine rekurrente Ereigniszeitanalyse mittels Andersen-Gill Modell durch-
gefiihrt. Dieses Modell basiert auf dem Cox-Modell und beriicksichtigt die unterschied-
lichen Grundrisiken der Individuen fiir Erfahren eines Ereignisses durch einen robusten
Varianzschitzer. Variablen, die bei der univariaten Analyse signifikant waren bzw. nicht
zu ungenau in ihrer univariaten Schitzung waren, wurden in eine multivariate Analyse

aufgenommen. Des Weiteren wurde eine Krankheits-spezifische Analyse durchgefiihrt.
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Um das konkurrierende Event, Tod durch andere Ursache, zu beriicksichtigen, wurde ei-
ne Competing Risk Analyse ergénzt.
Zur Literaturverwaltung wurde das Programm EndNote X9 fiir Mac OS (Clarivate Ana-

lytics, Philadelphia, Pa., USA) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Kollektivbeschreibung

Das untersuchte Patientenkollektiv bestand insgesamt aus 272 Patientinnen mit priméirem
Endometriumkarzinom. Bei diesen Patientinnen wurden klinische und histopathologische
Parameter erhoben und ein Follow-up durchgefiihrt (Kap.d.1]. S.[61} Tab.[4.3] S.[63). Bei
157 der Patientinnen wurde die CA IX-Expression im Tumorgewebe untersucht. Bei 46
der Patientinnen lagen pridoperativ gewonnene Serumproben vor, aus denen die CA IX-

Konzentration bestimmt werden konnte.

Alter der Patientinnen

Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des Endometriumkarzinoms lag bei

rund 67 Jahren. Die jiingste Patientin war 34, die élteste 90 Jahre alt (Tab. S.[61).

Histologischer Typ und Stadieneinteilung

Bei 225 der Patientinnen (83 %) zeigte das Tumorgewebe histologisch eine endometrioide

Differenzierung. Das vorherrschende pT- bzw. FIGO-Stadium war bei 150 (55,8 %) bzw.
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146 (54,1 %) Patientinnen Stadium pTla bzw. FIGO IA. Die genauen Verteilungen der
histologischen Tumortypen und der Stadieneinteilung ist der Tabelle 4.2] (S. [62)) zu ent-

nehmen.

Nodalstatus und Fernmetastasen

Bei 140 Patientinnen wurden intraoperativ Lymphknoten entnommen. Davon konnten bei
31 (22,1 %) Patientinnen Lymphknotenmetastasen festgestellt werden. Im Mittel wiesen
die betroffenen Patientinnen fiinf befallene Lymphknoten auf. 14 (5,1 %) Patientinnen

zeigten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernmetastasen (Tab. 4.2} S.[62).

Follow-up

Insgesamt hatten 41 Patientinnen mindestens ein Rezidiv. Dieses trat im Median nach
16,8 Monaten auf (3,2 - 63,7 Monate). 48 der Patientinnen sind aufgrund des Endometri-

umkarzinoms verstorben, 55 an einer anderen Todesursache (Tab.[4.3] S.[63)

Altersverteilung

n %

Alter bei Erstdiagnose (n =272)

mittleres Alter 67,3+11,3

medianes Alter 67

Spannweite 34-90
Altersgruppen (n=272)

31-40 Jahre 2 (0,7)

41-50 Jahre 19 (7,0)

51-60 Jahre 52 (19.1)

61-70 Jahre 86 (31,6)

71-80 Jahre 74 (27,2)

81-90 Jahre 39 (14,3)

Tabelle 4.1: Altersverteilung.
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Basischarakteristika

n %
Tumorhistologie (n=271)
endometrioides Adenokarzinom 225 (83,0
klarzelliges Adenokarzinom 2 (0,7)
seros-papillares Adenokarzinom 23 (8,5)
adenosquamdses Karzinom 10 (3.7
Miillerscher Mischtumor 2 (0,7
muzindses Adenokarzinom 9 (3.3)
pT-Stadium (n=269)
la 150 (55.,8)
1b 51 (19,0)
2 30 (11,2)
3a 21 (7.8)
3b 13 (4,8)
4 4 (1,5)
pN-Stadium (n=271)
pNO 109 (40,2)
pN1 31 (11,4)
keine LK entnommen 131 (48,3)
M-Stadium (n=272)
MO 258 (94.9)
M1 14 (5.1)
FIGO-Stadium (n=270)
1A 146 (54,1)
1B 47 (17,4)
I 24 (8,9)
A 7 (2,6)
B 5 (1,9)
1c1 11 (4,1)
11C2 13 (4,8)
IVA 3 (1,1)
IVB 14 (5.2)

Tabelle 4.2: Basischarakteristika
Abk.: LK - Lymphknoten, FIGO - Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique.
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Follow-up

Mittlere Dauer (in Monaten) 75,3
Mediane Dauer (in Monaten) 61,8
Spannweite (in Monaten) 0-209,0
Patienten mit Rezidiv 41 (15,1)
Patienten ohne Rezidiv 231 (84,9)
Todesfalle durch Tumorerkrankung 48 (17.6)

Tabelle 4.3: Follow-up (n=272).

4.2 Bedeutung bekannter Prognosefaktoren im

Endometriumkarzinom

In dieser Arbeit wurde die Relevanz einiger bekannter Prognosefaktoren fiir das Uberle-
ben von 272 Patientinnen mit Endometriumkarzinom untersucht. Die Uberlebenszeiten
(OAS, DFS) wurden zunichst univariat mittels Cox-Regression untersucht. Fiir alle bei
der univariaten Analyse signifikanten und in ihrer Schidtzung nicht zu ungenauen Pro-
gnosefaktoren wurde ergénzend eine multivariate Analyse durchgefiihrt. Im Folgenden
sind die Ergebnisse fiir die Analysen der einzelnen Prognosefaktoren (FIGO-Stadium,
T-Stadium, Grading, Myometriuminvasionstiefe, tumorfreie Distanz zur Serosa, histolo-
gischer Typ, Gefidl- und LymphgefidlBinvasion, Fernmetastasen, Diabetes mellitus, BMI

sowie arterieller Hypertonus) wiedergegeben.

4.2.1 FIGO- und T-Stadium

Sowohl beim Gesamtiiberleben, als auch beim rezidivfreien Uberleben (DFS) ergab sich
eine Verkiirzung der Uberlebenszeiten mit steigendem FIGO-Stadium. In der univariaten
Analyse zeigten sich die Ergebnisse als statistisch signifikant (p <0,01).

Die Wahrscheinlichkeit im beobachteten Zeitraum zu versterben stieg im Verhéltnis zum
FIGO-Stadium I bei Vorliegen eines Stadiums Il um das zwei- (p <0,01) bei Vorliegen ei-
nes Stadiums III oder IV um das 4,7-fache (p <0,01). Das mediane Gesamtiiberleben im

FIGO-Stadium I lag bei ca. 164 Monaten, im Stadium II bei 94 Monaten und im Stadium
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III/IV bei 32 Monaten. Betrachtet man das krankheitsfreie Uberleben (DFS), so fillt hier

eine Verkiirzung der rezidivfreien Uberlebenszeit um den Faktor 2,2 (p<0,01) im FIGO-

Stadium IT und um den Faktor 5,3 (p<0,01) im FIGO-Stadium III/IV auf. Das mediane

krankheitsfreie Uberleben betrigt 170 Monate im Stadium I vs. 94 Monate im Stadium II

VS.

31 Monate im Stadium II/IV.

Mit steigendem pT-Stadium zeigte sich eine signifikante Verkiirzung des Gesamtiiber-

lebens bzw. des rezidivfreien Uberlebens (jeweils p<0,01). Die Wahrscheinlichkeit im

beobachteten Zeitraum zu versterben stieg mit zunehmendem pT-Stadium um den Faktor

1,6 (p<0,01), wohingegen das Risiko ein Rezidiv zu entwickeln oder zu versterben um

den Faktor 1,7 (p<0,01) stieg.

Auch in der multivariaten Analyse zeigten sich hier signifikante Ergebnisse (OAS: Faktor

1,5; p<0,01, DFS: Faktor 1,5; p<0,01) (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Uberleben in Abhingigkeit vom FIGO-Stadium (I vs. Il vs. l11/1V; sowie jeweiliger
Median):
Gesamtiiberleben.

(a)
Rezidivfreies Uberleben.
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4.2.2 Grading

Die Analyse zeigte eine Verkiirzung des Gesamtiiberlebens bzw. des rezidivfreien Uber-
lebens mit steigendem Grading (G). Die Risikoerhohung bezieht sich jeweils auf einen
Vergleich mit Patientinnen mit G1 Tumoren. Die Wahrscheinlichkeit im beobachteten
Zeitraum zu versterben war bei Patientinnen mit undifferenzierten Tumoren (G3) um den
Faktor 2,9, mit einem méaBig differenzierten (G2) um das 2,5-fache grofler. Die Wahr-
scheinlichkeit ein Rezidiv zu entwickeln oder zu versterben war bei Patientinnen mit ei-
nem undifferenzierten Tumor (G3) um den Faktor 3,2 erhoht und bei Patientinnen mit
einem maBig differenzierten Tumor (G2) 2,7-mal hoher im Vergleich zu Patientinnen mit
GI.

In der multivariaten Analyse zeigte sich sowohl beim OAS als auch beim DFS eine si-
gnifikante Verkiirzung der Uberlebenszeit bzw. krankheitsfreien Uberlebenszeit bei Pati-
entinnen mit G3 Tumoren im Vergleich zu Patientinnen mit G1 Tumoren (OAS: Faktor
2,8; p=0,03, DFS: Faktor 2,9; p<0,01). Zudem konnte eine schwache positive Korrela-
tion zwischen dem Grading und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen beobachtet

werden (rSp =0,225; p=0,014) (Abb. i.2] S.[60).

4.2.3 Myometriuminvasion (DOI) und tumorfreie Distanz zur Serosa

(TFD)

In der univariaten Analyse zeigte sich eine Verkiirzung der Uberlebenzeit (OAS) bzw.
der rezidivfreien Uberlebenszeit (DFS) mit steigender Eindringtiefe des Tumors in das
Myometrium. Die Wahrscheinlichkeit im beobachteten Zeitraum zu versterben bzw. ein
Rezidiv zu entwickeln oder zu versterben stieg mit der Tiefe der Myometriuminvasion um

den Faktor 1,035 bzw. 1,037 je mm Tiefe (p <0,01). Nach Unterteilung des untersuchten
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Abbildung 4.2: Uberleben in Abhingigkeit vom Grading (G1 vs. G2 vs. G3; sowie jeweiliger
Median):

Gesamtiiberleben.

(b)

Krankheitsfreies Uberleben.

Kollektiv in Patientinnen mit >4 mm Myometriuminvasion und <4 mm Myometriumin-
vasion, konnte auch hier in der univariaten Analyse ein signifikanter Unterschied beob-
achtet werden (OAS: Faktor 0,4; p<0,01, DFS: Faktor 0,4; p<0,01).

Sowohl zwischen der Myometriuminfiltration als auch der tumorfreien Distanz zur Serosa
und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen konnte ein signifikanter Zusammenhang
beobachtet werden (p=0,012 bzw. p<0,01).

Bei der Untersuchung des Einflusses der tumorfreien Distanz zur Serosa auf das Uber-
leben der Patientinnen konnten ebenfalls statistisch signifikante Ergebnisse beobachtet
werden. Die Wahrscheinlichkeit im beobachteten Zeitraum zu versterben sank mit dem
Faktor 0,9 je Millimeter (p <0,01). Das Risiko ein Rezidiv zu entwickeln oder zu verster-
ben sank mit jedem Millimeter um den Faktor 0,9 (p<0,01). Nach Unterteilung des Kol-
lektivs in Patientinnen >7 mm TFD und Patientinnen <7 mm TFD, zeigte sich weiterhin
ein signifikantes Ergebnis mit einem Faktor von 2,3 fiir das OAS (p<0,01) und einem

Faktor von 2,6 fiir das DFS (p<0,01) (Abb. &3 S.[67).
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Abbildung 4.3: Gesamt- und rezidivfreies Uberleben fiir die Myometriuminvasion (DOI) und die
tumorfreie Distanz zur Serosa (TFD) sowie Darstellung der jeweiligen Regressionsgeraden:

(a)) Gesamtiiberleben DOI.

Krankheitsfreies Uberleben DOI.

(c) Gesamtiiberleben TFD.

(d) Krankheitsfreies Uberleben TFD.
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4.2.4 Histologien

Bei der Analyse der prognostischen Bedeutung der unterschiedlichen histologischen Ty-

pen, fiel ein signifikanter Unterschied beim Uberleben (OAS und DFS) der Patientinnen

mit endometrioiden Adenokarzinomen im Vergleich zu Patientinnen mit serds-papillirem

Adenokarzinom auf. Die Feststellungen beziehen sich jeweils auf einen Vergleich mit Pa-

tientinnen mit endometrioidem Adenokarzinom.

In der univariaten Analyse zeigte sich, dass bei Vorliegen eines serds-papilldren Ade-

nokarzinoms das Risiko zu versterben bzw. ein Rezidiv zu entwickeln oder zu versterben

signifikant erhoht war (p<0,01). Die Wahrscheinlichkeit hierfiir war im beobachteten

Zeitraum um das 3,2-fache groBer als bei Patientinnen mit einem endometrioiden Ade-

nokarzinom (Abb. S. [68).

Histologien
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Abbildung 4.4: Uberleben in Abhingigkeit von der Histologie (endometrioid vs. serds-papillar;

sowie jeweiliger Median):
Gesamtiiberleben.

(a)
Rezidivfreies Uberleben.
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4.2.5 GefidB-und LymphgefiBinvasion

Sowohl die Gefil3-, als auch die Lymphgefifinvasion zeigten sich in der univariaten Ana-
lyse als signifikante Prognosefaktoren.

In der univariaten Analyse war das Risiko im beobachteten Zeitraum zu versterben bei
Vorliegen einer GefiB3- bzw. LymphgefidBinvasion um den Faktor 2,3 (p<0,01) bzw. 2,1
(p<0,01) erhoht.

Das Risiko im beobachteten Zeitraum ein Rezidiv zu entwickeln oder zu versterben erhoh-
te sich bei Vorliegen einer Gefal3- bzw. Lymphgefidfinvasion um den Faktor 2,3 (p<0,01)
bzw. 2,2 (p<0,01). Zudem konnte eine schwache Korrelation zwischen einer Gefil3- bzw.
einer LymphgefiBinvasion und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen beobachtet

werden (rSp=0,302, p<0,01 bzw. rSp=0,329, p<0,01) (Abb.[4.5] S.[70).

4.2.6 Lymphknotenmetastasen (N1) und Fernmetastasen (M1)

Bei Patientinnen mit Lymphknotenmetastasen (N1) konnte im Vergleich zu Patientinnen
ohne Lymphknotenmetastasen (NO) ein signifikanter Unterschied bei der Uberlebenszeit
festgestellt werden. Die Wahrscheinlichkeit im beobachteten Zeitraum zu versterben stieg
bei Patientinnen mit positivem Nodalstatus um den Faktor 4,2 (p <0,01). Die Wahrschein-
lichkeit ein Rezidiv zu erleiden oder zu versterben stieg um den Faktor 4,3 (p<0,01).
Aufgrund eines groflen Konfidenzintervalls sind diese Schitzungen eher ungenau. Auch
bei Patientinnen mit Fernmetastasen war im Vergleich zu Patientinnen ohne Fernmetasta-
sen eine signifikante Verkiirzung der Uberlebenszeiten (OAS und DFS) festzustellen. Das
Risiko im beobachteten Zeitraum zu versterben erhoht sich bei Vorliegen von Fernmeta-
stasen um den Faktor 5,0 (p<0,01).

Das Risiko im beobachteten Zeitraum Rezidiv zu erleiden oder zu versterben, erhoht sich

bei Vorliegen von Fernmetastasen um den Faktor 6,1 (p<0,01) (Abb. S.[71).
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Abbildung 4.5: Uberleben in Abhingigkeit von der Angio- und LymphgefiRinvasion (sowie
jeweiliger Median):

(a) Angioinvasion: Gesamtiiberleben.

(b) Angioinvasion: Rezidivfreies Uberleben.

(c) LymphgefaRinvasion: Gesamtiiberleben.

(d) LymphgefaRinvasion: Rezidivfreies Uberleben.

4.2.7 Diabetes mellitus, BMI und arterieller Hypertonus

Die durchgefiihrten Analysen zeigten, dass eine Erkrankung mit Diabetes mellitus einen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben (OAS und DFS) der Patientinnen hatte. Das Ri-

siko im beobachteten Zeitraum zu versterben bzw. ein Rezidiv zu entwickeln oder zu
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Abbildung 4.6: Uberleben in Abhingigkeit von Lymphknoten- und Fernmetastasen (sowie je-
weiliger Median):

(a) Lymphknotenmetastasen: Gesamtiiberleben.

(b) Lymphknotenmetastasen: Rezidivfreies Uberleben.

(c) Fernmetastasen: Gesamtiiberleben.

) Fernmetastasen: Rezidivfreies Uberleben.

versterben erhoht sich bei Vorliegen eines Diabetes mellitus um den Faktor 1,9 (p<0,01).
Auch in der multivariaten Analyse zeigte sich dieser signifikante Effekt mit einem Faktor
von 2,5 beim OAS bzw. 2,4 beim DFS (p<0,01).

Weder der BMI noch ein arterieller Hypertonus zeigten in den Uberlebenszeitanalysen

einen signifikanten Einfluss (Abb. S.[72).
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Abbildung 4.7: Uberleben in Abhingigkeit von einer Diabetes-Erkrankung (sowie jeweiliger
Median):
Gesamtiiberleben.

()
Rezidivfreies Uberleben.

4.3 Die CA IX-Expression im Tumorgewebe als

Prognosefaktor im Endometriumkarzinom

Fiir diese Studie wurde CA IX im Tumorgewebe von 157 Patientinnen mit Endome-
triumkarzinom mittels Immunhistochemie angefiarbt und das Farbemuster anhand eines
vierstufigen Bewertungssystems bestimmt (siche Kap. S. [51). Fiir die folgenden
Analysen fand eine Aufteilung des Kollektivs in CA IX-positive vs. CA IX-negative Tu-
morproben statt. Neben Proben mit fehlendem Fiarbemuster, wurde auch ein sehr schwach
ausgepragtes oder nur fokales Firbemuster (Auspriagung 1) als negativ angesehen. Die
Verteilung der Farbemuster stellte sich wie folgt dar: Bei einem GroBteil der Proben
konnte keine CA IX-Expression festgestellt werden. Eine schwach ausgeprégte und ma-
Bige Expression traten dhnlich hdufig auf, wohingegen eine starke Expression nur in einer

Probe beobachtet werden konnte (Abb. 4.8 S.[73).
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Abbildung 4.8: CA IX-Expressionsmuster: Verteilung des jeweiligen CA IX-Expressionsmusters.

4.3.1 Intratumorale CA IX-Expression und klinisch-pathologische

Parameter

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen bereits bekannten Prognosefaktoren
im Endometriumkarzinom und der intratumoralen CA IX-Expression analysiert. Hierbei
konnten keine signifikanten Zusammenhinge zwischen der CA IX-Expression im Tumor
und bekannten klinisch-pathologischen Prognosefaktoren festgestellt werden (Tab.[d.4] S.
75-76).
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Histopathologische Parameter in Abhangigkeit von der CA IX-Expression

CA 1X-Expression p-Wert
negativ (0-1) positiv (2-3)
n (%) n (%)
Gesamtkollektiv (n=157) 142 (90,4) 15 (9,6)
Erkrankungsalter (n=157) p=0,098
Mittlers Alter (in Jahren) 68,7 73,6
Medianes Alter (in Jahren) 68 79
Histologischer Tumortyp (n =157) p=0,390
endometrioides Adenokarzinom 126  (80,3) 15 (9.6)
seros-papillares Adenokarzinom 14 (8,9) 0 (0,0
muzindses Adenokarzinom 2 (13) 0 (0,0
T-Stadium (n=154) p=0,929
la 85 (552) 8 (52)
1b 29 (18,8) 3 (19
2 14 (9,1) 2 (13)
3a 7 (45) 1 (06)
3b 5 (3.2) 0 (00)
4 0 (0,0 0 (00)
Nodalstatus (n=76) p=1,000
pNO 58 (76,3) 4 (53)
pN1 13 (17.1) 1 (13)
FIGO-Stadium (n=155) p=0,966
| 109 (70,3) 11 (7.1)
I 13 (84) 1 (0,6)
/v 19 (12.3) 2 (13)
Differenzierungsgrad (n = 156) p=0,054
Gl 63 (40,4) 8 (51)
G2 49 (31,4) 1 (0,6)
G3 29 (18,6) 6 (3.8)
Lymphangiosinvasion (n=157) p=0,218
LO 114 (72,6) 10 (6,4)
L1 28 (17,8) 5 (3.2)
Myometriuminvasionstiefe (n=143) p=0,124
Mittele Invasionstiefe (in mm) 7.0 13,9
Mediane Invasionstiefe (in mm) 5 8
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Histopathologische Parameter in Abhangigkeit von der CA IX-Expression

CA 1X-Expression p-Wert
negativ (0-1) positiv (2-3)
n (%) n (%)
Myometriuminvasionstiefe gruppiert(n =143) p=0,251
<4mm 55 (38,5) 3 (21)
>4mm 5 (531) 8 (6,3)
Tumordistanz zur Serosa (n=134) p=0,816
Mittele Distanz (in mm) 11,2 11,2
Mediane Distanz (in mm) 10 10
Tumordistanz zur Serosa gruppiert(n =134) p=0,895
<7mm 47 (351) 4 (30
>7mm 77 (57.5) 6 (45)
s-CA IX(n=17) p=0,899
Mittlere Konzentration (in pg/ml) 1712 214.8
Mediane Konzentration (in pg/ml) 1194 168,7

Tabelle 4.4: Histopathologische Parameter in Abhangigkeit von der CA 1X-Expression.

4.3.2 CA IX-Expression und Uberleben

Um die prognostische Relevanz der intratumoralen CA IX-Expression zu ermitteln, wur-
den die Uberlebenszeiten der Patientinnen (Gesamtiiberleben und rezidivfreies Uberle-
ben) zundchst in einer univariaten Analyse mittels Cox-Regression untersucht und in
einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt. Fiir Patientinnen mit CA IX-positiven Tumoren
ergab sich im Vergleich zu Patientinnen mit CA IX-negativen Tumoren ein vergleichba-
res 5-Jahres-Uberleben (negativ: 71,5 % vs. positiv: 73,3 %). Unterschiede zeigten sich
erst bei der 10-Jahres-Uberlebensrate (negativ: 53,7 % vs. positiv: 26,8 %) (Abb. S.

[76). Das mediane Gesamtiiberleben wies mit ca. 88 Monaten bei CA IX-positiven Patien-
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Abbildung 4.9: Uberleben in Abhingigkeit von der CA IX-Expression (positiv vs. negativ; sowie
jeweiliger Median):

Gesamtiiberleben.
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) Rezidivfreies Uberleben.

tinnen gegeniiber 146 Monaten bei CA IX-negativen Tumoren zwar keinen signifikanten
Unterschied auf (p=0,112), lieB jedoch eine Tendenz erkennen. Auch das mediane krank-
heitsfreie Uberleben der Patientinnen mit CA IX-positiven Tumoren zeigte sich mit 83 vs.

125 Monaten verkiirzt (p =0,076).

4.4 Die Konzentration der 10slichen CA IX im Serum (s-CA
IX) als prognostischer Prognosefaktor im Endometrium-

karzinom

Zusitzlich wurde die 16sliche Molekiilkonzentration der Carboanhydrase CA IX in pra-
operativ gewonnenen Serumproben von 46 Patientinnen mittels ELISA bestimmt. Ein

Vergleichskollektiv mit gesunden Individuen stand nicht zur Verfiigung. Die Spannwei-
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te der s-CA IX-Konzentration betrug: 0-731,4 pg/ml. Hieraus ergibt sich ein Median von
183,6 pg/ml.

4.4.1 Serumkonzentration von CA IX und klinisch-pathologische

Parameter

Bei der Analyse moglicher Zusammenhinge zwischen der s-CA IX-Konzentration und
bekannten Prognosefaktoren bzw. der intratumoralen CA IX-Expression im Endometri-

umkarzinom zeigten sich keine signifikanten Ergebnisse.

4.4.2 s-CA IX-Konzentration und Uberleben

Um einen moglichen Einfluss der s-CA IX auf die Prognose festzustellen wurde eine
Uberlebenszeitanalyse (OAS, DFS) durchgefiihrt. Auch nach einer Unterteilung des Pa-
tientenkollektivs in Patientinnen mit s-CA IX-Konzentrationen kleiner bzw. grofer als
der Median (Median: 183,61 pg/ml), konnte, wie auch bei der intratumoralen CA IX-
Konzentration, kein signifikanter Zusammenhang zwischen s-CA IX-Konzentration und
Uberlebenszeit beobachtet werden (rSp: 0,066; p=0,665)(siche Abbildung). Das krank-
heitsfreie Uberleben zeigte sich im Kollektiv mit s-CA IX-Konzentrationen oberhalb des
Medians zwar tendenziell kiirzer (31,1 Monate) als bei Patientinnen mit Konzentratio-
nen unterhalb des Medians (60,4 Monate), insgesamt zeigte sich aber kein signifikanter

Unterschied (p=0,954) (Abb. {.10)
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Abbildung 4.10: Uberleben in Abhingigkeit von der s-CA IX-Konzentration (< 183,61 pg/ml
vs. > 183,61 pg/ml; sowie jeweiliger Median):

Gesamtiiberleben.

()
Rezidivfreies Uberleben.

4.5 Overall, Event-free und Recurrente Ereigniszeitanalyse

Fiir alle bei der univariaten Analyse signifikanten und in ihrer Schitzung nicht zu unge-

nauen Variablen wurde ergiinzend eine multivariate Analyse durchgefiihrt.

Es stellte sich heraus, dass die Variablen BMI, Hypertonus, CA IX und freies CA IX

im Serum keinen signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeit haben. Fiir Patientinnen

mit Diabetes mellitus ist das Risiko ein Ereignis (Rezidiv oder Tod) zu erfahren jedoch

signifikant hoher. Beim pT-Stadium ist eine leichte Tendenz zu erkennen, dass ein fortge-

schritteneres Stadium zu einem erhohten Risiko fiihrt ein Ereignis zu erfahren.
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4.6 Cause-Specific und Competing Risk (Todesursache)

Um die Todesursachen einzeln zu analysieren wurde eine Cause-Specific und Competing
Risk-Analyse angeschlossen. Aus dieser Cause-specific Analyse wird deutlich, dass das
Alter keine Rolle beim Tod durch ein Endometriumkarzinom spielt, aber ein hoheres Al-
ter die anderen Todesursachen begiinstigt. Das Alter ist auch der einzige Einflussfaktor
fiir ein Versterben durch andere Ursachen.

Ein hoheres pT-Stadium fiihrt zu einem erhohten Risiko fiir Tod durch das Endometri-
umkarzinom oder fiir ein Rezidiv, aber beeinflusst nicht den Tod aus anderen Griinden.
Myoinvasion, Tumordistanz zur Serosa, Gefdllinvasion sowie Lymphgefidinvasion haben
adjustiert fiir andere Variablen keinen Einfluss.

Das Grading liefert eine zu ungenaue Schitzung, aber es gibt Tendenzen, dass ein hoheres
Grading zu einem erhohten Risiko fiir Rezidiv oder Tod durch das Endometriumkarzinom
fiihrt, wihrend es Tod durch andere Ursache weniger beeinflusst.

Dies gilt ebenfalls fiir den Nodalstatus, wobei auch hier N=1 tendenziell zu einem er-
hohten Risiko fiir ein Rezidiv oder Tod durch das Endometriumkarzinom verglichen mit
N =0 fiihrt.

Die Fernmetastasen liefern ebenfalls zu ungenaue Schitzungen (Tendenz: pM =1 fiihrt zu
einem hoheren Risiko fiir Rezidiv oder Tod durch Endometriumkarzinom; kein Einfluss
auf Tod durch andere Ursache).

Fiir die Histologie ergeben sich zu ungenaue Schitzer. Auch hier zeichnet sich ab, dass
eine ser0s-papillidre im Vergleich zu einer endometrioiden Histologie zu einem erhohten

Risiko fiihrt, eines der beiden Ereignisse (Rezidiv oder Tod) zu erleiden.
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5.1 Kollektiv und Methodik

Das mittlere Erkrankungsalter der Patientinnen lag im betrachteten Kollektiv bei 67,3
Jahren. Dies entspricht in etwa den Angaben des Robert Koch Instituts fiir die Jahre
2013/2014 (69 Jahre)®/l. Auch die Verteilung der Patientinnen auf die entsprechenden
FIGO-Stadien entsprach mit ca. 80 % der Patientinnen in Stadium I oder II den Angaben
aus der Literatur (75 %) '?). Orientiert man sich an der Klassifikation nach Bokhman,
so sind 70 - 80 % der Tumore Typ I zuzuordnen. Hierbei handelt es sich um Tumore mit
primir endometrioider Differenzierung 221, In unserer Studie betriigt der Anteil der en-
dometrioiden Endometriumkarzinome 83 %. Insgesamt ldsst sich also feststellen, dass es
sich bei dem betrachteten Patientenkollektiv um eine fiir das Endometriumkarzinom re-
préasentative Stichprobe handelt.

Auch bei der angewendeten Methodik handelt es sich um erprobte und standardisierte
Verfahren. Die Herstellung von tissue microarrays (TMA) fiir die immunhistochemische
Untersuchung von Proteinexpressionsmustern gilt als zuverlissige Methode 221741 Tp ei-
ner Studie zum Mammakarzinom konnten bei der immunhistochemischen Untersuchung
von Prognosemarkern sogar Vorteile bei der Untersuchung von TMA-Proben im Ver-

gleich zu konventionellen ,,grolen* Gewebeschnitten festgestellt werden. Es zeigte sich
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nicht nur, dass die Untersuchung der TMA-Proben fiir den gesamten Tumor représentativ,

sondern bei Voraussagen iiber das Outcome der Patientinnen sogar iiberlegen war [212],

5.2 Prognosefaktoren beim Endometriumkarzinom

Als Standardtherapie eines fortgeschrittenen Endometriumkarzinoms sowie bei dissemi-
nierten Rezidiven wird im klinischen Alltag eine meist kombinierte, systemische Chemo-
therapie mit platinhaltigen Zytostatika empfohlen. Die Toxizitét einer solchen chemothe-
rapeutischen Behandlung ist jedoch nicht zu unterschitzen. Bei Rezidiven mit positivem
Hormonrezeptor-Status (ER/PR) ist eine Hormontherapie mit Progesteron moglich, der
therapeutische Effekt jedoch eher gering. Betrachtet man die begrenzten therapeutischen
Moglichkeiten auch angesichts der steigenden Inzidenz des Endometriumkarzinoms, so
wird der Bedarf an neuen, nebenwirkungsidrmeren Therapieoptionen deutlich. Vergleicht
man das Endometriumkarzinom mit anderen Tumorentititen, so fillt auf, dass auf dem
Gebiet der individualisierten, zielgerichteten Therapieansitze bislang wenig Fortschrit-
te erzielt wurden!!*3]. Es gibt jedoch einige Forschungsansitze fiir medikamentdse The-
rapieoptionen mit unterschiedlichen Zielstrukturen wie mTOR-Inhibitoren (Everolimus,
Temsirolimus und Rapamycin), Anti-Angiogenese-Substanzen (Bevacizumab, Thalido-
mid) sowie anti-Her2 Immuntherapeutikal!39,

Bei einem moglichst individuellen und zielgerichteten Therapiekonzept ist das Wissen
um die Prognose und mogliche Komorbiditidten der einzelnen Patientin essentiell. Fiir die
Beurteilung der Prognose spielt der histopathologische Befund eine entscheidende Rolle.
Zur genaueren Betrachtung der histopathologischen Risikofaktoren bietet sich eine Ein-
teilung in uterine und nicht-uterine Prognosefaktoren an. Ist der Tumor bei Diagnosestel-
lung auf den Uterus beschrinkt, so wird die Prognose mafigeblich von drei histopatho-

logischen Risikofaktoren bestimmt: dem histologischen Tumortyp, dem histologischen
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Grading sowie der Tiefe der Myometriuminvasion12],
In dieser Studie wurde der Einfluss unterschiedlicher Prognosefaktoren auf das Uberleben

von Patientinnen mit Endometriumkarzinom untersucht.

Tumorklassifikation (FIGO, TNM)

Der wichtigste Prognosefaktor, der nicht nur fiir die Wahl der Therapie entscheidend
ist, sondern auch das Uberleben der Patientinnen signifikant beeinflusst, ist das Tumor-
stadium!2% 1461 Bej einem GroBteil der Patientinnen ist der Tumor bei Diagnosestellung
auf den Uterus beschrinkt (FIGO I). In etwa 75 % der Fille liegt ein FIGO-Stadium I
oder II vor. Hier betriigt das 5-Jahres-Uberleben 74 -91 %. In fortgeschrittenen Tumor-
stadien ist das 5-Jahres-Uberleben jedoch deutlich schlechter. Im Stadium III betrigt es
57 - 66 % und im Stadium IV lediglich 20 - 26 %!!®). Auch unsere Studie konnte eine As-
soziation zwischen dem FIGO-Stadium und der Uberlebenszeit nachweisen. Im Vergleich
zu Patientinnen im FIGO-Stadium I zeigte sich bei jenen mit FIGO-Stadium II und HI/IV
ein deutlich verkiirztes medianes Gesamtiiberleben sowie ein signifikant erhdhtes Ster-
berisiko. Die 5-Jahres-Uberlebensrate in unserer Studie betrug im FIGO-Stadium I/II
79,8 %, wohingegen sie im FIGO-Stadium III 37,5 % und FIGO-Stadium IV 25,1 % be-
trug. Betrachtet man zudem die TNM-Klassifikation, genauer das T-Stadium des Tumors
als Ausdruck fiir die Ausdehnung des Primértumors, so féllt in unserer Studie sowohl in
der univariaten als auch in der multivariaten Analyse eine negative Korrelation mit dem

Uberleben der Patientinnen auf (siehe Kap. |4.2.1, S. .

Grading

Der prognostische Wert des histologischen Gradings zeigte sich in einer gro3en Studie
aus den neunziger Jahren. Zaino et al. untersuchten mehr als 600 Patientinnen mit Endo-

metriumkarzinomen in frithen Tumorstadien iiber einen Zeitraum von finf Jahren. Dabei
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zeigte sich, dass die 5-Jahres-Uberlebensrate mit steigendem Grading sank (G1: 94 %,
G2: 84 % G3: 72 %)!2321. Auch in unserer Studie zeigte sich die prognostische Relevanz
des histologischen Gradings sowohl in der univariaten als auch der multivariaten Analyse.
Das Grading hatte in beiden Fillen einen signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeiten
(OAS, DES). Besonders G3-Tumoren waren im Vergleich zu G1-Tumoren mit einer Ver-
kiirzung der Uberlebenszeit assoziiert. Obwohl das histologische Grading mit anderen
Tumorcharakteristika korreliert und nicht als unabhéngiger Prognosefaktor anzusehen ist
(212341 7eigen Studien, dass es selbst bei fortgeschrittener Tumorerkrankung eine pro-
gnostische Relevanz besitzt 121, Wihrend in vorherigen Arbeiten kein Zusammenhang
zwischen dem histologischen Grading und Lymphknotenmetastasen hergestellt werden
konntel!2L2LL 2151 - 7ei0te sich in unserer Arbeit eine positive Korrelation zwischen dem
Grading und Lymphknotenmetastasen. Moglicherweise ist fiir eine prizisere Voraussage
der Prognose eine Modifikation des Grading-Systems notigl® 131821 " Speziell das Gra-
ding der Zellkerne (NG) wird laut einigen Autoren in seiner Relevanz unterschitztl>1 141,
Bei der Beurteilung der Zellkernatypien scheinen grundsétzlich objektivere Definitionen

und Bewertungskriterien notwendig!1).

Histologischer Tumortyp

Der histologische Zelltyp des Endometriumkarzinoms gibt Aufschluss iiber das biolo-
gische Verhalten eines Tumors und gilt somit als wichtiger Prognosefaktor!1®. Schon
in der Klassifikation nach Bockhman ist die histologische Differenzierung ein wichtiges
Unterscheidungskriterium zwischen dem prognostisch giinstigen Typ I und dem deutlich
weniger giinstigen Typ 1122l Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen in der univariaten Ana-
lyse ebenfalls eine signifikante Risikoerhohung bei serds-papilldrer Histologie gegeniiber
endometrioider Differenzierung. Dieses Ergebnis wird durch eine Studie von Miyamo-
to et al. iiber endometrioide Endometriumkarzinome mit serdsen Anteilen unterstrichen.

Hier zeigte sich eine serose Tumorkomponente als Pradiktor fiir die Entwicklung eines
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Rezidivs!'3/l. Dariiber hinaus sind Unterschiede zwischen den histologischen Typen von
Bedeutung bei der Entwicklung von Target-Therapeutika. So weisen die unterschiedli-
chen Tumortypen verschiedene molekulare Verdnderungen auf, die als Ansatzpunkte fiir

eine zielgerichtete Therapie dienen konnten!102).

Tiefe der Myometriuminvasion (DOI) und tumorfreie Distanz (TFD)

Die Bestimmung der Eindringtiefe des Tumors in das Myometrium ist beim pridopera-
tiven Staging der Patientinnen von besonderer Bedeutung. Eine Vielzahl von Studien
zeigten eine enge Korrelation zwischen der Tiefe der Myometriuminvasion und dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen und einer damit einhergehenden schlechteren
Prognosel2& 112 128163, [172] Ty ynserer Studie war eine tiefere Myoinvasion mit einem
erhohten Risiko fiir Lymphknotenmetastasen sowie einer Verkiirzung der Uberlebens-
zeit der Patientinnen vergesellschaftet. Laut einer Studie ist das Risiko fiir pelvine und
paraaortale Lymphknotenmetastasen bei einer Myometriuminvasion von mehr als 50 %
sechs- bis siebenfach erhoht!!!2] Aufgrund dieser deutlichen Risikosteigerung sollte ne-
ben anderen Risikofaktoren auch die Infiltrationstiefe ins Myometrium bei der Entschei-
dung fiir oder gegen eine pelvine und paraaortale Lymphknotendissektion Beachtung
finden. Ab einer Myometriuminfiltration von mehr als 50 % sollte eine Lymphknotenent-
fernung durchgefiihrt werden, die im Verlauf zu einer Senkung der Mortalitit fiihrt[127],
Im klinischen Alltag ist die sonographische Evaluation der Myometriuminvasionstiefe
schwierig. Es gibt bereits viele Untersuchungen, die eine Objektivierung der Messmetho-
den anstreben, etwa mittels MRT oder CTEZL70.176] g existieren allerdings Studien, in
denen objektive Verfahren, wie eine MRT-Untersuchung keine Vorteile gegeniiber einer
sonographischen Untersuchung, sofern diese durch einen erfahrenen Untersucher erfolg-
te, zeigten!#OLI33 I8N Eine weitere MessgroBe, die die Tumorausbreitung in die Tiefe
bestimmt, ist die tumorfreie Distanz (TFD). Die Ergebnisse beziiglich der prognostischen

Relevanz der TFD bzw. ihrer Uberlegenheit im Vergleich zur DOI fallen unterschied-
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lich aus. In einigen Studien zeigte sich die TFD hinsichtlich der Vorhersagekraft einer
Lymphknotenbeteiligung, der Entwicklung eines Rezidivs und eines Versterbens der
Patientinnen als iiberlegen!2> 1291831 Tm Gegensatz dazu konnten andere Studien eine
starkere Assoziation der DOI mit Lymphknotenmetastasen feststellen. Die TFD wie-
derum scheint laut Literatur fiir die Risikoeinschidtzung einer Adnexbeteiligung besser
geeignet!!% 101 Tn der univariaten Analyse unserer Studie zeigte die Tiefe der Myo-
metriuminvasion wie auch die tumorfreie Distanz zur Serosa jeweils einen signifikanten

Einfluss auf das Uberleben der Patientinnen.

GefiB- und Lymphgeféalinvasion

In einer Studie aus dem Jahre 2004 konnte in einer multivariaten Analyse die voneinan-
der unabhéngige prognostische Bedeutung einer Gefid3- und LymphgefdBinvasion nach-
gewiesen werden. Obwohl die LymphgefiBinvasion mit einer Reihe ungiinstiger histopa-
thologischer Parameter korrelierte, zeigte sich die Blutgefdinvasion als aussagekriftige-
rer Prognosefaktor!!!l. Auch in unserer Studie waren in der univariaten Analyse sowohl
die GefiB- als auch die LymphgefiBinvasion signifikante Prognosefaktoren. Betrachtet
man das Gesamtiiberleben, so war die Wahrscheinlichkeit zu versterben beim Vorliegen
einer Gefil3- bzw. LymphgefiBinvasion um mehr als das Zweifache erhoht. Fiir das krank-
heitsfreie Uberleben lieBen sich dhnliche Ergebnisse beobachten. Zudem konnte bereits in
mehreren Studien eine Korrelation zwischen einer Lymphgefainvasion bzw. einer Inva-
sion des LymphgefdBraums (LVSI=lymphovascular space invasion) und Lymphknoten-
metastasen beobachtet werden [172%20% 2191 T unserer Arbeit zeigte sowohl die Gefi-
als auch die LymphgefiBinvasion einen signifikanten Zusammenhang mit einem positi-
ven Nodalstatus (siehe Kap. S.[69). Insgesamt handelt es sich bei der Invasion des
LymphgetfidBraums (lymphovascular space invasion = LVSI) um einen aussagekriftigen
Prognosefaktor fiir die Entwicklung eines Rezidivs, der besonders bei der Therapieent-

scheidung beziiglich einer systemischen Therapie herangezogen werden sollte und ande-
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ren Risikofaktoren sogar iiberlegen sein konnte!28 2231,

Lymphknotenmetastasen

Eine pelvine und paraaortale Lymphknotenbeteiligung gehort zu den Hauptrisikofakto-
ren fiir eine schlechte Prognose bei Patientinnen mit Endometriumkarzinom!!%”l. Auch in
dieser Studie fiihrte ein Lymphknotenbefall zu einer Verkiirzung des medianen Gesamt-
iberlebens. Obwohl die Internationale Vereinigung fiir Gynikologie und Geburtshilfe
(Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique - FIGO) ein komplettes chir-
urgisches Staging stadienabhingig inklusive der Entnahme der pelvinen und paraaortalen
Lymphknoten empfiehlt, wird die paraaortale Lymphknotendissektion weiterhin kontro-
vers diskutiert!!% Eine aktuelle Metaanalyse zeigte, dass Frauen mit mittlerem oder ho-
hem Rezidivisiko von einer Kombination aus systematischer pelviner- und paraaortaler
Lymphadenektomie profitieren. Diese Patientinnen zeigten ein besseres Outcome im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe bei der ausschlieBlich eine pelvine Lymphadenektomie durch-
gefiihrt wurdel”>]. Die Exploration der paraaortalen Lymphknoten ist zudem fiir die Pla-
nung einer adjuvanten Therapie, unter anderem zur Bestimmung des Bestrahlungsfeldes,
durchaus entscheidend. Es gilt zu beachten, dass es durch fehlende Informationen iiber
den Nodalstatus bzw. eine fehlende paraaortale Lymphadenektomie ggf. zu einer Unter-
therapie der betreffenden Patientinnen kommen kann!!22l. Andererseits existieren auch
Studien bei denen bei Patientinnen mit geringem Risiko nach einer paraaortalen Lymph-
knotendissektion ausschlieBlich ein Anstieg der Morbiditiit und kein Uberlebensvorteil

festgestellt werden konntel/# 21D [144]

Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus und Fettleibigkeit bzw. BMI

Studien zeigten, dass ein Diabetes mellitus nicht nur das Risiko fiir die Entwicklung eines

Endometriumkarzinoms erhoht, sondern sich auch negativ auf die Uberlebenszeit der er-
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krankten Patientinnen auswirkt[# 5900 96 12II78IOARIT] Fip Erkldrungsansatz, der al-
lerdings noch einer genaueren Untersuchung bedarf, beschiftigt sich mit der Auswirkung
der Aktivierung des Insulin-like growth factor-1 (IGF-1). Insulin und IGF-1 bewirken eine
Hemmung der intrahepatischen Bildung des Sexualhormonbindenden Globulins (SHBG)
und stimulieren gleichzeitig die Bildung von Androgenen. Insgesamt kommt es dadurch
zu einem Uberschuss von bioaktiven, ungebundenen Steroidhormonen!®?), In dieser Ar-
beit hatte die Erkrankung mit Diabetes mellitus sowohl in der univariaten als auch in der
multivariaten Analyse einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patientinnen.
Das Risiko im beobachteten Zeitraum zu versterben oder ein Rezidiv zu entwickeln war
bei erkrankten Patientinnen circa doppelt so hoch wie bei der Vergleichsgruppe.

Der Einfluss eines arteriellen Hypertonus auf die Entwicklung eines Endometriumkarzi-
noms war lange Zeit unklar. Die Tatsache, dass Risikofaktoren fiir das Endometriumkar-
zinom wie Ubergewichtigkeit und Diabetes mellitus ebenfalls Risikofaktoren fiir einen
arteriellen Hypertonus darstellen, erschwerte die Untersuchungen und fiihrte dazu, dass
die Vergleichbarkeit der hierzu durchgefiihrten Studien nicht immer eindeutig gegeben
war. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2017 stellte heraus, dass es sich beim arteriellen Hy-
pertonus um einen Risikofaktor fiir das Endometriumkarzinom handelt, der das relative
Erkrankungsrisiko um 61 % erhoht!!*l, Ob ein arterieller Hypertonus auch als Prognose-
faktor beim Endometriumkarzinom dienen konnte, ist aufgrund mangelnder Arbeiten zu
diesem Thema unklar. In der von uns durchgefiihrten Studie konnte kein Einfluss auf die
Uberlebenszeit der Patientinnen beobachtet werden.

Es ist zwar durch diverse Studien belegt, dass Ubergewicht bzw. Fettleibigkeit einen Ri-
sikofaktor fiir die Entwicklung eines Endometriumkarzinoms darstellt, vergleicht man
allerdings das Outcome von Ubergewichtigen mit normalgewichtigen Patientinnen, so
zeigte sich in mehreren Studien, dass der BMI keinen negativen Einfluss auf das Uber-
leben hatl?23PLI40I168] 1 einjgen Studien konnte sogar ein Zusammenhang zwischen
Ubergewicht und dem Auftreten von weniger aggressiven, meist endometrioiden Ade-

nokarzinomen in frithen Tumorstadien festgestellt werden!!213% 1401 ' Ubereinstimmend
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mit der Mehrheit der Ergebnisse aus der Literatur war auch in unserer Studie kein Zusam-
menhang zwischen dem BMI der Patientinnen und ihrer Uberlebenszeit nachweisbar.

Zusammenfassend lidsst sich feststellen, dass die von uns untersuchten klinischen und
pathologischen Faktoren weitestgehend eine Korrelation mit der Uberlebenszeit der Pati-
entinnen zeigten und daher, wie in der Literatur beschrieben, als Prognosefaktoren beim
Endometriumkarzinom dienen konnen. So hatten das Tumorstadium, das histologische
Grading, der histologische Tumortyp, die Myometriuminvasion und Tumordistanz zur
Serosa, die Gefidl3- und LymphgefidBinvasion, der Nodalstatus und eine Erkrankung mit
Diabetes mellitus, wenn auch teilweise nur in der univariaten Analyse, einen signifikanten
Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patientinnen in dieser Studie. Dagegen zeigte weder
eine Erkrankung mit einem arteriellen Hypertonus noch der BMI einen Zusammenhang

mit dem Uberleben der Patientinnen.

5.3 Carboanhydrase IX als Prognosefaktor beim

Endometriumkarzinom

Die Assoziation von Carboanhydrasen mit diversen Tumorentititen wurde vielfach be-
schrieben. Unter den verschiedenen Typen der Carboanhydrasen zeigt Carboanhydrase
IX die stirkste Tumorassoziation. Auch ihre Rolle in der pH-Regulation der Tumorzel-
lumgebung gilt als bewiesen!120],

In vielen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen CA IX und hypoxischen Tumorbe-
dingungen sowie ein typisches perinekrotisches Verteilungsmuster derselben festgestellt
werden. CA IX kann somit auch als Hypoxiemarker betrachtet werden!® 124 147[156]
Unter hypoxischen Bedingungen zeigen Tumorzellen Adaptationsmechanismen um ihr

Uberleben zu sichern. Es kommt zur Induktion verschiedener HIF-Zielgene, darunter

auch CA IX. Die Expression von CA IX trigt zu einer Ansduerung der Tumorumge-
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bung bei, welche die Tumorzellen zu weiterem Wachstum stimuliert, gleichzeitig jedoch
gesunde Zellen in ithrem Wachstum hemmt. CA IX schafft so einen Selektionsvorteil
fiir Tumorzellen. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung von CA IX das
Wachstum und Uberleben der Tumorzellen supprimiert. Insgesamt lisst sich feststellen,
dass die durch Hypoxie induzierte Genexpression zu einem aggressiveren Tumorwachs-
tum mit schlechterem Outcome bei Tumorpatienten fiihrt!®1].

Aus diesem Grund scheint es moglich, dass sich CA IX einerseits als diagnostischer oder
sogar prognostischer Biomarker, andererseits aber auch als therapeutische Zielstruktur
nutzen lieBel!2> 1982101 " Obwohl einige Studien keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der CA IX-Expression und der Prognose bei Krebspatienten herstellen konnten,
zeigte sich CA IX in der Mehrzahl der bisherigen Studien als Indikator fiir einen Tumor-
progress und als unabhingiger Pridiktor fiir ein schlechtes Outcome der Patienten!’® 1261,
Ahnliche Erkenntnisse konnten u.a. in Studien iiber Brustkrebs, Gebirmutterhalskrebs,
das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom, Blasenkrebs und Kopf-Hals-Tumoren gewon-
nen werden!33 40, [69 82,84 [103}[104} [T10L [124}[193} 206, 207]

In dieser Arbeit wurde die Expression von CA IX im Tumorgewebe und Serum (s-CA
IX) von Patientinnen mit Endometriumkarzinom mittels Immunhistochemie und ELI-
SA bestimmt. AnschlieBend wurde deren prognostische Bedeutung (Gesamtiiberleben,
rezidivfreies Uberleben) sowie mogliche Zusammenhinge mit bereits bekannten Progno-
sefaktoren untersucht.

Betrachtet man den Anteil der CA IX-positiven Tumore am Gesamtkollektiv, so fillt auf,
dass dieser in unserer Studie mit nur etwa 22 % deutlich geringer ausfillt als in anderen
Studien. In der Studie von Sadlecki et al. aus dem Jahre 2014 betrédgt der CA IX-positive
Anteil an Endometriumkarzinomen beispielsweise 89 %1721, Hynninen et al. untersuchte
die CA IX-Expression in Ovarialkarzinomen mit unterschiedlicher histologischer Ditfe-
renzierung. Die kriftigste Expression fand er im muzindsen Cystadenokarzinom. Hier
konnte ein kriftiges Expressionsmuster in 57 % der Fille festgestellt werden!®”). Bei ei-

ner Studie iiber das klarzelligen Nierenzellkarzinom waren sogar iiber 90 % der Tumore

&9



Kapitel 5. Diskussion

CA IX positivi213l, Die moglichen Fehlerquellen bei der histologischen Gewebeaufarbei-
tung und der immunhistochemischen Féarbung sind vielfiltig. Das methodische Vorgehen
entsprach jedoch zu jedem Zeitpunkt standardisierten Verfahren, die durch erfahrene
Fachkrifte durchgefiihrt wurden. Ein moglicher Einflussfaktor konnte sich allerdings
aus dem Alter der Gewebeproben ergeben. Die iltesten Proben waren zum Zeitpunkt
der immunhistochemischen Firbung 15 Jahre alt. Trotz der Ergebnisse von Sadlecki et
al. besteht auch die Moglichkeit, dass es sich bei Endometriumkarzinomen um Tumo-
re handelt, die im Vergleich zu anderen Tumorentititen generell eine eher geringe CA
IX-Expression zeigen. Um diese Frage zu kldren sind weitere Untersuchungen zur CA
IX-Expression im Endometriumkarzinom notig.

Bereits mehrere Studien konnte eine erhohte CA IX-Expression im Endometriumkarzi-
nom im Vergleich zu gesundem Endometriumgewebe feststellen, wobei teilweise auch im
gesunden Endometrium eine gewisse CA IX-Konzentration messbar warl®®232l Unter-
suchungen zeigten, dass CA IX nur an bestimmten Zyklustagen wihrend der Proliferati-
onsphase nachweisbar war. Dies konnte auf eine Funktion von CA IX in der Zelladhésion
und withrend des Proliferationsprozesses hinweisen!®®1%l Da in unserer Analyse kein
gesundes Vergleichsgewebe untersucht wurde, kann an dieser Stelle keine Aussage iiber
die CA IX-Expression im Tumorgewebe im Vergleich zu gesundem Endometrium ge-

macht werden.

Zusammenhang zwischen CA IX und histopathologischen Prognosefaktoren

In dieser Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der CA IX-Expression im Tumor
und den untersuchten histopathologischen Prognosefaktoren wie dem Tumorstadium,
dem Grading, dem histologischen Tumortyp, der Tiefe der Myometriuminvasion und
Tumordistanz zur Serosa, der GefidB3- und LymphgefiBinvasion, und dem Nodalstatus

festgestellt werden (siche Kap. 4.3] S.[72)). Auch eine Erkrankung mit Diabetes mellitus
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oder einem arteriellen Hypertonus sowie der BMI der Patientinnen zeigte keinen Zusam-
menhang mit der CA IX-Expression (siche Kap. S.[70).

Entsprechend dem Ergebnis dieser Arbeit konnte Hynninen et. al ebenfalls keinen signifi-
kanten Zusammenhang zwischen dem CA [X-Expressionsmuster und dem Tumorstadium
feststellen!®0l,

Eine Forschungsgruppe um Pawel Sadlecki untersuchte ebenfalls die Zusammenhinge
zwischen der CA IX-Expression im Primdrtumor und verschiedenen klinischen und
pathologischen Parametern wie dem Tumorstadium nach FIGO-Klassifikation, dem
Grading, dem histologischen Typ, dem Lymphknotenbefall und anderen. Wie auch in
unserer Studie konnte hier kein Zusammenhang festgestellt werden. Interessanterweise
lieB sich in der Studie jedoch ein signifikanter Einfluss des Transkriptionsfaktors HIF-
1o auf das Rezidivrisiko feststellen. Je hoher die HIF-1a-Expression, desto hoher war
das Risiko ein Rezidiv zu entwickeln. In Bezug auf die verschiedenen histologischen
Typen zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede. Bei Tumoren mit eher ungiinsti-
ger Histologie zeigte sich eine hohere HIF-1o-Expression als bei einer endometrioiden
Differenzierung!!”2l. Es gibt weitere Studien, die eine Beteiligung von HIF-1a bei der
Angiogenese im Endometriumkarzinom, sowie beim Tumorwachstum und der Tumor-
progression zeigenl2% 14% 1751 - Aych eine Assoziation zwischen einer HIF-1o-Expression
und einer Radio- bzw. Chemotherapie-Resistenz konnte beobachtet werden. Betrachtet
man diese Ergebnisse, so scheint HIF-1o moglicherweise eine interessante Zielstruktur
fiir neue Krebstherapeutika zu sein!!®2l. Bisherige Ergebnisse von Studien beziiglich
der prognostischen Bedeutung von HIF-1a im Endometriumkarzinom sind allerdings
kontrovers. Einige Autoren konnten einen Zusammenhang zwischen einer hohen HIF-
la-Expression und einem verkiirzten Gesamtiiberleben bzw. einem verkiirzten rezidiv-
freien Uberleben feststellen, wohingegen andere HIF-1a keine prognostische Relevanz
Zusprachen[4’ 68,175,184, [188] Fg 1555t sich festhalten, dass neben der Bedeutung von CA
IX auch die Rolle anderer Hypoxie-assoziierter Faktoren, wie HIF-1o¢ im Endometri-

umkarzinom interessante Forschungsansitze darstellen. Generell gilt es detailliertere
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Kenntnisse iiber die Signalwege unter hypoxischen Bedingungen im Endometriumkarzi-

nom zu erlangen.

Prognostische Bedeutung CA IX im Endometriumkarzinom

In dieser Studie konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der CA
IX-Expression im Tumor und dem Uberleben der Patientinnen im Sinne eines Gesamt-
iiberlebens und eines krankheitsfreien Uberlebens festgestellt werden. Unsere Ergebnisse
weisen dennoch auf einen Einfluss der CA IX-Expression hin. Das mediane Gesamt-
tiberleben der Patientinnen mit CA IX-positiven vs. CA IX-negativen Tumoren betrug
88 Monate vs. 146 Monate. Das mediane krankheitsfreie Uberleben der beiden Gruppen
zeigte dhnliche Ergebnisse (siehe Kap.[4.3.2] S.[75). Das relativ kleine Patientenkollektiv
sowie die noch deutlich geringere Anzahl der CA IX-positiven Tumore konnten zu dem
nicht signifikanten Ergebnis gefiihrt haben.

Bisher existieren nur wenige vergleichbare Studien zu diesem Thema. Eine Arbeitsgruppe
um Pijnenborg et al. untersuchte die prognostische Bedeutung von CA IX bei Patientin-
nen mit rezidivierendem Endometriumkarzinom im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
ohne Rezidiv. Bei den Patientinnen, die spiter ein Rezidiv entwickelten, konnte im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied in der CA IX-Expression im

Primértumor festgestellt werden!10,

Freie CA IX im Serum (s-CAIX)

Bei 46 Patientinnen wurde prioperativ eine Serumprobe gewonnen und per ELISA die
Konzentration der s-CA IX ermittelt. Es ergab sich eine Spannweite von 0-731,4 pg/ml

mit einem Median von 183,6 pg/ml.
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Die Messwerte der CA IX-Serumkonzentration in der gesunden Bevolkerung fallen un-
einheitlich aus. In einer Studie iiber testikuldre Keimzelltumore ergaben sich Serumkon-
zentrationen von 405,2 pg/ml bei Patienten und 249,6 pg/ml bei der Kontrollgruppe®*.
In einer anderen Studie werden fiir Patienten mit Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzi-
nom bzw. fiir die gesunde Kontrollgruppe Mittelwerte von 45,40 pg/ml und 2,48 pg/ml
angegeben!®®l. Es zeigt sich also eine starke Varianz der mittleren s-CA IX-Konzentrationen
bei verschiedenen Tumorentitidten. Fiir das Endometriumkarzinom gibt es bis dato keine
Studien zu diesem Thema. Entsprechend steht uns kein auf alle Tumorentititen gleichsam
anwendbarer Referenzwert zur Verfiigung. Durch die fehlende Vergleichbarkeit ist die
Interpretation unserer Ergebnisse erschwert.

Die publizierten Daten, die sich auf die prognostische Relevanz der s-CA IX bei Tumor-
patienten beziehen, sind bislang iiberschaubar. Diese Studie ist die erste, die sich mit der
CA IX-Konzentration im Serum von Patientinnen mit Endometriumkarzinom und ihrer
prognostischen Bedeutung beschiftigt.

In dieser Arbeit konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen der s-CA IX-Konzen-
tration und der Uberlebenszeit festgestellt werden. Unsere Ergebnisse legen trotzdem
einen gewissen Zusammenhang nahe. Aufgrund der geringen Anzahl der Serumproben
konnte jedoch keine Signifikanz erreicht werden. Es konnte weder ein Zusammenhang
zwischen der s-CA IX und der intratumoralen CA IX noch eine Assoziation der Serum-
konzentration mit anderen prognostischen Markern nachgewiesen werden. Serumkon-
zentrationen einer gesunden Vergleichsgruppe standen nicht zur Verfiigung.

In der Literatur existieren einige Studien zu anderen Tumorentitiiten, die einen Zusam-
menhang zwischen der Konzentration von CA IX im Serum und der Konzentration im
Tumor bzw. bekannten prognostischen Faktoren zeigen.

In einer Studie von Zhou et al. konnte eine Korrelation zwischen der CA IX-Expression
im Serum und im Tumor bei Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom beobachtet
werden. Die CA IX-Expression im Serum war bei Patienten mit klarzelligem Nieren-

zellkarzinom signifikant hoher als bei gesunden Patienten. Des Weiteren korrelierte die
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CA IX-Serumkonzentration mit der TumorgroBel2*Y. Auch in einer Studie zum Vulvakar-
zinom konnte ein Zusammenhang zwischen einer hohen s-CA IX-Serumkonzentration
und einer hohen intratumoralen Konzentration nachgewiesen werden. Eine hohe s-CA
[X-Konzentration im Serum ging in dieser Studie auch mit einer schlechteren Prognose
einher!'%l. Eine Studie zu testikuliren Keimzelltumoren konnte ebenfalls einen signi-
fikanten Zusammenhang zwischen der Expression der s-CA IX und der CA IX im Tu-
mor zeigen. Eine prognostische Relevanz, also ein Zusammenhang zwischen s-CA IX
und progressionsfreiem- oder Gesamtiiberleben, konnte dort allerdings nicht festgestellt
werden®*. Im Jahre 2016 veroffentlichten Smith et al. eine Studie zum kastrationsre-
sistenten Prostatakarzinom (CRPC). Hier zeigte sich eine Assoziation zwischen einer
hoheren s-CA IX vor der Chemotherapie mit einem schlechteren Gesamtiiberleben. Man
stellte die Hypothese auf, dass Tumorhypoxie, hier durch erhohte CA IX-Werte gemes-
sen, zu einem aggressiveren Prostatakarzinom-Phinotyp mit schlechterem Uberleben
fiihr 29,

Andererseits existieren auch Studien, wie beispielsweise von Woelber et al. zum Zer-
vixkarzinom, die entsprechend den Ergebnissen unserer Studie keine Korrelation zwi-
schen der CA IX-Expression im Serum und Tumorgewebe feststellten. Auch eine Asso-
ziation zwischen CA IX im Serum und histopathologischen Prognosefaktoren konnte hier
nicht festgestellt werden!222,

Um die Bedeutung der gelosten Carboanhydrase im Serum von Tumorpatienten weiter
erforschen zu konnen, wiren Erkenntnisse hinsichtlich ihrer biologischen Funktion, iiber

die derzeit nicht viel bekannt ist, hilfreich.

CA IX in anderen gynékologischen Tumoren

Vergleicht man bisherige Forschungsergebnisse bzgl. der Rolle der intratumoralen- bzw.

s-CA IX im Endometriumkarzinom mit ihrer Bedeutung in anderen gynikologischen Tu-
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moren, zeichnet sich beziiglich der Relevanz als prognostischer Parameter eine gewisse
Tendenz ab. Im Vulva- und Zervixkarzinom beispielsweise konnte eine Assoziation zwi-
schen der CA IX-Expression im Tumor und bereits bekannten chirurgisch-pathologischen
Prognosefaktoren festgestellt werden2%102 %2291 "Ejpn Zusammenhang zwischen der
intratumoralen CA IX-Expression und der Uberlebenszeit der Tumorpatientinnen konnte
in Studien zum Ovarial-, Zervix- und Mammakarzinom gezeigt werden/=2% 668119, [124]
Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse, wire es denkbar, dass CA IX zukiinftig eine
Rolle in der Diagnostik und Therapie spielen konnte. In einer Studie von Kock et al.
konnte ein Einfluss einer erhohten s-CA IX-Serumkonzentration auf die Prognose von
Patientinnen mit Vulvakarzinom beobachtet werden!!%l In diesem Zusammenhang wi-
re es denkbar, die CA IX-Konzentration im Serum bei der Entscheidungsfindung hin-
sichtlich einer adjuvanten Therapie als Indikator fiir ein intensiveres therapeutisches Vor-
gehen hinzuzuziehen!!%l. In einer Studie zum Ovarialkarzinom wurde die Frage unter-
sucht, ob die s-CA IX-Serumkonzentration im Rahmen einer Art Therapiemonitoring ein
Therapieansprechen anzeigen konnte. Die Bestimmung der s-CA IX-Konzentrationen im
Verlauf einer Erstlinientherapie zeigte jedoch keine signifikanten Konzentrationsverdn-
derungen. Demnach scheint eine Bestimmung der CA IX-Konzentration im Serum zum
Therapiemonitoring hier nicht sinnvoll228). Loncaster et al. stellten in einer Studie mit
Zervixkarzinompatientinnen fest, dass die Tumor-assoziierte Carboanhydrase IX mit dem
Hypoxielevel des Tumors korreliert. Mit Hilfe der CA IX-Bestimmung wére es dadurch
moglich, jene Patientinnen zu erkennen, die von einer Therapie profitieren, die besonders
auf die hypoxischen Bedingungen abzielt!!?*]. Beim Mammakarzinom existiert bereits
der weiterfithrende Ansatz Carboanhydraseinhibitoren in ein mogliches Therapiekonzept
zu integrieren. Eine Studie aus dem Jahr 2016 beschrieb den hemmenden Effekt eines
Benzensulfonamids (VD1142) auf die katalytische Aktivitdt von Carboanhydrase IX in
Brustkrebszellen. Dieser Umstand konnte ggfs. im Rahmen einer gezielten Krebstherapie
eingesetzt werden®”!, Ivanova et al. zeigten eine Assoziation zwischen der CA IX mRNA-

Expression in Brusttumoren und einem schlechteren Uberleben besonders bei Patientin-
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nen mit triple negativen Tumoren. Des Weiteren konnte die Studie belegen, dass die Be-
handlung mit einem Carboanhydraseinhibitor die Selbsterneuerungskapazitit der Krebs-
zellen reduziert und synergistisch mit einer Chemotherapie mit Doxorubicin wirkt!®,
Eine Schwierigkeit dieser Studie liegt in der geringen Anzahl der CA IX-positiven Tu-
morproben. Weitere Studien mit moglichst groBem Patientenkollektiv miissen kldren, ob
es sich hierbei um methodische Mingel oder ein Charakteristikum des Endometriumkar-
zinoms handelt.

Laut Sadlecki et al. liegt die Bedeutung von CA IX in den frithen Stadien der Karzino-
genese. Withrend des ,,metabolic shifts“, der Umstellung des Stoffwechsels der Krebs-
zellen von aerober auf anaerobe Glykolyse und der damit einhergehenden Laktatbildung,
spielt sie eine entscheidende Rolle. Moglicherweise konnte die CA IX-Expression so bei
der Unterscheidung zwischen benignen und malignen Gewebeveridnderungen hilfreich
seinl’2l Neben Fragestellungen, die sich auf die Eignung von CA IX zur Nutzung im
klinischen Alltag beziehen, scheinen daher auch theoretischere Forschungsansitze sinn-
voll, die sich zunéchst noch genauer mit der Rolle und Funktion von CA IX wihrend der
Onkogenese und Tumorprogression beschéftigen.

Moglicherweise liegt der klinische Nutzen von CA IX nicht in der isolierten Betrachtung,
sondern eher in der Kombination mit anderen bekannten Prognosefaktoren. So verglich
eine aktuelle Arbeit von Reijnen et al. das Outcome von Patienten, welche gleichzeitig
eine erhohte Expression von CA IX als Hypoxie- und CD34 als Neoangiogenesemarker
zeigten, mit jenen bei denen jeweils nur CA IX oder CD34 vermehrt exprimiert wurden.
Die Arbeitsgruppe kam zu dem Ergebnis, dass vor allem das gleichzeitige Vorliegen bei-
der Faktoren das Outcome besonders negativ beeinflusste!1°%,

Generell ist eine detailliertere Kenntnis der molekularen Vorgéinge bei Hypoxie ein wich-
tiges Forschungsziel. Speziell die Bedeutung des HIF1-Signalwegs in der Karzinogenese
des Endometriumkarzinoms wire ein interessanter Forschungsansatz und wiirde mogli-
cherweise zu weiterfithrenden Erkenntnissen iiber die Rolle von CA IX im Endometri-

umkarzinom fiihren!126:232]
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6 Zusammenfassung

Diese Arbeit beschiftigt sich sowohl mit bekannten klinisch-pathologischen Prognose-
faktoren als auch mit der Bedeutung von CA IX und s-CA IX fiir das Uberleben von
Patientinnen mit Endometriumkarzinom. CA IX gilt als Hypoxiemarker, der in diversen
Tumorentititen mit aggressivem Tumorwachstum, vermehrter Metastasenbildung und
einem insgesamt schlechteren Uberleben assoziiert ist!!2!. Klinische Informationen ent-
stammen dem Operationsbericht, dem pathologischen Befund oder der Patientenakte. Um
den weiteren Krankheitsverlauf der Patientinnen zu verfolgen, wurde ein telefonisches
Follow-up durchgefiihrt. Fiir die immunhistochemische Untersuchung standen Tumor-
proben von 157 Patientinnen zur Verfiigung. Die intratumorale CA IX-Expression wurde
anhand eines vierstufigen Bewertungssystems ermittelt. Anschliefend wurden die Tu-
morproben entsprechend ihres Expressionsmusters in CA IX-positiv vs. CA IX-negativ
unterteilt. Der Anteil der CA IX-positiven Tumoren betrug 21,7 %. Zusitzlich wurde
in Serumproben von 46 Patientinnen die Konzentration der gelosten Isoform der CA
IX (s-CA IX) mittels ELISA bestimmt. Es ergab sich ein Median von 183,6 pg/ml. In
der univariaten Analyse zeigten das Tumorstadium, das Grading, die Myometriumin-
vasion und die tumorfreie Distanz zur Serosa, der histologische Typ, die Gefd- und
LymphgefiBinvasion, die Lymphknoten- und Fernmetastasen sowie ein Diabetes mellitus
einen signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeiten (OAS, DFS). Die intratumorale
CA IX-Expression sowie die s-CA IX-Serumkonzentrationen hatten keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die Uberlebenszeit der Patientinnen. Es konnte weder ein signi-

fikanter Zusammenhang zwischen der intratumoralen CA IX-Expression noch der s-CA
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IX-Konzentration und bekannten Prognosemarkern festgestellt werden. Auch CA IX und
s-CA IX zeigten untereinander keine Korrelation.

Weitere Studien mit groBerem Patientenkollektiv bzw. groBerer Anzahl von CA IX-
positiven Tumorproben werden notwendig sein, um detailliertere Zusammenhénge zwi-

schen CA IX, Tumorprogression und Prognose zu zeigen.

Summary

This research deals with known clinical-pathological prognostic factors as well as with
the influence of CA IX and s-CA IX on survival of patients with endometrial cancer.
CA IX is considered a hypoxia marker associated with aggressive tumor growth, increa-
sed formation of metastases and in general poorer survival in various tumor entities!!2°!,
Clinical data are taken from the surgery report, the pathological findings or the patient
records. In order to track the further development of the patients’ disease, a telephone
follow-up was conducted. Tumor samples from 157 patients were available for immu-
nohistochemical examination. The intratumoral CA IX-expression was determined using
a four-stage evaluation system. Subsequently, the tumor samples were divided into CA
IX-positive vs. CA [X-negative according to their expression pattern. The proportion of
CA IX-positive tumours was 21.7 %. In addition, the concentration of the soluble iso-
form of CA IX (s-CA IX) was determined by ELISA in serum samples of 46 patients.
This resulted in a median of 183.6 pg/ml. In the univariate analysis, tumor stage, grading,
myometrial invasion and tumor-free distance to the serosa, histological type, vascular and
lymph vessel invasion, lymph node and distant metastases and diabetes mellitus showed
a significant influence on survival (OAS, DFES). The intratumoral CA IX-expression and
the s-CA IX-serum concentrations had no statistically significant influence on the survival
of patients. No significant correlation between intratumoral CA IX-expression and s-CA

IX-concentration and known prognosis markers could be found. CA IX and s-CA IX also

98



Kapitel 6. Zusammenfassung

showed no correlation between each other.
Further studies with larger patient populations or larger numbers of CA IX-positive tu-
mor samples will be necessary to show more detailed correlations between CA IX, tumor

progression and prognosis.
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