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I. Abkürzungsverzeichnis 
 

CIN   zervikale intraepitheliale Neoplasie 

CIS   in situ Karzinom (carcinoma in situ) 

CP   core particle  

DAB   3,3‘-Diaminobenzidin 

FCS   fetales Kälberserum 

FDR   Falscherkennungsrate (false discovery rate) 

FIGO   Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique 

HPV   humanes Papilloma-Virus 

HRP   Meerrettichperoxidase 

IRS   Immunreaktiver Score 

I-Smads  inhibitorische Smads 

LK   Lymphknoten 

M-Stadium  Metastasen-Stadium, Vorhandensein oder Fehlen von Fernmetastasen 

n   Stichprobengröße 

N-Stadium   Nodus-Stadium, Vorhandensein oder Fehlen von regionärem 

Lymphknotenbefall 

Pap-Abstrich  Abstrich nach Papanicolaou 

PBS   phosphate buffered saline 

PP   Prozentsatz der postiven Zellen  

rs    Korrelationskoeffizient nach Spearman 

R-Smads  rezeptorregulierte Smads 

RAC   RP Assembly Chaperone 

RP   regulatory particle  

SD   Standardabweichung (standard deviation) 

SI   Farbintensität (staining intensity) 

siRNA   small interfering RNA 

STIKO   Ständige Impfkommission 

TMA   Tissue-Microarray  

T-Stadium  Tumor-Stadium, Verhalten und Ausdehnung des Primarius 

UICC    Union Internationale Contre le Cancer 

UPS   ubiquitin-proteasome system  

V   Vorkommen einer Hämangiosis carcinomatos
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1 Einleitung 
 

1.1 Das Zervixkarzinom 
 

Weltweit wurde 2018 bei ca. 570.000 Frauen ein Zervixkarzinom erstdiagnostiziert und 

311.000 Patientinnen starben an einem Zervixkarzinom. Damit ist das Zervixkarzinom die 

vierthäufigste Krebserkrankung der Frau und hat weltweit die vierthöchste Mortalität aller 

Tumorerkrankungen der Frau [3, 119]. In Deutschland erkrankten 2016 ca. 4.380 Frauen an 

einem Zervixkarzinom [119]. Durch die Einführung jährlicher Früherkennungsmaßnahmen 

ist die Inzidenz des invasiven Zervixkarzinoms seit den 70er Jahren in Deutschland stark 

gesunken. Während das Zervixkarzinom 1971 noch die häufigste Krebserkrankung der Frau 

war, ist es heute mit 1,9 % an dreizehnter Stelle [75, 119]. Das mittlere Erkrankungsalter für 

die invasive Form liegt bei 53 Jahren und für das in-situ-Karzinom bei einem Alter von 34 

Jahren. Seit 1980 hat sich die Prognose bei einer Erkrankung an einem Zervixkarzinom stetig 

verbessert. Die 5-Jahresüberlebensrate liegt heute bei 67 % [119].  

Die folgenden Abschnitte geben einen Überblick über Ätiologie, Prävention, Diagnostik und 

Therapie des Zervixkarzinoms. 

 

1.1.1 Ätiologie und Prävention des Zervixkarzinoms 

Eine Infektion mit dem humanen Papilloma-Virus (HPV) ist der Hauptrisikofaktor für die 

Entstehung eines Zervixkarzinoms. Eine persistierende HPV-Infektion alleine reicht meist 

jedoch nicht für die Entstehung eines Zervixkarzinoms. Man geht davon aus, dass eine 

Vielzahl an genetischen Mutationen und epigenetischen Variationen eine Rolle spielen [24]. 

Zudem sind Alter, Rauchen (mehr als 15 Zigaretten pro Tag), Immunsuppression und 

Multiparität weitere Risikofaktoren. Auch ein niedriger sozioökonomischer Status, eine 

hohe Anzahl an Sexualpartnern und frühzeitig begonnener Geschlechtsverkehr (< 14 Jahren) 

erhöhen das Risiko für die Entstehung eines Zervixkarzinoms. Die Einnahme von oralen 

Kontrazeptiva über einen Zeitraum von mindestens 5 Jahren wird außerdem als Risikofaktor 

diskutiert [24, 54]. 

Es sind mehr als 200 verschiedene HPV-Typen bekannt, von denen allerdings nicht alle 

kanzerogen sind. Man unterteilt die Zervixkarzinom verursachenden Formen in high-risk 

und low-risk Typen. HPV Typ 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 und 

70 gehören in die high-risk-Gruppe, während 6, 11, 42, 43 und 44 zur low-risk-Gruppe 

gehören [12]. In fast allen Zervixkarzinomen ist HPV-DNA nachzuweisen, am häufigsten 
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die des HPV-Typ 16 [24]. Die Viren werden über Hautkontakt mit infizierten Stellen 

übertragen. Außerdem sind die Viren sehr austrocknungsresistent, weshalb eine 

Schmierinfektion über kontaminierte Oberflächen möglich ist [37]. 

Sexuell aktive Frauen zwischen 20 und 25 Jahren sind am häufigsten von einer Infektion 

betroffen, die jedoch meist inapparent verläuft [24]. Das Risiko, eine Präkanzerose (CIN, 

zervikale intraepitheliale Neoplasie) zu entwickeln, liegt für Frauen, die sich mit HPV 16 

oder 18 infiziert haben, elfmal höher, als für nicht infizierte Frauen [69]. Mehr als die Hälfte 

aller Präkanzerosen bilden sich aber spontan zurück, das Risiko für die Entstehung eines 

Zervixkarzinoms liegt bei 1,4 % [93, 156]. Die Dauer bzw. die Persistenz der Infektion steht 

in Zusammenhang mit dem Risiko für die Entstehung einer schwergradigen Präkanzerose, 

welche sich zum invasiven Karzinom weiterentwickeln kann [24].  

Die Ständige Impfkommission (STIKO) empfiehlt seit 2007 zur Prävention eines 

Zervixkarzinoms eine Schutzimpfung gegen die HPV-Genotypen 16 und 18. Idealerweise 

sollten Mädchen bereits im Alter von 9-14 Jahren gegen HPV geimpft werden, da in diesem 

Alter eine bessere Immunantwort erreicht werden kann und die Zahl der Mädchen, die 

bereits Geschlechtsverkehr hatten, ab einem Alter von 14 Jahren ansteigt. Ziel ist es, den 

Impfschutz vor dem ersten Geschlechtsverkehr zu vervollständigen [127]. 

Eine HPV-Infektion kann nicht nur die Entstehung des Zervixkarzinoms verursachen, 

sondern auch die eines Penis-, Anal- oder Plattenepithelkarzinome der Mundhöhle oder des 

Rachens. Daher ist im Impfkalender der STIKO seit 2018 empfohlen fauch Jungen zu 

impfen [67]. 

 

1.1.2 Pathologie und Histopathologie 
Invasive Zervixkarzinome sind zu 90 % Plattenepithelkarzinome und lassen sich in 

verhornte und unverhornte Plattenepithelkarzinome unterteilen. Zu den restlichen 10 % 

zählen Adenokarzinome und sehr selten kleinzellige (neuroendokrine) Karzinome oder 

Lymphome [11]. Zervixkarzinome wachsen kontinuierlich infiltrierend zuerst in die 

Zervixwand und anschließend die Parametrien ein. Sie metastasieren in die pelvinen und 

paraaortalen Lymphknoten sowie in die Leber und Lunge. Neuroendokrine Karzinome 

haben eine besonders schlechte Prognose [149]. 

Eine Prädilektionsstelle für die Karzinomentstehung ist die Transformationszone im Bereich 

des Überganges von Zervix in Portio. In dieser Zone gibt es viele Mitosen, 

Zelldifferenzierungs- und -reifungsprozesse, die sie besonders anfällig für kanzerogene 

Schädigungen machen [6]. 
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1.1.3 Früherkennung, Diagnostik  
Im Rahmen der Krebsvorsorgeuntersuchungen können Frauen ab einem Alter von 20 Jahren, 

neben einer klinischen Untersuchung des äußeren und inneren Genitales, jährlich einen Pap-

Abstrich durchführen lassen [30]. Ergänzend dazu kann mit einem HPV-Test bereits die 

Infektion mit HPV detektiert werden. Ab einem Alter von 35 Jahren können Frauen 

alternativ alle 3 Jahre einen mit dem Pap-Abstrich kombinierten HPV-Test wählen [30]. 

Für den Pap-Abstrich werden mit Hilfe einer Bürste oder einem Spatel Zellen aus dem 

Endozervixkanal und von der Portiooberfläche entnommen. Diese werden anschließend 

zytologisch untersucht und anhand ihrer Morphologie nach der Münchener Nomenklatur III 

eingeteilt (s. Tabelle 1) [35]. 

 
Tabelle 1: Einteilung nach Papanicolaou.  
Nach Werner Böcker u. a., Pathologie, 5. Aufl. (Urban & Fischer Verlag/Elsevier GmbH, 2012), S. 
778f [11] und nach der Münchner Nomenklatur III [35] 

PAP CIN Histologischer Befund 
I   Normal 
II-a  Normal, auffällige Anamnese 
II-p  Plattenepithelzellkerne mit geringgradigen Veränderungen  
II-g  Anomalien zervikaler Drüsenzellen 
II-e  Nachweis von Endometriumzellen in der 2. Zyklushälfte bei 

Frauen älter als 40 Jahre 
III-p CIN II/III Unklarere Befund, Plattenepithelkarzinom nicht sicher 

auszuschließen 
III-g  Unklarer Befund, ausgeprägte Dysplasie der Drüsenzellen, 

Adenokarzinom nicht sicher auszuschließen 
III-e  Dysplastische endometriale Zellen (insbesond. 

postmenopausal) 
IIID1 CIN I geringgradige Dysplasie 
IIID2 CIN II mittelgradige oder mäßige Dysplasie 
IVa-p CIN III hochgradige/schwere Dysplasie bzw. Carcinoma in situ 
IVa-g  Adenokarzinom in situ 
IVb-p CIN III Schwere Dysplasie, Invasion nicht sicher auszuschließen 
IV-g  Adenokarzinom in situ, Invasion nicht sicher auszuschließen 
V Invasives Karzinom Invasives Karzinom 
V-p  Plattenepithelkarzinom 
V-g  Endozervikales Adenokarzinom 
V-e  Endometriales Adenokarzinom 

 

Die zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) werden in drei Schweregrade CIN I bis 

III eingeteilt. Die hierbei vorliegenden atypischen Zellen haben Merkmale maligner 

Tumorzellen und verdrängen das normale Plattenepithel [11]. CIN I stellt die histologische 
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Manifestation der HPV-Infektion dar und ist häufig mit high-risk HPV-Typen 

assoziiert [88]. Bei immunkompetenten Frauen bildet sich eine CIN I-Läsion oft spontan 

wieder zurück, eine Progression zu CIN II oder III ist selten. CIN II kann sich ebenfalls noch 

zurückbilden [88]. Dahingegen stellt CIN III eine obligate Präkanzerose dar und entspricht 

damit einem Carcinoma in situ (CIS) (siehe Tabelle 1) [11]. 

Bei auffälligem Pap-Abstrich erfolgt in Abhängigkeit des Schweregrades entweder zunächst 

ein Test auf eine high-risk HPV-Infektion mit gegebenenfalls anschließender Kolposkopie 

oder direkt eine Kolposkopie [14, 19, 132]. 

Liegt ein positiver HPV-Test vor, sollte eine zytologische Abklärung erfolgen. Bei einem 

Nachweis von HPV-16/-18 oder einem positiven HPV-Test und gleichzeitig einem PAP von 

mindestens II-p ist zudem eine kolposkopische Diagnostik empfohlen [22]. 

Ist das Zervixkarzinom histologisch gesichert, ist ein gynäkologischer Ultraschall sowie eine 

sonographische Untersuchung der Nieren obligat. Zur genaueren Bildgebung sollte ab einem 

FIGO-Stadium IB2 ein MRT des Beckens und zum Staging ein CT des Abdomens und des 

Thorax durchgeführt werden [10, 50]. Bei einem ausgedehnten Zervixkarzinom sollte vor 

einer kombinierten Radiochemotherapie ein operatives Staging zur Beurteilung der 

Lymphknotensituation durchgeführt werden [85, 86].  

Tumormarker, die eine Diagnostik oder Verlaufskontrolle erleichtern könnten, sind bisher 

noch nicht bekannt [134].  

 

1.1.4 FIGO-und TNM-Stadien 

Die Einteilung des Zervixkarzinoms in Stadien erfolgt anhand der TNM-Klassifikation (s. 

Tabelle 2) der allgemeinen Tumorklassifikation der WHO. Die Therapieentscheidung wird 

jedoch anhand der FIGO-Klassifikation (Fédération Internationale de Gynécologie et 

d'Obstétrique) getroffen (s. Tabelle 2).  
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Tabelle 2: Vergleich TNM- und FIGO-Stadium. 
Nach Horn und Kolleg*innen (2019) FIGO-Klassifikation für das Zervixkarzinom 2019 – was ist neu? 
Der Pathologe 40:629–635. [48] 

TNM  FIGO
  Ausbreitungsgrad 

TX  Primärtumor nicht beurteilbar 
T0  Kein Hinweis auf Primärtumor 
Tis 0 Carcinoma in situ  
T1 I Tumor auf Zervix begrenzt 
T1a IA ausschließlich mikroskopisch diagnostiziertes invasives Karzinom, 

Stromainvasion ≤ 5 mm Tiefe, horizontale Ausbreitung irrelevant 
T1a1 IA1 Stromainvasion ≤ 3 mm 
T1a2 IA2 Stromainvasion ≥ 3 mm und ≤ 5 mm 
T1b IB Invasives Karzinom, auf Zervix begrenzt, Stromainvasion > 5 mm 
T1b1 IB1 Karzinom auf Zervix begrenzt, Stromainvasion > 5 mm und ≤ 2 cm max. 

Tumorgröße 
T1b2 IB2 größte Ausdehnung > 4 cm 
T2 II Tumorausdehnung jenseits des Uterus, aber nicht bis zur Beckenwand und 

nicht bis zum unteren Drittel der Vagina 
T2a IIA Ausbreitung in proximales/mittleres Drittel der Vagina, nicht aber in 

Parametrien 
T2a1 IIA1 Maximale Ausdehnung ≤ 4 cm 
T2a2 IIA2 Maximale Ausdehnung ≥ 4 cm 
T2b IIB Infiltration des Parametriums mit/ohne Infiltration der oberen 2/3 der Vagina 
T3 III Tumorausbreitung bis zur Beckenwand und/oder Infiltration des distalen 

Drittels der Vagina und/oder tumorbedingte Hydronephrose /funktionslose 
Niere  
und/oder Metastasen in pelvinen/paraaortalen Lymphknoten 

T3a IIIA Ausbreitung bis ins untere Drittel der Vagina, keine Infiltration der 
Beckenwand 

T3b IIIB Ausbreitung bis Beckenwand  
und/oder tumorbedingte Hydronephrose /funktionslose Niere 

N1 IIIC pelvine/paraaortale Lymphknotenmetastasen 
N1a IIIC1 Nur pelvine Lymphknotenmetastasen 
N1b IIIC2 Paraaortale Lymphknotenmetastasen (unabhängig von mögl. pelvinen 

Metastasen) 
 IV Tumor wächst über das kleine Becken hinaus, infiltriert Schleimhaut der 

Harnblase/des Rektums 
T4 IVA Infiltration von Organen des kleinen Beckens 
M1 IVB Fernmetastasen 

 

 

1.1.5 Symptomatik 
In einem frühen Stadium ist das Zervixkarzinom meist klinisch asymptomatisch. Falls zum 

Diagnosezeitpunkt doch schon Symptome auftreten, handelt es sich meist um 

übelriechenden, gelblichen vaginalen Ausfluss. Dieser kann auch blutig sein. Darüber hinaus 



Einleitung 

 6 

berichten Patientinnen von diffusen hypogastrischen Schmerzen oder Schmerzen während 

des Geschlechtsverkehrs [32]. 

In weiter fortgeschrittenen Stadien können lumbale Schmerzen, vaginale Blutungen, 

Miktionsbeschwerden, Hämaturie oder ein Harnstau (FIGO III) auftreten [32]. 

 

1.1.6 Therapie 
Die Therapieentscheidung wird anhand des FIGO-Stadiums getroffen. Der 

histopathologische Subtyp spielt bei der Therapiewahl keine Rolle. Stattdessen muss die 

Lebenssituation der jeweiligen Patientin mitbeurteilt werden. So ist zum Beispiel bei jungen 

Patientinnen ein eventuell bestehender Kinderwunsch zu beachten und bei prämenopausalen 

Patientinnen gegebenenfalls der Erhalt der Ovarien zur intrinsischen Hormonbildung [51]. 

In den frühen Stadien FIGO 0 - IIA und bei einem lokal begrenztem Zervixkarzinom wird 

eine Operation bevorzugt, ab Stadium IIB erweist sich ein operatives Staging mit 

anschließender Radiochemotherapie als empfehlenswert [34, 83, 152]. 

Die laparoskopische Hysterektomie stellt eine Alternative zu der offenen Operation dar, ist 

jedoch in mehreren Studien mit einem schlechteren Outcome assoziiert [92, 116]. Weiterhin 

kann nervensparend oder supraradikal (erweitertes parazervikales Resektionsgebiet, 

zusätzliche Lymphadenektomie [46]) operiert werden. Bei Kinderwunsch stehen die 

Konisation oder die Trachelektomie als fertilitätserhaltende Operationsmethoden zur 

Wahl [17, 73, 91, 129]. 

Laut der Klassifikation von Piver und Kolleg*innen können fünf verschiedene Stufen der 

radikalen Hysterektomie unterschieden werden. So wird bei einer Hysterektomie nach 

Piver I nur der Uterus entfernt, während bei Piver V Uterus, Parametrien und die oberen ¾ 

der Vagina en bloc, sowie die A. vesicalis superior und distale Ureteranteile und befallene 

Anteile der Harnblase reseziert werden [112]. 

Ab einen FIGO-Stadium IB1 sollte eine offene Hysterektomie erfolgen, über die Radikalität 

der Operation wird in Abhängigkeit des Stadiums und einer ggf. bereits eingetreten 

Menopause entschieden [116]. Ab FIGO-Stadium IA1 kann bei bereits abgeschlossener 

Familienplanung und Vorliegen von histopathologischen Risikofaktoren (z.B. nicht 

tumorfreie Resektionsränder nach primärer Konisation (R1), Grading) gegebenenfalls schon 

eine Hysterektomie erfolgen [73, 135].  

Liegen bei einem Zervixkarzinom bis zu einem FIGO-Stadium IB1 keine Risikofaktoren 

vor, sollte eine Sentinel-Lymphonodektomie angeboten werden. Dies gilt ebenso für das 

Stadium FIGO IA1, L1 [128]. 
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Bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Tumorbefund (ab FIGO Stadium III oder Stadium 

IB2 bei histopathologischen Risikofaktoren) sollte eine primäre Radiochemotherapie nach 

operativem Staging erfolgen [34]. Sobald pelvine oder paraaortale Lymphknoten 

makroskopisch sichtbar von Tumorgewebe befallen sind, ist die Radiochemotherapie 

ebenfalls die Therapie der Wahl. Die befallenen Lymphknoten sollten zuvor operativ 

entfernt werden [95]. Tumor, pelvine sowie ggf. paraaortale Lymphknoten werden bei 

gleichzeitiger cisplatinhaltiger Chemotherapie bestrahlt. Cisplatin dient dabei als 

Radiosensitizer [34, 152]. Im Anschluss folgt dann die Brachytherapie [39, 97, 98]. In 

Abhängigkeit des Patientinnenwunsches und der jeweiligen Lebenssituation kann auch eine 

alleinige Strahlentherapie erfolgen. 

Eine neoadjuvante Chemotherapie ist kein Therapiestandard, jedoch haben Studien gezeigt, 

dass die Rate an operablen Befunden nach neoadjuvanter Therapie erhöht sein kann [65, 

121]. Bei einigen Patientengruppen konnte zudem ein signifikanter Effekt auf das 

Gesamtüberleben und auf das progressionsfreie Überleben beobachtet werden [121]. 

Für den Erfolg einer adjuvanten Therapie sind die postoperativen Befunde und das 

postoperative TNM-Stadium entscheidend [75]. Liegt nach einer Operation eine R0-

Resektion (tumorfreier Resektionsrand) vor, bestehen keine histopathologischen 

Risikofaktoren und sind die Lymphknoten nicht befallen, kann auf eine adjuvante Therapie 

verzichtet werden. Als Risikofaktoren zählen eine tiefe Stromainvasion, eine Tumorgröße 

> 4 cm, ein Nachweis von Tumorzellen in den Lymphgefäßen der Tumorregion (L1) und 

eine mikroskopisch nachweisbare Invasion von Tumorzellen in venöse Gefäße. Bestehen ein 

bis zwei dieser Risikofaktoren, kann je nach der individuellen Situation, eine adjuvante 

Therapie durchgeführt werden. Ab drei vorhandenen Risikofaktoren, einer R1-Resektion 

oder pelvinen Lymphknotenmetastasen, ist eine adjuvante Therapie in jedem Fall 

indiziert [33, 74, 75]. 

Liegt eine isolierte Fernmetastase vor (M1), kann eine Operation oder lokale Bestrahlung 

erwogen werden [27]. Bei disseminierten Fernmetastasen wird chemotherapeutisch (mit 

Cisplatin und Topotecan oder Carboplatin und Paclitaxel) behandelt [66, 81, 125]. 

Im palliativen Setting konnten außerdem einen Überlebensvorteil bei einer Kombination von 

Cisplatin/Paclitaxel oder Topotecan/Cisplatin mit Bevacizumab (VEGF-Inhibitor) 

festgestellt werden [138]. Im Rahmen einer Zweitlinientherapie von Patientinnen mit 

metastasiertem Zervixkarzinom und positivem PDL1-Status sind Checkpointinhibitoren, 

wie Pembrolizumab, eine weitere Therapieoption [29].  
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1.2 Der Transkriptionscoaktivator Bridge-1 
 

Bridge-1 wurde 1999 von Thomas und Kolleg*innen in der Ratte als Cofaktor des 

Transkriptionsaktivators im Komplex mit E12 entdeckt [140]. Das identische Protein war 

bereits als proteasome 26S subunit, non-ATPase 9 (PSMD9) beschrieben. Es fungiert als 

regulatorische Untereinheit des 26S-Proteasoms [45, 143]. 

Bridge-1 wurde in seiner Funktion als Coaktivator der Transkription insbesondere in 

verschiedenen endokrinen Geweben des Menschen untersucht, unter anderem im Pankreas, 

im Hoden, in den Mammae, in der Schilddrüse, in der Nebennierenrinde sowie in 

Granulosazellen [7, 8]. In Ratten wurde Bridge-1 als Bindeprotein und Coaktivator von E12, 

einem Aktivator der Transkription von Genen des Insulinstoffwechsels, von Thomas und 

Kolleg*innen entdeckt [8, 140, 153]. In Tierexperimenten konnten gezeigt werden, dass E12 

als Teil der E2A-Familie in einem Komplex mit Bridge-1 unter anderem Glucose-sensible 

Enhancer-Regionen im Insulinpromotor aktiviert und somit Gene exprimiert werden, die die 

Insulinproduktion steigern [139, 140]. Niedrige Insulinspiegel fördern wiederum die 

Expression von Bridge-1 [60]. 

Bridge-1 interagiert mit PDX-1, einem Transkriptionsfaktor, der einen regulierenden 

Einfluss auf den Glukosemetabolismus, die Entwicklung des Pankreas und die Funktion der 

Betazellen im Pankreas hat. Bridge-1 fördert die Transkription von PDX-1-Zielgenen. Bei 

bestimmten erblichen Formen des Diabetes mellitus kommt es durch eine Mutation von 

PDX-1 zu einer stärkeren Bindung mit Bridge-1. Damit kann Bridge-1 nicht mehr 

regulierend auf die Genexpression wirken [139]. 

Volinic und Kolleg*innen fanden in Mäuseexperimenten, dass eine Überexpression von 

Bridge-1 die Expression des Insulingens reduziert und damit einen Insulinmangel und 

Diabetes verursacht. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den oben angeführten 

Studien von Thomas und Kolleg*innen, die eine Förderung der Expression von Genen des 

Insulinstoffwechsels beschrieben [150]. Außerdem fand man bei diesen Mäusen weniger 

Betazellen im Pankreas. Da Bridge-1 die Expression antiapoptotischer Proteine reguliert, 

kam es durch die Überexpression zu einer vermehrten Apoptose in Betazellen [139]. Im 

Gegensatz dazu kam es zu einer vermehrten Expression von Glukagon-produzierenden 

Alphazellen [150]. Zudem fördert Bridge-1 die hepatische Liponeogenese, sodass eine 

Überexpression auch zu einer Hyperlipidämie führen kann [108].  

Bridge-1 enthält eine PDZ-artige Domäne, über die es mit anderen Proteinen interagiert [7]. 

Der Name der Domäne ist eine Kombination der Anfangsbuchstaben der Namen der ersten 

drei Proteine, in denen eine PDZ-artige Domäne gefunden wurde (PSD-95, Discs-large, 
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ZO-I) [40, 140]. Typischerweise ermöglichen Proteine mit dieser Domäne ein 

Zusammenlagern verschiedener Proteine, sodass sie häufig eine wichtige Funktion in der 

Signaltransduktion oder im Ionentransport einnehmen [122]. PDZD2, ein weiteres Protein 

mit PDZ-Domäne wird zum Beispiel mit einer Hemmung des Zellwachstums in 

Prostatakarzinomzellen in Verbindung gebracht [136]. Mutationen dieser Domäne 

verändern die Bindungsaffinität des gesamten Proteins. Diese Eigenschaften machen PDZ-

Domänen-haltige Proteine, wie z. B. Bridge-1, zu interessanten Angriffspunkten für 

Medikamente [40]. 

In seiner ursprünglich bekannten Funktion ist PSMD9 alias Bridge-1 eine regulatorische 

Untereinheit des 26S-Proteasoms. Dieses System dient zum Abbau fehlerhafter Proteine, 

erfüllt damit andererseits aber auch regulatorische Funktionen. Abzubauende Proteine 

werden mit Ubiquitin markiert und dann zum Proteasom transportiert [45, 143]. Es gibt 

verschiedene Proteasome, von denen das 26S-Proteasom das größte ist. Es besteht aus einem 

20S core particle (CP) und einem 19S regulatory particle (RP). Aufgabe des RPs ist das 

Binden des abzubauenden Proteins, das Entfernen des Ubiquitins, sowie das Protein zu 

entfalten, in das CP zu transportieren und das CP durch die Öffnung des Deckels zu 

aktivieren. Es besteht aus mindestens 19 Untereinheiten. Aufgabe von PSMD9 ist es, als 

eines der RP Assembly Chaperones (RACs), beim Zusammenlagern dieser Untereinheiten 

zur Basis der 19S-Untereinheit zu helfen. Im vollständig zusammengelagertem 26S-

Proteasom ist PSMD9 nicht mehr nachzuweisen [87, 123, 143]. 

In unserer Arbeit wollen wir insbesondere die Funktion von Bridge-1 als 

Transkriptionscoaktivator von Onkogenen und seine regulatorischen Funktionen in 

Zervixkarzinomzellen untersuchen. 

 

1.2.1 Bridge-1 und Krebs 

Immunhistochemische Färbungen konnten zeigen, dass Bridge-1 in Mammakarzinomzellen 

stärker im Nucleus und weniger stark im Zytoplasma exprimiert wird. Ein Zusammenhang 

der Expression von Bridge-1 mit Alter, Tumorgröße, Tumor-, Rezeptor- oder 

Lymphknotenstatus der Patientinnen konnte nicht gezeigt werden [70]. 

Die Funktion von Bridge-1 als Transkriptionscoaktivator wird unter anderem durch Histone 

und deren Modifikation reguliert. Dies geschieht durch die Acetyltransferase p300, die 

dosisabhängig die Aktivität von Bridge-1 verstärkt [72]. 

Die Strahlentherapie stellt einen wichtigen Bestandteil der Therapiemöglichkeiten des 

Zervixkarzinoms dar. Patientinnen sprechen jedoch unterschiedlich auf die Therapie an. Es 



Einleitung 

 10 

gibt verschiedene Marker, die die Sensitivität eines Tumors, auf die Strahlentherapie zu 

reagieren, anzeigen. Das 26S-Proteasom ist ein solcher Marker. PSMD9 ist an das 

regulatorische 19S-Partikel des 26S-Proteasom assoziiert und könnte damit als weiterer 

Marker dienen. Bei Mammakarzinom-Patientinnen, die strahlentherapeutisch behandelt 

wurden, war eine erhöhte Rate lokaler Tumorrezidive zu beobachten, wenn in den 

Tumorzellen Bridge-1 exprimiert wurde. Nach Restriktion der PSMD9-DNA in 

Zellkulturversuchen, reduzierte sich die Anzahl überlebender Zellen um bis zu 10 % [70].  

Die PSMD9-Expression korreliert mit dem Outcome von Patientinnen, die 

strahlentherapeutisch behandelt wurden. Daher kann PSMD9 ein prognostischer Marker 

sein, aber nicht für die generelle Prognose eines Tumors dienen [70]. Ob PSMD9 auch ein 

prognostischer Marker für das Outcome von strahlentherapeutisch behandelten 

Zervixkarzinompatientinnen sein könnte, wurde bisher noch nicht untersucht. 

 

1.2.2 Der Bridge-1/Activin A-Signalweg 
Activin ist ein Glykoproteinhormon aus der Familie der transforming growth factors-beta 

(TGF-β). Das Protein ist ein Homodimer, dessen Untereinheiten durch eine Disulfidbrücke 

verbunden sind. Es gibt vier Isoformen der Untereinheiten (βA, βB, βC, βE), je nach 

Kombination entstehen daher verschiedene Formen des Activins. Die Benennung des 

Proteins erfolgt entsprechend dieser Kombination, Activin A besteht zum Beispiel aus zwei 

βA-Untereinheiten [13, 104, 126]. Activin A reguliert unter anderem Zellwachstum und 

- differenzierung [7], sowie die Transkription von Bridge-1 [8]. 

Activin A bindet an den Activin-Rezeptor Typ II (ActR-II), der sich daraufhin mit dem 

Activin-A-Rezeptor Typ I zusammenlagert. Beide Rezeptoren sind transmembranäre Serin-

Threonin-Kinase-Rezeptoren [4, 20, 21]. Die Bindung von Activin A und die Dimerisierung 

der Rezeptoren führt zu einer Transphosphorylierung des Activin-Rezeptor Typ I durch den 

Activin-Rezeptor Typ II. Aktivierte Typ-I-Rezeptoren phosphorylieren daraufhin zwei 

Serinreste am C-terminalen Ende rezeptorregulierter Smads (R-Smads), Smad2 und 

Smad3 [21, 71, 90, 157].  

Smads sind eine Familie von intrazellulären Signalmolekülen des TGF-β-Signalweges, die 

man in drei Subgruppen unterteilen kann: R-Smads, Co-Smads und inhibitorische Smads (I-

Smads) [5, 43]. Sobald die R-Smads durch die Kinase des Rezeptors phosphoryliert wurden, 

bilden sie einen Komplex mit Smad4 [57, 144]. 

Sowohl die R-Smads als auch Smad4 können mit Transkriptionsfaktoren interagieren und 

DNA binden. Einzig Smad2 besitzt keine Fähigkeit zur DNA-Bindung [21, 80].  
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Sowohl Smad2 und 3, als auch Smad4 pendeln im inaktivierten Zustand ständig zwischen 

Nucleus und Zytoplasma. Wird der Activin A-Signalweg aktiviert, reichert sich Smad4 im 

Nucleus an. Möglicherweise wird durch die Komplexbildung mit den R-Smads der Export 

verhindert [53, 102, 111, 133]. Der Komplex aus Smad4 und R-Smads transloziert in den 

Nucleus, wo er entweder durch direkte Interaktion oder mit Hilfe DNA-bindender 

Transkriptionsfaktoren die Transkription verschiedener Gene reguliert [7, 8, 13, 21, 71]. 

Anschließend werden Smad2 und Smad3 dephosphoryliert und spalten sich von dem 

Komplex mit Smad4 ab. Sie werden nun mit Hilfe eines aktiven Transports zurück ins 

Zellplasma gebracht. Der Export von Smad4 erfolgt unabhängig von den R-Smads. Sind die 

Activin A-Rezeptoren noch aktiv, werden die R-Smads im Zytoplasma erneut 

phosphoryliert, lagern sich mit Smad4 zusammen und translozieren in den Nucleus. Werden 

die Activin-Rezeptoren nicht mehr stimuliert, sammeln sich dephosphorylierte R-Smads im 

Zytoplasma an [53, 71].  

Smad7 gehört zu der Gruppe der inhibitorischen Smads (I-Smads). Sie hemmen die 

Signaltransduktion durch R-Smads, indem sie mittels ihrer MH2-Domäne an den Typ I-

Rezeptor binden und deren Phosphorylierung durch die Kinase des Typ I-Rezeptors 

verhindern [21, 41, 89]. Die Expression von Smad7 wird durch Activin A via Smad3/4 

stimuliert, sodass es als negativer Feedback-Mechanismus wirkt [99]. 

Gegenspieler des Activins ist das Inhibin, welches ebenfalls ein Teil der TGF-β-

Superfamilie ist. Das Protein ist, genauso wie Activin, ein Homodimer, bestehend aus je 

einer α- und einer β-Untereinheit. Man unterscheidet Inhibin A (α βA) und Inhibin B (α βB). 

Follistatin ist als Activin bindendes Protein ein weiterer Gegenspieler von Activin. Je zwei 

Follistatinmoleküle binden ein Activin irreversibel und verhindern damit die 

Signaltransduktion [101, 104, 126]. 

Über den Activin A-Signalweg werden regulatorische Proteine des Zellzyklus modifiziert, 

sodass Activin A inhibierend in das Zellwachstum eingreift [13]. Der Zellzyklus wird unter 

anderem durch Cyclin-abhängige Kinasen (CDKs) kontrolliert, die zusammen mit Cyclinen 

an den Restriktionspunkten des Zellzyklus wirken [13]. Smad3 induziert die Transkription 

von p15 und p21, zwei CDK-Inhibitoren [13, 96]. Dies hat zu Folge, dass der Zellzyklus am 

G1-Restriktionspunkt gestoppt wird [96]. Das Retinoblastom-Protein bleibt 

dephosphoryliert und somit wird der Übergang in die S-Phase nicht initiiert. Die Zelle 

arretiert am G1-Restriktionspunkt, das Zellwachstum wird inhibiert [13]. 

Activin A kann in vielen verschiedenen Zellarten die Apoptose induzieren und wirkt in 

manchen Gewebetypen als Tumorsuppressor, indem es das Tumorwachstum und die 



Einleitung 

 12 

Vaskularisierung reduziert [62, 105]. Im Gegensatz dazu stimuliert Activin A die 

Proliferation von Granulosazellen [115]. 

Activin A-Rezeptoren und die dazugehörigen Signalmoleküle kommen in menschlichen 

Brustgewebe sowie in Mammakarzinomzelllinien vor [13, 126]. Activin A konnte in allen 

Entitäten des Mammakarzinoms nachgewiesen werden, unabhängig vom Grading. Jedoch 

ist die Expression von Activin B und Activin Rezeptoren Typ II bei aggressiveren 

Tumorentitäten vermindert und die Smads (Smad2, Smad3 und Smad4) sind vor allem in 

Zytoplasma zu finden [59]. Activin A scheint als Tumorsuppressor zu wirken, indem es das 

Zellwachstum hemmt und die Apoptose einleitet [13, 142]. Im Gegensatz dazu findet man 

bei postmenopausalen Brustkrebspatientinnen sowohl eine vermehrte Activin A-Expression 

im Gewebe als auch erhöhte Activin A-Serumspiegel [117]. Auch bei 

Zervixkarzinompatientinnen können erhöhte Serum-Activin A-Spiegel festgestellt 

werden [110], während Pankreas- und Hypophysentumoren Mutationen im Activin A-

Rezeptor mit assoziiert sind [13].  

Activin A kann sowohl als Tumorsuppressor als auch onkogen wirken [82]. 

 

Activin A stimulierte die Expression von Bridge-1 in der humanen Brustkrebszelllinie MCF-

7 [8]. Ähnliche Ergebnisse wurden bei Granulosazellen beobachtet [7]. Darüber hinaus 

konnte nach Activin A Behandlung eine verstärkte Expression von Smad2, Smad3 und 

Smad4 in MCF-7-Zellen nachgewiesen werden [8]. Bei verminderter Expression von 

Bridge-1 wurde die Expression von Smad2. Smad3 und Smad4 reduziert. Daraus kann 

geschlossen werden, dass Bridge-1 Teil der Activin A-Signalkaskade ist und an der 

Regulation der Expression von Smads beteiligt ist [8]. 

Die Rolle von Bridge-1 und der Activin A-Signalkaskade in Zervixkarzinom ist noch unklar 

und soll mit dieser Arbeit weiter untersucht werden. 
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1.3 Fragestellung 
 

Das Zervixkarzinom ist weltweit die vierthäufigste Krebserkrankung der Frau [3]. 

Tumormarker, die bei der Diagnostik und Therapie helfen, gibt es bisher nicht. 

Bridge-1 (PSMD9) ist ein Coaktivator des Insulinstoffwechsels, der eine PDZ-artige 

Domäne enthält [139, 140]. Proteine mit dieser Domäne spielen häufig eine wichtige Rolle 

in der Signaltransduktion [122]. In seiner Funktion als regulatorische Untereinheit des 26S-

Proteasoms nimmt Bridge-1 zudem Einfluss auf das ubiquitin-proteasome system (UPS) und 

damit auf den Abbau fehlerhafter Proteine oder auf regulatorische Prozesse in der Zelle [45, 

87, 123, 143]. Diese Eigenschaften machen Bridge-1 zu einem interessanten möglichen 

Angriffspunkt für eine spezifische Tumortherapie. 

Langlands und Kolleg*innen konnten zeigen, dass Mammakarzinompatientinnen, deren 

Tumore vermehrt Bridge-1 exprimierten, häufiger ein Rezidiv nach Radiatio erlitten als 

Patientinnen mit einer geringeren Bridge-1-Expression [70]. Damit wäre Bridge-1 ein 

ausgezeichneter Marker für die Vorhersage der Erfolgswahrscheinlichkeit einer Radiatio. 

Bisher gab es keine Studien, die untersuchen, ob Bridge-1 ebenfalls in Zervixkarzinomzellen 

exprimiert wird.  

Andere Studien konnten zeigen, dass Bridge-1 ein Teil der Activin A-Signalkaskade ist [8]. 

Activin A hat als Mitglied der TGF-b-Superfamilie Einfluss auf das Zellwachstum [13, 

115]. 

Daher stellen sich folgenden Fragen: 

 

• Wird Bridge-1 in Zervixkarzinomgewebe exprimiert? 

• Ist Bridge-1 in Tumorzellen und im peritumoralen Stroma unterschiedlich stark 

exprimiert? 

• Korreliert die Expression von Bridge-1 mit klinischen Merkmalen von 

Zervixkarzinompatientinnen? 

• Ist Bridge-1 als prognostischer und/oder prädiktiver Marker für Zervixkarzinome 

geeignet? 

• Exprimieren Zervixkarzinomzelllinien Bridge-1? 

• Beeinflusst Activin A als indirekter Ligand von Bridge-1 die Proliferation von 

Zervixkarziomzellen? 

• Beeinflussen Activin A oder TGF-β die Expression von Bridge-1? 
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2 Material und Methoden 
 

2.1  Patientinnen 
 

In die Studie wurden 118 Patientinnen eingeschlossen, die sich in dem Zeitraum zwischen 

2003 und 2011 in der Klinik für Frauenheilkunde und Geburtshilfe des 

Universitätsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Lübeck, einer radikalen 

Hysterektomie unterzogen. Bei 7 in die Studie eingeschlossen Patientinnen (FIGO-Stadium 

III oder IV) war das Karzinom erst sekundär nach erfolgter Hysterektomie mit 

Lymphknotenentnahme diagnostiziert worden.  

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patientinnen mit Adenokarzinom, sowie solche, die 

eine neoadjuvante Bestrahlung oder Chemotherapie erhielten. Aufgrund von fehlenden 

Daten aus der Krankenakte oder nicht auswertbaren Gewebeproben mussten im Nachhinein 

einzelne Patientinnen von entsprechenden Auswertungen ausgenommen werden. 

Die Gewebeproben wurden während der operativen Tumorresektion entnommen und vom 

Institut für Pathologie des UKSH, Campus Lübeck in Paraffin eingebettet. 

Retrospektiv wurden aus den Krankenakten der Patientinnen, patientinnenspezifische Daten, 

sowie Daten bezüglich Diagnose und adjuvanter Therapie analysiert. Aus den 

histopathologischen Befunden wurden TNM-, FIGO-Stadium und eine gegebenenfalls 

bestehende Lymphangiosis carcinomatosa entnommen. 

 

 

2.2 Ethik 
 

Alle Patientinnen gaben ihr schriftliches Einverständnis für eine retrospektive, 

anonymisierte Analyse der Daten und Gewebe. 

Vor Beginn der Analysen wurde ein Votum des Ethikrats der Universität zu Lübeck 

eingeholt. Der Ethikrat genehmigte in seiner Sitzung vom 09. Juni 2015 das Studienprotokoll 

mit dem Aktenzeichen 15-134 (siehe Anhang). 

 

 

2.3 Zelllinien 
 

Die verwendeten Zervixkarzinomzelllinien HeLa, Ca Ski und SiHa sind in Tabelle 3 

aufgelistet. Sie bilden die häufigsten Zervixkarzinomentitäten ab. 
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Tabelle 3: Zelllinien. 

Zelllinie Zelltyp Karzinom Hersteller/Vertrieb 

HeLa (ATCC® 

CCL-2) 
Epithelzellen Adenokarzinom 

LGC Standards GmbH, 

Wesel 

 

Ca Ski (ATCC® 

CRL-1550) 
Epithelzellen Plattenepithelkarzinom 

SiHa (ATCC® HTB-

35) 
Epithelzellen Plattenepithelkarzinom 

 

 

2.4 Material 
 

2.4.1 Geräte 
Tabelle 4: Geräte. 

Gerät Name Hersteller/Vertrieb 

Feinwaage Scaltec SBC 21 
Scaltec Instruments, 

Heiligenstadt 

Flockeneisbereiter Icematic F80C 
Icematic Deutschland, 

Düsseldorf 

Horizontalschüttler Vibrax VXR S15 IKA Labortechnik, Staufen 

Immunhistochemie-Färbeautomat BOND-MAX Leica Biosystems, Wetzlar 

Kühlzentrifuge Biofuge® fresco Heraeus, Hanau 

Laborwaage Sartorius basic BA310S Sartorius AG, Göttingen 

Magnetrührer MR82 
Heidolph Instruments, 

Schwabach 

Mehrkanalpipette Multipette® plus Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Mikroplattenphotometer Multiplate-Reader, MRX 
Dynatech Laboratories, 

Burlington, USA 

Mikroskop Axiovert 135M Carl Zeiss, Göttingen 

Mikroskop Nikon Eclipse TS100 LED-NV 
Nikon GmbH Microscope 

Solutions, Düsseldorf 

Mikroskop Wilovert A Hund, Wetzlar 

Mikroskopkamera Mikroskopkamera DS-Vi1 Nikon GmbH Microscope 

Solutions, Düsseldorf Mikroskopzubehör DS-U3 Camera Control Unit 

Mikrozentrifuge MC6 Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrozentrifuge Rotilabo® Roth, Karlsruhe 

Orbitalschüttler Shaker S4 
ELMI Lab. Equipment, Riga, 

Lettland 

pH-Meter pH526 MultiCal® WTW, Weilheim 
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Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 

Stromgeber PowerPac 200 Bio-Rad, München 

Thermomixer Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Trockenschrank  Heraeus, Hanau 

UV-Photometer Helios Gamma Unicam, Cambridge 

UV-Transilluminator TI 1 Biometra GmbH, Göttingen 

Variable Einkanalpipetten (0,5-10 

µl, 2-20 µl, 10-100 µl, 100-

1000 µl) 

Eppendorf Research® Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 

Vortex REAX 2000 
Heidolph Instruments, 

Schwabach 

Zentrifuge Universal 32 Hettich, Tuttlingen 

Western Blot 

Elektrophorese-Gelkammer Mini-Protean® Tetra Cell Bio-Rad, München 

Elektrophorese-Kammer Mini-Sub® Cell GT Bio-Rad, München 

Semi-Dry Blotter 
Hoefer Semi Dry Transfer Unit 

TE 70 
GE Healthcare, München 

Tankblot  Bio-Rad, München 

PCR 

real-time PCR detection system DNA Engine Opticon 2 Biozym, Oldendorf 

Thermocycler/PCR-Block 
Biometra Thermocycler 

TPersonal 48 
Biometra GmbH, Göttingen 

Zellkultur 

Absaugpumpe Gel Pump GP110 Savant, New York, USA 

Brutschrank CO2-Inkubator Binder CB 150 Binder GmbH, Tuttlingen 

Pipettierhilfe accu-jet Brand GmbH, Wertheim 

Pipettierhilfe pipetus®-akku 
Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt 

Wasserbad  Memmert, Lübeck 

 

2.4.2 Allgemeine Labormaterialien: 
Tabelle 5: allgemeine Labormaterialien. 

Material Hersteller/Vertrieb 

Elektrophorese-Trenngel (Mini-PROTEAN® 

TGX™ Precast Gel) 
Bio-Rad, München 

Filmkassette Amersham, GE Healthcare, München 

Filterpapier (Chromatographie Papier) Whatman, GE Healthcare, München 

Kryogefäße 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Multipette Plus Eppendorf, Hamburg 
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Nitrozellulosetransfermembran Whatman, GE Healthcare, München 

Reaktionsgefäße (Safe Lock Tubes) (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg 

Zellkulturpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml), Cellstar Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellschaber Biochrom AG, Berlin 

Zentrifugenröhrchen (Plastik, 50 ml, 15 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

 

2.4.3 Kits 
Tabelle 6: Kits. 

Name Hersteller/Vertrieb 

BCATM Protein Assay Kit Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn 

Bond Polymer Refine Detection Kit Leica Biosystems, Wetzlar 

DAB-Kit Leica Biosystems, Wetzlar 

Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate 
Merck KGaA, Darmstadt, 

 

2.4.4 Chemikalien und Reagenzien 
Tabelle 7: Chemikalien und Reagenzien. 

Substanz Hersteller/Vertrieb 

Chlorwasserstoffsäure (HCl) 

Merck KGaA, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 

Essigsäure 100 % (Eisessig) 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 

Glycerol Sigma-Aldrich, Steinheim 

Glycin Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 

N,N-Dimethylformamid Merck KGaA, Darmstadt 

Tween 20 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Proliferationsassay 

MTT-Lösung Baker Chemikalien, Groß-Gerau 

MTT-Stopplösung 
5 mg/ml Methylthizolyldiphenyl-tetrazoliumbromid 

(MTT) + PBS 

Natriumchlorid 

50 % N,N-Dimethylformamid (pH 4,7, Merck 

Schuchardt OHG, Hohenbrunn) 

+ 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS, Serva 

Electrophoresis, Heidelberg) 

 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (MTT) Sigma, Deisenhofen 



Material und Methoden 

 18 

Western Blot 

2-Mercaptoethanol Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Hyperfilm ECL AppliChem GmbH, Darmstadt 

Methanol Amersham, GE Healthcare, München 

Natrium Orthovanadat Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Re-Blot Plus Bio-Rad, München 

Röntgen Entwickler-Konzentrat Chemicon International, Hofheim 

Röntgen Fixierer-Konzentrat Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach 

 

2.4.5 Puffer und Lösungen 
Tabelle 8: Puffer und Lösungen. 

Substanz Hersteller/Vertrieb/Rezept 

BSA (bovines Serum-Albumin, A9647) Merck KGaA, Darmstadt 

Mammalian Protein Extraction Buffer 

(Organic Buffer + 10 mM NaCl + Detergent, pH 

7,5) 

GE Healthcare, München 

Milchpulver (Blotting Grade) Roth, Karlsruhe 

PBS (phosphate buffered saline) VWR International GmbH Germany, Darmstadt 

Tris Roth, Karlsruhe 

TBS 

100 mM Tris  

+ 1 M  NaCl 

+ 0,1 %  Tween 20, 

pH 7,4 

Proteinextraktion 

Protease-Inhibitor-Cocktail, P8340 
Merck, KGaA, Darmstadt 

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 2, P5726 

RIPA-Puffer 

1 x PBS 

+ 1 % Igepal CA-630 

+ 0,5 %  Natrium Deoxycholat 

+ 0,1 % SDS 

 

2.4.6 Zellkulturmarterialien 
Tabelle 9: Zellkulturmarterialien. 

Substanz Hersteller/Vertrieb/Rezept 

fetalem Kälberserum 10 % (FCS) Laboratories GmbH, Cölbe 

Gewebekulturflaschen (T75, T175 mit Filter) Sarstedt Nümbrecht 

Gewebekulturplatte 96; -6-well Sarstedt Nümbrecht 

1 % Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

RPMI-1640  Invitrogen, Karlsruhe 
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Trypanblau 0,4 % Sigma-Aldrich, Steinheim 

Trypsin PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

 

 

2.5 Methoden 
 

2.5.1 Zellkultur 

Die Zervixkarzinomzelllinien HeLa (ATCC® CCL-2, LGC Standards GmbH, Wesel), 

Ca Ski (ATCC® CRL-1550, LGC Standards GmbH, Wesel), SiHa (ATCC® HTB-35, LGC 

Standards GmbH, Wesel) wurden in Gewebekulturflaschen (T75, T175 mit Filter; Sarstedt 

Nümbrecht) bei 37 °C in einem CO2-Inkubator (Binder CB 150, Binder GmbH, Tuttlingen) 

in wassergesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2 kultiviert. Als Wachstumsmedium wurde 

RPMI-1640 (Invitrogen, Karlsruhe) mit 10 % fetalem Kälberserum (FCS; PAA Laboratories 

GmbH, Cölbe) und 1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml / 10 mg/ml; PAA 

Laboratories GmbH, Cölbe) verwendet. 

Die bei -80 °C gelagerten Zellen wurden im Wärmebad bei 37 °C aufgetaut, in Medium 

suspensiert und 5 min bei 340 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, die Zellen 

wurden resuspensiert und kultiviert.  

Vor dem Erreichen von Konfluenz wurden die Kulturen passagiert oder für Versuche 

verwendet. Hierfür wurde zunächst das Medium abgesaugt. Anschließend wurden die Zellen 

mit PBS (phosphate buffered saline, VWR International GmbH Germany, Darmstadt) 

gespült und mit 5 ml Trypsin (PAA Laboratories GmbH, Cölbe) für 5-10 min inkubiert. Die 

abgelösten Zellen wurden mit FCS-haltigem Medium verdünnt, in ein Röhrchen überführt 

und für 5 min bei 340 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und 

die Zellen in 10 ml Medium resuspendiert. Ein Fünftel der Suspension wurde passagiert. 

 

2.5.2 Zählen der Zellen 

Die resuspendierten Zellen wurden mit einem automatischen Zellzähler (TC20, Automated 

Cell Counter, Bio-Rad, München) gezählt. 

Dazu wurden 10 μl Zellsuspension mit 10 μl Trypanblau (Sigma-Aldrich, Steinheim) 

gemischt, in eine Zählkammer pipettiert und maschinell ausgewertet. Trypanblau wird von 

lebenden Zellen ausgeschlossen und färbt demnach nur tote Zellen blau. Mit dieser Methode 

wurde die Lebendzellzahl bestimmt. 

 



Material und Methoden 

 20 

2.5.3 In-vitro-Proliferationsassay 

Auf eine 96-well Platte wurden 500 oder 1000 SiHa-Zellen pro well in 100 µl 

Wachstumsmedium ausgesät. Nach 24 h wurde das Medium durch 100 µl FCS-freies 

Medium ersetzt und weitere 24 h kultiviert. Am nächsten Tag wurden 50 µl der 

Testsubstanzen (in FCS-freiem Medium) in dreifacher Konzentration zu den Kulturen 

gegeben, sodass diese mit den bereits vorhandenen 100 µl Medium auf eine einfache 

Konzentration der Testsubstanz verdünnt wurde. 

Nach 24 h Inkubation mit der Testsubstanz wurde der MTT-Tetrazolium-Assay 

durchgeführt. In dem Test wird der Metabolismus von Tetrazolium in blau-violett gefärbte, 

Formazankristalle gemessen. Zur Herstellung der MTT-Lösung wurden 5 mg/ml 

Methylthizolyldiphenyl-tetrazoliumbromid (MTT, Sigma, Deisenhofen) in PBS (phosphate 

buffered saline, VWR International GmbH Germany, Darmstadt) gelöst. Für den Assay 

wurde das Medium abgesaugt, die MTT-Lösung 1:10 mit Phenolrot-freiem DMEM-Medium 

(Invitrogen, Karlsruhe) verdünnt und 100 µl pro well auf die Zellen gegeben. Nach 4 h 

Inkubation im Brutschrank waren Präzipitate sichtbar und die Umwandlung wurde durch 

Zugabe von 100 µl Stopplösung 50 % N,N-Dimethylformamid, pH 4,7 (Merck Schuchardt 

OHG, Hohenbrunn) 10 % Natriumdodecylsulfat (SDS, Serva Electrophoresis, Heidelberg) 

gestoppt und die Formazankristalle über Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln gelöst. Die 

Farbintensitäten wurden mit einem Mikroplattenphotometer (Multiplate-Reader, MRX, 

Dynatech Laboratories, Burlington, USA) bei 595 nm und einer Referenzwellenlänge von 

650 nm gemessen. Da die Umwandlung von Tetrazolium in Formazankristalle in allen 

lebenden Zellen erfolgt, sind die photometrisch gemessenen Absorptionen proportional zur 

Menge metabolisch aktiver Zellen. 

 

2.5.4 Proteinextraktion aus Zellkulturen 

Auf eine 6-well Platte wurden 200 000 Zellen pro well in 2 ml Wachtsumsmedium ausgesät. 

Nach 24 h wurde das Medium durch FCS-freies Medium ersetzt und weitere 24 h kultiviert. 

Dann wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 2 ml der Testsubstanzen weitere 24 h 

inkubiert.  

Für die Proteinextraktion wurden die Zellen in 1,5 ml RIPA-Puffer (1 x PBS, 1 % Igepal 

CA-630, 0,5 % Natrium Deoxycholat, 0,1 % SDS) mit je 15 µl Protease-Inhibitor-Cocktail 

und Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 2 (Merck, KGaA, Darmstadt) lysiert. Nach 10 min 

Zentrifugation mit 10 000 x g bei 4 °C wurde der Überstand abgenommen, der das Protein 

enthielt. 
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Im BCA-Protein-Assay (BCATM Protein Assay Kit, Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn) 

wurde der Proteingehalt des Lysats ermittelt. 

 

2.5.5 Western Blot 

In einem Polyacrylamid-Trenngel (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels, Bio-Rad, 

München) wurden pro Spur 12 µg der Proteinlysate bei 160 V elektrophoretisch aufgetrennt. 

Als Marker wurden 7 µl Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad, München) 

verwendet. Bei 20 V und 140 mA wurden die Proteine anschließend in der Blottingapparatur 

(Hoefer Semi Dry Transfer Unit TE 70, GE Healthcare, München; Stromgeber: Pharmacia 

Biotech EPS 200, GE Healthcare, München) für 40 min horizontal auf eine 

Nitrozellulosemembran (Whatman, GE Healthcare, München) übertragen. Danach wurde 

die Membran für 1 h in Blockinglösung (5 % fettfreies Milchpulver, Carl Roth GmbH + Co. 

KG, Karlsruhe in TBS-T (Tris-buffered saline with Tween20; 100 mM Tris, 1 M NaCl, 

0,1 % Tween 20, pH 7,4) geblockt und dreimal für 5 min in TBS-T gewaschen. 

Zur Immundetektion wurde die Membran über Nacht mit einem Primärantikörper bei 4 °C 

in TBS-T mit 5 % BSA oder 5 % fettfreiem Milchpulver inkubiert. Am nächsten Tag wurde 

der Blot dreimal für je 5 min in TBS-T gewaschen und anschließend mit einem 

Sekundärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Membran 

nochmals dreimal für 15 min in TBS-T gewaschen. 

 
Tabelle 10: Antikörper und Verdünnungen. 

Primärantikörper Verdünnung 

anti-Phospho-Smad2-Antikörper (rabbit, Ser 

465/467, Cell Signaling Technology, Frankfurt am 

Main) 

1:1000, in 5 %igem BSA (Bovine Serum Albumin, 

A9647, Merck KGaA, Darmstadt)  

Bridge-1-Antikörper (mouse, 612458, BD 

Transduction Laboratories, Heidelberg) 
1:1000 in 5 %iger Milchlösung in TBS-T 

Smad-2-Antikörper (mouse, ab71109, Abcam, 

Berlin) 
1:2000 in 5 %iger Milchlösung in TBS-T 

β-Actin (mouse, A2228, Merck KGaA, Darmstadt) 1:20 000 in 5 %iger Milchlösung in TBS-T 

Sekundärantikörper Verdünnung 

anti-rabbit-IgG (GENA934-1ML, Merck KGaA, 

Darmstadt) 
1:5000 in 5 %igem BSA 

anti-mouse-IgG (NA931V, Amersham, GE 

Healthcarre, München) 
1: 4000 in 5 %iger Milchlösung in TBS-T 
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Die Detektion der Antikörper-gebundenen Proteinbanden erfolgte in ECL-Lösung 

(enhanced chemiluminescence) (Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, 

Merck KGaA, Darmstadt). Anschließend wurden die Banden auf einer Autoradiografie 

dargestellt. 

Bridge-1-, Smad-2-, sowie β-Actin-Antikörper wurden in den oben angegeben 

Verdünnungen eingesetzt. 

 

2.5.6 Herstellung der Tissue-Microarrays (TMAs) 

Aus den intraoperativ entnommenen Gewebeproben wurden unmittelbar nach einer 

Operation im Institut für Pathologie Paraffinblöcke gegossen. 

Für die Herstellung von tissue-microarrays (TMAs) wurden zunächst Tumorgewebe und 

peritumorales Stroma in den Gewebeproben identifiziert. Hierfür wurden am Mikrotom 4 

µm dicke Schnitte von den Blöcken hergestellt und für die Identifikation von Tumorgewebe 

und peritumoralem Stroma mit Mayer’s Haematoxylin and Eosin (H&E) gefärbt. 

Anschließend wurde aus Tumorgewebe und Stroma jeweils eine Probe ausgestanzt und in 

Paraffinblöcke eingebettet. Die Anordnung der Proben verschiedener Patientinnen erfolgte 

dabei willkürlich, sodass bei der späteren Auswertung keine Rückschlüsse von der 

Lokalisation der Probe auf den Befund geschlossen werden konnte. Jeder Patientin wurde 

eine Nummer zugewiesen und die Lokalisation der Proben mit Hilfe dieser Nummer auf 

einer schematischen Darstellung des TMAs vermerkt, um nach der mikroskopischen 

Auswertung die verschiedenen Stanzen der jeweiligen Patientin wieder zuordnen zu können. 

Zur besseren Orientierung wurden die Proben asymmetrisch angeordnet und/oder eine 

zusätzliche Probe mit Leber-oder Plazentagewebe eingefügt. 

Insgesamt wurden 4 TMA mit Hilfe eines halb-automatischen TMArrayer (Pathology 

Devices, Inc., Westminster, MD, USA) hergestellt. 

Die Blöcke wurden anschließend 12 h bei 37 °C im Brutschrank gewärmt und dann bei 

Raumtemperatur vorsichtig gepresst. Anschließend wurden die Blöcke erneut für 30 min bei 

37 °C inkubiert. Die Lagerung erfolgte anschließend bei 4 °C. 

Mit einem Mikrotom wurden pro TMA mehrere 4 µm dicke Schnitte aus dem gekühlten 

Block hergestellt und auf Objektträger aufgezogen [103]. 

 

2.5.7 Immunhistochemische Färbung 

Um die Expression von Bridge-1 in den Geweben zu analysieren, wurden die TMAs 

immunhistochemisch gefärbt. 



Material und Methoden 

 23 

Zuerst wurde eine Antigendemaskierung in 1:10 verdünnter, auf 100 °C erhitzter Epitope 

Retrieval Solution (RE7119-CE, Epitope Ret Soln pH 9, Leica Biosystems, Wetzlar) 

durchgeführt. Für die Färbung wurde ein Immunhistochemie-Färbeautomat (BOND-MAX, 

Leica Biosystems, Wetzlar) und ein polymeres Meerrettichperoxidase (HRP) -Linker-

Antikörper-Konjugatsystem (Bond Polymer Refine Detection Kit, Leica Biosystems, 

Wetzlar) zum Nachweis des Antikörpers verwendet. Um eine endogene Peroxidasaktivität 

zu blockieren, wurden die Präparate mit 3-4 %igem Wasserstoffperoxid präinkubiert. Der 

Bridge-1-Antikörper (612458, BD Transduction Laboratories, Heidelberg) wurde in einer 

Verdünnung von 1:50 aufgetragen. Die Meerrettichperoxidase bewirkt die Umwandlung von 

3,3‘-Diaminobenzidin (DAB, DAB-Kit, Leica Biosystems, Wetzlar) in ein braunes 

Endprodukt, das die Antikörperkomplexe sichtbar macht. 

 

2.5.8 Auswertung des Immunreaktiven Scores (IRS) 

Der IRS wurde ursprünglich entwickelt, um Östrogenrezeptoren immunhistochemisch im 

Mammakarzinomgewebe zu quantifizieren [118]. Hier wird er auf die 

immunhistochemische Quantifizierung von Bridge-1 im Zervixkarzinomgewebe übertragen 

(Mikroskop Nikon Eclipse TS100 LED-NV, Nikon GmbH Microscope Solutions, 

Düsseldorf). Dabei wurden Fotoaufnahmen mit der Mikroskopkamera (DSVi1, Nikon 

GmbH Microscope Solutions, Düsseldorf; Bildgebungssoftware Nis-Elements 

Documentation) angefertigt. 

Der IRS wurde aus den Parametern in Tabelle 11 errechnet. Die ermittelten Werte für 

Färbeintensität (Staining Intensity, SI) und den Prozentsatz der positiven Zellen (PP) wurden 

miteinander multipliziert (IRS = SI x PP). Ein IRS zwischen 0 und 2 wurde als negativ und 

ein IRS ≥ 3 als positiv bewertet. Der so für die jeweilige Probe errechnete Wert des IRS 

wurde anschließend der jeweiligen Patientin zugeordnet. 
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Tabelle 11: Parameter zur Berechnung des IRS  
Nach Remmele und Stegner (1987) Vorschlag zur einheitlichen Definition eines Immunreaktiven Score 
(IRS) für den Östrogenrezeptor-Nachweis (ER-ICA) im Mammakarzinomgewebe. Der Pathologe 8:138–
14 [118]. 

Färbeintensität  

0 negativ 

1 schwach positiv 

2 mäßig positiv 

3 stark positiv 

Prozentsatz positiver Zellen  

0 negativ 

1 < 10 % positive Zellkerne 

2 10-50 % positive Zellkerne 

3 51-80 % positive Zellkerne 

4 > 80 % positive Zellkerne 

Färbeintensität (Staining Intensity, SI) und Prozentsatz der positiven Zellen (PP). 

 

 

2.6 Statistische Analysen 
 

Der IRS in peritumoralem Stroma und Tumorgewebe wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Test, Korrelationen des IRS zu TNM-Stadien, Grading, FIGO-Stadien, 

Lymphknotenbefall und MIB-1-Expression mit der Rangkorrelation nach Spearman 

analysiert. 

Durch wiederholtes Testen am gleichen Patientinnenkollektiv erhöht sich das Risiko, dass 

ein Ergebnis fälschlicherweise statistisch signifikant ist und eine Nullhypothese damit 

fälschlicherweise abgelehnt wird. Die Anzahl der zu erwartenden fälschlicherweise 

abgelehnten Nullhypothesen wird durch die „false discovery rate“ (FDR) beschrieben. Zur 

Überprüfung der FDR wurde daher im Anschluss der Test nach Benjamini-Hochberg 

durchgeführt.  

Zur Analyse der Ergebnisse aus Proliferationsassays sowie der Expression von Bridge-1 und 

Smad-2 in vitro wurde der Kruskal-Wallis-Test („H-Test“) mit dem Post-hoc-Test nach 

Dunn verwendet. 

Die Überlebenszeit wurde mit einer Kaplan-Meier-Kurve graphisch dargestellt und 

anschließend mit dem Log-Rank-Test verglichen. 

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 8 bzw. 9 (GraphPad 

Software, San Diego, USA) durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Detektion von Bridge-1 in Zervixkarzinomgewebe und 

peritumoralem Stroma 
 

Bridge-1 konnte in Gewebeproben von Zervixkarzinompatientinnen immunhistochemisch 

detektiert werden. Dies ist in Abbildung 1 bespielhaft dargestellt. 

 
Abbildung 1: Immunhistochemische Färbung von Zervixgwebe mit Bridge-1 Antikörper. 
Dargestellt sind Beispiele für unterschiedliche IRS. A) Tumor (s. Pfeile); IRS 12 (PP 4, SI 3); 20-fache 
Vergrößerung. B) Peritumorales Stroma; IRS 2 (PP 2, SI 1); 20-fache Vergrößerung. C) Tumor; IRS 8 
(PP 4, SI 2); 10-fache Vergrößerung. D) Peritumorales Stroma; IRS 3 (PP 3, SI 1); 10-fache 
Vergrößerung. E) Tumor (s. Pfeil); IRS 4 (PP 4, SI 1); 20-fache Vergrößerung. F) Peritumorales Stroma; 
IRS 1 (PP 1, SI 1); 40-fache Vergrößerung. 
 

Ein IRS ≥ 3 wurde als positiver Nachweis von Bridge-1 gewertet. Von 96 der 

eingeschlossenen Patientinnen waren Proben sowohl von Tumorgewebe als auch Stroma 
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vorhanden. Insgesamt konnte in 95 der 96 Zervixkarzinomproben eine Bridge-1-Expression 

nachgewiesen werden. Im Vergleich dazu war Bridge-1 nur in 77 Proben des peritumoralen 

Stromas positiv. 

 

 

3.2 Korrelation der Expression von Bridge-1 mit klinischen 

Patientinnendaten 
 

Die Expression von Bridge-1 wurde anhand des IRS quantifiziert und mit den klinischen 

Daten der Patientinnen korreliert. Anschließend erfolgte eine Korrektur der FDR im 

Benjamini-Hochberg-Verfahren. In Tabelle 12 ist die Expression von Bridge-1 im 

Zervixkarzinomgewebe mit Patientinnendaten korreliert. Die einzelnen Ergebnisse werden 

in den folgenden Abschnitten detailliert dargestellt.  

 
Tabelle 12: Ergebnisse der Analyse von Gewebeproben von 118 Patientinnen in Bezug auf Bridge-1. 
IRS: immunreaktiver Score; n: Stichprobe; KI: Konfidenzintervall; SD: standard deviation 
(Standardabweichung); FDR: false discovery rate. 

 Patientinnen [n] IRS (Mittelwert ± SD) p-Wert FDR 
Gewebe 96    

Zervixkarzinomgewebe 96 8,48 ± 1,9 p ≤ 0,0001 

*** 

p = 0,0013 

** peritumorales Stroma 96 3,18 ± 0,81 

Alter 103 95 %-KI   
rs 0,03926 -0,1611 bis 0,2365 p = 0,3469 p = 0,3758 

T-Stadium 101 IRS (Mittelwert ± SD)   
T1 62 8,71 ± 2,02 

p = 0,0568 p = 0,1231 
T2 34 8,18 ± 1,42 
T3 3 9,33 ± 2,31 
T4 2 6,00 ± 2,83 
rs -0,1584 95%-KI 

-0,3483 bis 0,0441 
N-Stadium 93 IRS (Mittelwert ± SD)   

N0 69 8,44 ± 1,94 
p = 0,2755 p = 0,3582 N1 24 8,17 ± 1,44 

rs -0,06263 95%-KI 
-0,2687 bis 0,1489 

M-Stadium 102 IRS (Mittelwert ± SD)   
M0 97 8,56 ± 1,95 

p = 0,2524 p = 0,3582 M1 5 8,00 ± 0 
rs -0,06678 95 %-KI 

-0,2633 bis 0,1351 
Lymphangiosis carcinomatosa 58 IRS (Mittelwert ± SD)   

L0 38 8,58 ± 1,8 
p = 0,3058 p = 0,3614 L1 20 8,80 ± 2,09 

rs 0,06806 95 %-KI 
-0,2011 bis 0,3277 

Grading (UICC) 99 IRS (Mittelwert ± SD)   
G1 2 8,00 

p = 0,4384 p = 0,4384 G2 47 8,6 ± 1,86 
G3 50 8,48 ± 1,96 

95 %-KI 
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rs -0,01579 -0,2182 bis 0,1879 
FIGO Stadium 102 IRS (Mittelwert ± SD)   

FIGO I 62 8,71 ± 2,02 

p = 0,0904 p = 0,1469 
FIGO II 34 8,29 ± 1.57 
FIGO III 3 9,33 ± 2,31 
FIGO IV 3 6,67 ± 2,31 

rs -0,1336 95 %-KI 
-03250 bis 0,06832 

MIB-1 103 95 %-KI   
rs 0,2866 0,09278 bis 0,4595 p = 0,0017 

** 

p = 0,011     

* 
Raucherstatus 103 IRS (Mittelwert ± SD)   
Raucherinnen 41 8,24 ± 1,69 

p = 0,0904 p = 0,1469 Nichtraucherinnen 62 8,71 ± 2,02 
rs -0,1329 95 %-KI 

-0,3234 bis 0,0680 
 

3.2.1 Expression von Bridge-1 in Zervixkarzinomgewebe und peritumoralem 

Stroma 

Der IRS-Mittelwert der Bridge-1 Expression für alle Patientinnen lag im 

Zervixkarzinomgewebe mit 8,48 und einer Standardabweichung (SD) von ± 1,9 signifikant 

über dem Mittelwert im peritumoralem Stroma mit 3,18 (SD ± 0,81; Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Test: p < 0,0001; FDR: p = 0,0013; Tabelle 12) In Abbildung 2 ist der Median von 8,0 

für Tumorgewebe und der Median von 3,0 für peritumorales Stroma dargestellt. 
 
Abbildung 2: Bridge-1-Expression in 
Zervixkarzinomgewebe und peri-
tumoralem Stroma. 
IRS: Immunreaktiver Score; Signifikanz: 
*** p < 0,001; FDR: p = 0,0013. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.2.2 Korrelation von Bridge-1 und Alter 

Das Alter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Operation hatte keinen statistisch signifikanten 

Zusammenhang mit der Expression von Bridge-1 (rs = 0,03926; p = 0,3469; FDR: p = 

0,3758). Das mittlere Alter zum OP-Zeitpunkt betrug 53,13 ± 12,41 Jahre (Abbildung 3; 

Tabelle 12). 
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Abbildung 3: Expression von Bridge-1 in Abhängigkeit des Alters. 
Zur Orientierung wurde eine Ausgleichsgerade mit 95 %-Konfidenzintervall in die Abbildung gelegt. 

IRS: immunreaktiver Score. 
 

3.2.3 Expression von Bridge-1 in verschiedenen T-Stadien 
Das Zervixkarzinoms wird in der TNM-Klassifikation nach Größe und Ausdehnung des 

Tumors in verschiedene T-Stadien eingeteilt. Der Mittelwert des IRS für Bridge-1 variierte 

in den verschiedenen T-Stadien (T1: 8,71 ± 2,02; n = 62; T2: 8,18 ± 1,42 (n = 34); 

T3: 9,33 ± 2,31; n = 3; T4: 6,00 ± 2,83; n = 2). Mit steigendem T-Stadium, mit Ausnahme 

des Stadiums T3, ist eine fallende Tendenz des Mittelwertes ohne statistische Signifikanz zu 

beobachten (p = 0,0568; FDR: p = 0,123; rs = -0,1584, s. Tabelle 12 und Abbildung 4). 

 
Abbildung 4: Bridge-1-Expression in 
den verschiedenen T-Stadien. 
IRS: Immunreaktiver Score; T-Stadium: 
Tumor-Stadium. 
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3.2.4 Expression von Bridge-1 in Zervixkarzinomgewebe von Patientinnen 

mit positivem versus negativem Lymphknotenstatus 
Von 93 Patientinnen, deren Zervixkarzinomgewebepräparate untersucht wurden, hatten 24 

Lymphknotenmetastasen (N1). Für das Gewebe von Patientinnen mit Lymphknotenbefall 

beträgt der Mittelwert des IRS für Bridge-1 8,17 (± 1,44; n = 25) und ohne Tumorbefall der 

Lymphknoten 8,44 (± 1,94; n = 69). Der Lymphknotenstatus korreliert nicht mit dem IRS 

für Bridge-1 (Rangkorrealation nach Spearman: rs = -0,1063; p = 0,1403; FDR: p = 0,3582), 

s. Tabelle 12, Abbildung 5. 

 
Abbildung 5: Expression von Bridge-1 
in Abhängigkeit des Lymphknotenstatus. 
IRS: Immunreaktiver Score; N0: kein 
regionärer Lymphknotenbefall; 
N1: regionärer Lymphknotenbefall. 

 

 

 

 

 

 

3.2.5 Expression von Bridge-1 bei Patientinnen mit/ohne Metastasierung 
Bei 102 Patientinnen korrelierte die Expression von Bridge-1 nicht mit dem Vorkommen 

von Fernmetastasen (Rangkorrelation nach Spearman rs = -0,06678, p = 0,2524; 

FDR: p = 0,3582). In 97 Fällen konnten keine Metastasen festgestellt werden, der Mittelwert 

des IRS für Bridge-1 betrug 8,56 (± 1,95). In der Gruppe der Patientinnen mit 

Fernmetastasen war der Mittelwert geringfügig niedriger (8,00 ± 0; n = 5; Tabelle 12, 

Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Expression von Bridge-1 
bei Patientinnen ohne (M0) und mit (M1) 
Fernmetastasierung. 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.6 Expression von Bridge-1 und das Auftreten von Lymphangiosis 

carcinomatosa 

Zwischen dem Auftreten einer Lymphangiosis carcinomatosa und der Expression von 

Bridge-1 konnte bei den diesbezüglich untersuchten Patientinnen keine Korrelation 

nachgewiesen werden (rs = 0,06806, p = 0,3058; FDR: p = 0,3614; n = 58). Der Mittelwert 

des IRS für Bridge-1 betrug mit Invasion der Lymphgefäße 8,80 (± 2,09; n = 20) und ohne 

8,58 (± 1,8; n = 38) (siehe Tabelle 12; Abbildung 7). 

 
 

Abbildung 7: Expression von Bridge-1 
in Bezug auf Lymphangiosis und 
Hämangiosis carcinomatosa. 
IRS: Immunreaktiver Score. 
Lymphangiosis carcinomatosa. L0: keine 
Invasion der Lymphgefäße; L1: Invasion 
der Lymphgefäße.  

 

 

 

 

 

3.2.7 Expression von Bridge-1 in Abhängigkeit des Gradings 
Die Mittelwerte des IRS für Bridge-1 im Zervixkarzinomgewebe korrelierten bei 99 

untersuchten Patientinnen nicht mit dem Grading nach UICC (Union Internationale Contre 

le Cancer) (G1: 8,00; n = 2, G2: 8,6 ± 1,86, n = 47 und G3: 8,48 ± 1,96; n = 50; 

rs = -0,01579, p = 0,4384; FDR: p = 0,43849 siehe Tabelle 12 und Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Expression von Bridge-1 in 
Abhängigkeit des Gradings nach UICC.  
IRS: Imunnreaktiver Score. 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.8 Expression von Bridge-1 bei Tumorpatientinnen mit verschiedenen 

FIGO-Stadien 

Bei 102 Patientinnen korrelierte die Bridge-1-Expression (IRS) in den 

Karzinomgewebeproben nach der Rangkorrelation nach Spearman nicht mit dem FIGO-

Stadium des Tumors (rs = -0,1336, p-Wert = 0,0904; FDR: p = 0,1469; siehe Tabelle 12, 

Abb. 9). 

Die IRS-Mittelwerte in den jeweiligen Stadien zeigen eine fallende Tendenz (FIGO I: 

8,71 ± 2,02, n = 62; FIGO II: 8,29 ± 1.57, n = 34; FIGO III: 9,33 ± 2,31, n = 3), mit einem 

im Vergleich niedrigeren Wert für das Stadium FIGO IV (6,67 ± 2,31, n = 3). Jedoch waren 

die Stichproben der FIGO-Stadien III und IV mit jeweils 3 Patienten sehr klein. 

 

 
Abbildung 9: Expression von Bridge-1 in 
Abhängigkeit des FIGO-Stadiums. 
IRS: Immunreaktiver Score; FIGO: 
Fédération Internationale de Gynécologie 
et d'Obstétrique. 
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3.2.9 Die Expression von Bridge-1 korreliert mit dem Proliferationsmarker 

MIB-1 
Die Expression von Bridge-1 wurde in 103 Zervixkarzinompräparaten mit dem 

Proliferationsmarker MIB-1 („Molecular Immunology Borstel-1") korreliert. Die 

Rangkorrelation nach Spearman war bei mittlerer Effektstärke statistisch signifikant und 

blieb es auch nach Kontrolle der FDR (rs = 0,2866; p = 0,0017, FDR: p = 0,011; Tabelle 12). 

Abbildung 10 stellt den Proliferationsmarker in Abhängigkeit zur Bridge-1-Expression dar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 10: Expression von Bridge-1 in Abhängigkeit des Proliferationsmarkers MIB-1 in Prozent. 
Zur Orientierung wurde eine Ausgleichsgerade mit 95 %-Konfidenzintervall in die Abbildung gelegt. 
IRS: immunreaktiver Score; MIB-1: Molecular Immunology Borstel-1. 

 

3.2.10 Korrelation von Bridge-1 und Nikotinabusus 
Der Zusammenhang von Rauchen und dem IRS von Bridge-1 wurde bei 103 Patientinnen 

untersucht. Es konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden (p = 0,0904; 

FDR: p = 0,1469; rs = -0,1329; Abbildung 11, Tabelle 12). 

Von allen 103 Patientinnen waren 41 Raucherinnen. Der Mittelwert des IRS für Bridge-1 

für diese Präparate lag bei 8,24 (± 1,69) und unterschied sich kaum von dem Wert der 

Nichtraucherinnen (8,71 ± 2,02). 
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Abbildung 11: Expression von Bridge-1 
in Abhängigkeit des Nikotinabusus. 
IRS: immunreaktiver Score. 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.11 Expression von Bridge-1 in Zervixkarzinomgewebe in Abhängigkeit des 

postoperativen Verlaufs 

Der IRS für Bridge-1 war bei 18 Patientinnen, die ein Tumorrezidiv erlitten, 9,33 ± 1,94 und 

bei 84 Patientinnen ohne Tumorrezidiv 8,36 ± 1,87. Der IRS für Bridge-1 korrelierte bei 

geringer Effektstärke (rs = 0,1990; p = 0,0225) mit dem Auftreten eines Tumorrezidivs. 

Diese Signifikanz blieb nach Korrektur der FDR (p = 0,0585) nicht erhalten (Tabelle 13, 

Abbildung 12). 

 
Tabelle 13: Expression von Bridge-1 in Abhängigkeit des postoperativen Verlaufs. 
IRS: immunreaktiver Score; n: Stichprobe; KI: Konfidenzintervall; SD: standard deviation 
(Standardabweichung); FDR: false discovery rate. 

Verlauf Patientinnen [n] IRS (Mittelwert ± SD) p-Wert FDR 
insgesamt 102    

Rezidiv 18 9,33 ± 1,94 p = 0,0225  

* 
p = 0,0585 rezidivfrei 84 8,36 ± 1,87 

rs 0,1990 95 %-KI 
-0,0011 bis 0,3838 

nach Bestrahlung 62 IRS (Mittelwert ± SD)   
Rezidiv 13 8,92 ± 1,75 p = 0,0043 

** 

p = 0,0186 

* 
rezidivfrei 49 7,84 ± 1,07 

rs 0,3308 95 %-KI 
0,0809 bis 0,5416 

nach Radiochemotherapie 47 IRS (Mittelwert ± SD)   
Rezidiv 7 9,14 ± 1,95 p = 0,0177 

* 
p = 0,0575 rezidivfrei 40 7,85 ± 1,15 

rs 0,3445 95 %-KI 
-0,0636 bis 0,5748 
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Abbildung 12: Expression von Bridge-1 
in Zervixkarzinomgewebe in 
Abhängigkeit des Rezidivstatus. 
IRS: Immunreaktiver Score. 
Signifikanz: * p < 0,05; p = 0,0225;  
FDR: p = 0,0585 
 

 

 

 

 

 

Das mittlere Alter der Patientinnen, die ein Rezidiv erlitten, lag bei 52,89 Jahre, für 

Patientinnen ohne Rezidiv bei 53,37 Jahren. Hier bestand nach Mann-Whitney-U-Test kein 

signifikanter Zusammenhang (p = 0,9013; Tabelle 14). 

 
Tabelle 14: Altersverteilung der Patientinnen in Abhängigkeit des postoperativen Verlaufs. 
Angeben sind die Mittelwerte und die Standartabweichung. 

 Patientinnen [n] Alter (Mittelwerte ± SD) p-Wert 
Verlauf 102   
Rezidiv 18 52,89 (± 13,89) p = 0,9013 

rezidivfrei 84 53,37 (± 12,10) 
Verlauf nach Bestrahlung 62   

Rezidiv 13 54,77 (± 14,60) p = 0,4382  
rezidivfrei 49 51,39 (± 11,24) 

Verlauf nach Radiochemotherapie 47   
Rezidiv 7 55,71 (± 15,03) p = 0,3578  

rezidivfrei 40 50,40 (± 10,97) 
 

In Zervixkarzinompräparaten von 62 strahlentherapeutisch behandelten Patientinnen wurde 

die Expression von Bridge-1 untersucht. Dabei erlitten 13 Patientinnen nach Bestrahlung ein 

Tumorrezidiv. Der Mittelwert des IRS für Bridge-1 betrug hier 8,92 (± 1,75). Bei 49 

rezidivfreien Patientinnen war der IRS für Bridge-1 niedriger (7,84 ± 1,07). Die 

Rangkorrelation nach Spearman war bei mittlerer Effektstärke statistisch signifikant 

(p = 0,0043, rs = 0,3308). Diese Signifikanz blieb auch nach einer Korrektur der FDR 

erhalten (FDR: p = 0,0186; Tabelle 13, Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Expression von Bridge-1 
in Abhängigkeit des Rezidivstatus nach 
Bestrahlung. 
IRS: Immunreaktiver Score. 
Signifikanz: ** p < 0,01; p = 0,0043; 
FDR: p = 0,0186 

 

 

 

 

 

Bestrahlte Patientinnen, die ein Rezidiv erlitten, waren im Mittel 54,77 (± 14,60) Jahre alt, 

rezidivfreie Patientinnen 51,39 (± 11,24) Jahre. Nach Mann-Whitney-U-Test bestand kein 

signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Auftreten von Rezidiven 

(p = 0,4382; Tabelle 14). 

 

Von den 62 strahlentherapeutisch behandelten Patientinnen erhielten 47 zusätzlich eine 

Chemotherapie. 40 dieser 47 Patientinnen blieben im weiteren Verlauf rezidivfrei. Der 

Mittelwert des IRS für Bridge-1 war in dieser Gruppe niedriger (7,85 ± 1,15) als bei den 

radiochemotherapierten Patientinnen, die ein Rezidiv erlitten (9,14 ± 1,95; s. Tabelle 13 und 

Abbildung 14). Es besteht eine statistisch signifikante Korrelation mittlerer Effektstärke 

zwischen dem Rezidivstatus radiochemotherapierter Patientinnen und dem IRS für Bridge-

1 (p = 0,0177, rs = 0,3445). Nach Kontrolle der FDR blieb die Signifikanz nicht bestehen 

(p = 0,0575). 

 
Abbildung 14: Expression von Bridge-1 in 
Abhängigkeit des Rezidivstatus nach 
Radiochemotherapie. 
IRS: Immunreaktiver Score. 
Signifikanz: * p < 0,05, p = 0,0177; 
FDR: p = 0,0575 
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Die radiochemotherapierten Patientinnen, die rezidivfrei blieben, waren im Mittel 

50,40 (± 10,97) Jahre alt. Radiochemotherapierte Patientinnen, die ein Rezidv erlitten, 

waren 55,71 (± 15,03) Jahre alt. Einen signifikanten Zusammenhang zwischen Alter und 

Rezidiv war in dieser Gruppe nicht vorhanden (p = 0,3578; Tabelle 14). 

 

3.2.12 Überlebenszeitanalyse 
Die rezidivfreie Überlebenszeit von 97 Patientinnen wurde mit Kaplan-Meier-Kurve 

(Abbildung 15) dargestellt. Das Auftreten eines Rezidivs oder der Tod einer Patientin 

wurden dabei als Endpunkt gewertet. Der Log-Rank-Test zeigte keinen Unterschied 

zwischen der Kurve von Patientinnen, deren IRS im Zervixkarzinomgewebe < 12 war und 

Patientinnen mit einem IRS von 12 (p = 0,8829). 

In der Gruppe der Patientinnen mit einem IRS < 12 traten 22 Endpunkte ein, 57 

Beobachtungen wurden zensiert. Die Gruppe von Patientinnen mit einem IRS von 12 enthält 

im Beobachtungszeitraum 6 Ereignisse, 12 Verläufe wurden zensiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 15: Kaplan-Meier für Patientinnen mit einem IRS von 12 oder < 12. Überlebenszeit in 
Monaten nach primärer OP. 
IRS: Immunreaktiver Score. 

 

 

3.3 Bridge-1-Proteinexpression in Zervixkarzinomzelllinien 
 

Die Expression von Bridge-1 in Zervixkarzinomzelllinien wurde im Western-Blot 

untersucht und ist in Abbildung 16 dargestellt. 
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Abbildung 16: Nachweis der 
Bridge-1-Proteinexpression in den 
Zelllinien SiHa, CaSki und HeLa. 
Ladekontrolle mit β-Aktin. 

 

 

Bridge-1 wurde von allen verwendeten Zelllinien exprimiert. Das immunchemische Signal 

von Bridge-1 wurde auf der zu erwartenden Lauflänge von 28 kDa detektiert. Im Vergleich 

zu den anderen Zelllinien war bei der Adenokarzinomzelllinie HeLa eine schwächere 

Expression zu beobachten. 

 

 

3.4 Einfluss von Activin A auf das Wachstum von 

Zervixkarzinomzelllinien 
 

Activin A hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das Wachstum von 

Zervixkarzinomzellen. Tendenziell war eine konzentrationsabhängige Inhibition der 

Proliferation zu beobachten. 

Nach 24 h Inkubation von 1.000 Zellen pro well mit 20 ng/ml Activin A war die proliferative 

Aktivität der SiHa-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe nur tendenziell vermindert 

(89,86 %, p-Wert = 0.2176). 10 ng/ml Activin A verringerte die Proliferation um 5 % 

(p > 0,9999) und 5 ng/ml Activin A um 1,75 % (p > 0,9999). Bei 500 Zellen/well konnten 

auch keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden. Angegeben sind die adjustierten 

p-Werte nach Dunn (Tabelle 15; Abbildung 17) 

 
Tabelle 15: Proliferation von SiHa-Zellen nach 24 h Behandlung mit Activin A. 
Angegeben sind die Proliferation in Bezug auf die Kontrolle nach Behandlung sowie der p-Wert (nach 
Dunn-Bonferroni). 

 Kontrolle  
5 ng/ml 

Activin A 
(p-Wert) 

10 ng/ml 
Activin A 
(p-Wert) 

20 ng/ml 
Activin A 
(p-Wert) 

1000 Zellen/well 100 % 98,25 % 
(> 0,9999) 

94,56 % 
(> 0,9999) 

89,86 % 
(0,2176) 

500 Zellen/well 100 % 98,65 % 
(> 0,9999) 

94,44 % 
(> 0,9999) 

91,91 % 
(0,8642) 

 

50 kDa —

37 kDa —

25 kDa —

SiHa CaSki HeLa

- β-Aktin

- Bridge-1
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Abbildung 17: Proliferation von SiHa-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit Activin A. 
A) 1000 SiHa-Zellen/well, B) 500 SiHa-Zellen/well. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Versuch von 3 Wiederholungen. Der Fehlerindikator zeigt die Varianz 
aus n = 6 wells. Statistische Signifikanz bei p ≤ 0,05. 

 

 

3.5 Einfluss von Activin A und TGF-β1 auf die Expression von Bridge-1 
 

Die Behandlung der Zervixkarzinomzelllinie SiHa mit Activin A veränderte die Expression 

von Bridge-1 nicht signifikant, wie im Western Blot in Abbildung 18 und in Tabelle 16 zu 

sehen ist. Nach 24 h Behandlung mit 12,5 ng/ml Activin A war die Expression von Bridge-

1 mit 96,82 %, wie auch nach Behandlung mit 6,25 ng/ml Activin A (90,25 %) und mit 

4 ng/ml Activin A (106,63 %), nicht signifikant verändert. 
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Abbildung 18:  
A) Western-Blot der mit Activin A behandelten SiHa-Zellen zum Nachweis von Bridge-1. 
1: Kontrolle, 2: HCl-Kontrolle (0,5 µM HCl), 3: 12,5 ng/ml Activin A, 4: 6,25 ng/ml Activin A, 5: 
4 ng/ml Activin A, 6: Kontrolle, 7: TGFß 10 ng/ml, 8: TGFß 5 ng/ml, 9: TGFß 5 ng/ml + 6,25 ng/ml 
Activin A. HCl: Salzsäure. 
B) Expression von Bridge-1 nach Behandlung mit Activin A; dargestellt sind die Mittelwerte in Prozent 
zur Kontrolle. 
C) Expression von Bridge-1 nach Behandlung mit Activin A und TGF-β1; dargestellt sind die Mittelwerte 
in Prozent zur Kontrolle.  

 

In Tabelle 16 und in Abbildung 18 ist gezeigt, dass die Inkubation der Zellen mit 5 µg/ml 

TGF-β1 die Expression von Bridge-1 nicht beeinflusste (p = 0,99). Nach Inkubation mit 

5 ng/ml TGF-β und zusätzlich 6,25 ng/ml Activin A wurde die verringerte Expression von 

Bridge-1 wieder leicht revidiert aber ohne Signifikanz (p-Wert > 0,9999, α = 0,05%). 

 

 

  

 B            C 

A 
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Tabelle 16: Expression von Bridge-1 nach Behandlung mit TGF-β und Activin A. 
SiHa-Zellen wurden mit 10 ng/ml TGF-β, 5 ng/ml TGF-βoder 5 ng/ml TGF-β + 6,25 ng/ml Activin A 
behandelt. Angeben sind die Mittelwerte in %, sowie die Standardabweichung (SD) und der p-Wert im 
Bezug auf die Kontrolle. α = 0,05. 

 
 

Kontrolle 
(± SD) 

10 ng/ml 
TGF-β1 
(± SD) 

5 ng/ml 
TGF-β1 

5 ng/ml TGF-β1 
+ 6,25 ng/ml 

Activin A (± SD) 
p-Wert 

 

Bridge-1 [%] 100 
(± 0) 

100,87 
(± 37,90) 

91,11 
(± 29,59) 

104,21 
(± 48,13) 0,9905  

p-Wert   >0,9999 >0,9999 >0,9999  
 

 

 Kontrolle 
HCl-

Kontrolle 
(± SD) 

12,5 ng/ml 
Activin A 

(± SD) 

6,25 ng/ml 
Activin A 

(± SD) 

4 ng/ml 
Activin A 

(± SD) 
p-Wert  

Bridge-1 [%] 100 106,63 
(± 5,68) 

96,82 
(± 23,35) 

90,25 
(± 4,23) 

106,8 
(± 27,62) 0,7228 

 

 

3.6 TGF-β1 und Activin A aktivieren Smad2 
 

Im Vergleich zur Behandlung mit TGF-β1 alleine konnte nach Behandlung der Zelllinie 

SiHa mit TGF-β1 und Activin A ein erhöhter Anteil von phosphoryliertem Smad2 

festgestellt werden. Dies ist im Western Blot in den Abbildungen 20 und in der Grafik in 

Abbildung 19 zu sehen. Die Zellen wurden mit TGF-β1 und Activin A behandelt und 

anschließend wurden Smad2 und pSmad2 im Western Blot quantifiziert. Nach 15 min und 

1 h Inkubation mit TGF-β1 konnte in Relation zu den unbehandelten Zellen eine vermehrte 

Phosphorylierung und damit Aktivierung von Smad2 festgestellt werden. Die zusätzliche 

Gabe von Activin A führte im Vergleich zu der Behandlung mit 5 ng/ml TGF-β1 alleine zu 

einer stärkeren Erhöhung des Anteils von pSmad2 (s. Tabelle 17). 

 
Tabelle 17: Phosphorylierung von Smad2 nach Behandlung mit TGF-β1 und Activin A. 
SiHa-Zellen wurden mit 5 ng/ml TGF-β1 oder 5 ng/ml TGF-β + 12,5 ng/ml Activin A behandelt. 
Angeben sind die Mittelwerte als pSmad2/Smad2 in %, sowie die Standardabweichung (SD: standard 
deviation) und der p-Wert. 

 
pSmad2/Smad2 

[%] 
 

un-
behandelt 

(± SD) 

HCl-
Kontrolle 

(± SD) 

5 ng/ml 
TGF-β1 

(Kontrolle) 

5 ng/ml TGF-β1 
+ 12,5ng/ml 

Activin A (± SD) 
p-Wert 

nach 15 min 
7,59 

(± 2,42) 
3,95 

(± 4,45) 100 127,7 
(± 26,65) 0,0381 

p > 0,9999 p = 0,9183  p > 0,9999  

nach 60 min 
1,04 

(± 0,5) 
5.91 

(± 2,96) 100 131,1 
(± 1,32) 0,0095 

p = 0,6025 p > 0,9999  p > 0,9999  
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Abbildung 19: Gesteigerte Phosphorylierung von Smad2 nach Behandlung mit TGF-β1 und Activin A. 
Dargestellt sind die Mittelwerte in Bezug auf die Behandlung mit 5 ng/ml TGF-β1. HCl: Salzsäure. TGF-
β1: transforming growth factor beta 1. AA: Activin A. Signifikanz: * = p<0,05 
 

 
Abbildung 20: Phosphorylierung von Smad2 nach Behandlung mit TGF-β1 und Activin A. 
A) 15 min Inkubation. 1: Kontrolle, 2: HCl-Kontrolle (0,5 µM HCl), 3: TGF-β1 5 ng/ml, 4: TGF-β1 
5 ng/ml + 12,5 ng/ml Activin A. B) 60  min Inkubation. 1: Kontrolle, 2: HCl-Kontrolle (0,5 µM HCl), 3: 
TGF-β1 5 ng/ml, 4: TGF-β1 5 ng/ml + 12,5 ng/ml Activin A.
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4 Diskussion 
 

Im folgenden Abschnitt werden zunächst unsere Einschlusskriterien, anschließend die 

Ergebnisse der analysierten Gewebeprobe sowie im Folgenden der Einfluss von Bridge-1 

auf die Activin A-Signalkaskade diskutiert. 

 

 

4.1 Patientinnenkollektiv 
 

In unserer Studie wurden Gewebeproben von 118 Patientinnen analysiert. Alle Patientinnen 

waren an einem Plattenepithelkarzinom der Zervix erkrankt und hatten sich laut unserer 

Einschlusskriterien einer primären Hysterektomie unterzogen. Neoadjuvant therapierte 

Patiennten wurden von unserer Studie ausgeschlossen.  

Da wir nur perioperativ gewonnene Gewebeproben analysiert haben, wurden 

fortgeschrittene FIGO-Stadien, die nicht mehr operativ behandelt werden konnten, 

ausgeschlossen. Mit steigendem Stadium verschlechtert sich die Prognose des 

Zervixkarzinoms [158]. Die Korrelation von FIGO-Stadium und Bridge-1 hätte 

aussagekräftiger sein können, wenn wir mehr Patientinnen mit höherem FIGO-Stadium 

hätten einschließen können (FIGO I: n = 62, FIGO IV: n = 3). Des Weiteren konnten Moreia 

und Kolleg*innen in ihrer Studie zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen den FIGO-

Stadium nach der 2009er-Klassifikation und dem Auftreten von Rezidiven besteht [94]. 

Daher wäre eventuell die Korrelation von Bridge-1 und dem Auftreten von Rezidiven 

aussagekräftiger, wenn wir mehr Patientinnen mit höherem FIGO-Stadium eingeschlossen 

hätten. Jedoch fanden Weigert und Kolleg*innen in ihrer Studie, dass die Ergebnisse der 

histologischen Untersuchungen von Portio-Biopsien nur in 57,9% der Fälle denen des 

entsprechenden Konisats gleichen. In 37,2% der Fälle war ein up-grading nötig [154]. Damit 

wäre es möglich, dass unsere Gewebeproben von einer besseren Qualität waren, als etwaige 

Biopsien gewesen wären. Dies ist ein Vorteil unserer Einschlusskriterien, auch wenn durch 

Biopsien mehr Patientinnen mit hohem FIGO-Stadium hätten eingeschlossen werden 

können.  

Alle in diese Studie eingeschlossenen Patientinnen waren an einem Plattenepithelkarzinom 

der Zervix erkrankt. Dies ist die häufigste Entität des Zervixkarzinoms. Mögliche 

Unterschiede zwischen Adenokarzinom und Plattenepithelkarzinom der Zervix wurden in 

anderen Studien kontrovers diskutiert. Zhou und Kolleg*innen fanden, dass 
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Adenokarzinome eine schlechtere Prognose hätten als Plattenepithelkarzinome und 

schlechter auf eine simultane Radiochemotherapie ansprechen würden. Jedoch traten 

Adenokarzinome im Schnitt bei älteren Frauen auf und waren besser differenziert als bei 

Plattenepithelkarzinompatientinnen [161]. Im Vergleich zu Zhou und Kolleg*innen fanden 

Teke und Kolleg*innen keine Unterschiede im Überleben, der klinischen oder 

histopathologischen Ausprägung für Patientinnen mit FIGO-Stadium IA bis IIB [137]. 

Folglich verzichteten wir auf einen Einschluss von Patientinnen mit Adenokarzinom, um 

einer möglichen Verzerrung der Ergebnisse hinsichtlich der Prognose einer 

Radiochemotherapie zu verhindern.  

Neoadjuvant therapierte Patientinnen wurden von unserer Studie ausgeschlossen. Laut 

Leitlinie ist die Rate postoperativer Komplikationen nach neoadjuvanter 

Radiochemotherapie erhöht, sodass diese nur im Rahmen von klinischen Studien empfohlen 

wird [26, 84, 155]. Kong und Kolleg*innen resümierten, dass Patientinnen, die auf eine 

neoadjuvante Chemotherapie ansprachen, eine höhere Rezidiv-freie Überlebensrate 

erreichten [68]. Gupta und Kolleg*innen zeigten im Gegensatz dazu, dass eine neoadjuvante 

Radiochemotherapie mit Paclitaxel und Carboplatin und anschließender radikaler 

Hysterektomie im Vergleich zu einer Radiochemotherapie mit Cisplatin ohne anschließende 

Operation ein schlechteres Outcome hatte [38]. Aufgrund dieser unklaren Datenlage und da 

eine neoadajuvante Therapie noch kein Standard ist, haben wir die betroffenen Patientinnen 

nicht in unsere Studie inkludiert. 

 

 

4.2 Diskussion der Ergebnisse 
 

4.2.1 Korrelation der Expression von Bridge-1 mit klinischen 

Patientinnendaten 
Das mittlere Patientinnenalter unseres Patientinnenkollektives zum OP-Zeitpunkt betrug 

53,12 (± 12,42) Jahre. Das mittlere Erkrankungsalter von Zervixkarzinompatientinnen lag 

2016 in Deutschland bei 55 Jahren [119]. Fox und Kolleg*innen konnten in ihrer Studie 

zeigen, dass bei älteren Frauen häufig bei Erstdiagnose bereits ein fortgeschrittenes 

Tumorstadium vorlag [28]. Zu ähnlichen Ergebnissen sind auch Ioka und Kolleg*innen in 

ihrer Studie gekommen. Sie konnten für die Altersgruppe von 55 bis 64 Jahren zeigen, dass 

bei Erstdiagnose das Tumorstadium im Vergleich zu der Altersgruppe der Frauen zwischen 

30 und 54 Jahren weiter fortgeschritten war. Bei Frauen über 65 Jahre verschlechterten 

andere Vorerkrankungen und eine damit einhergehende Einschränkung der 
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Therapiefähigkeit die Prognose zusätzlich [55]. Die Altersstruktur unseres 

Patientinnenkollektivs ist sehr heterogen und bildet damit einen guten Querschnitt durch die 

Altersstrukturen möglicher Zervixkarzinompatientinnen. Eine Korrelation des Alters mit der 

Expression von Bridge-1 konnten wir nicht feststellen. Damit scheint Bridge-1 ein vom Alter 

unabhängiger Tumormarker zu sein. 

Die Prognose einer Patientin mit Zervixkarzinom wird mit der Klassifikation des TNM- oder 

FIGO-Stadiums abgeschätzt. Das TNM-Stadium setzt sich aus Tumorgröße, 

Lymphknotenstatus und dem Vorhandensein von Metastasen zusammen. Studien haben 

gezeigt, dass für Patientinnen, die alleinig operativ mittels radikaler Hysterektomie und 

Lymphadenektomie oder alleinig strahlentherapeutisch behandelt wurden, die Tumorgröße 

ein wichtiger Prognosefaktor ist. Grigsby und Kolleg*innen konnten in ihrer Studie 

bestätigen, dass die 5-Jahresüberlebensrate nach kombinierter Hysterektomie, 

Lymphadenektomie und Strahlentherapie in Abhängigkeit des Tumorstadiums variiert. So 

liegt die 5-Jahresüberlebensrate für Patientinnen mit Stadium Ib bei 80 % und im Stadium 

IIa bei 63 %. Jedoch konnten Grigsby und seine Arbeitsgruppe keine Unterschiede bezüglich 

der Prognose nach radikaler Hysterektomie und Radiatio in Abhängigkeit von der 

Tumorgröße feststellen [36]. Im Gegensatz dazu stellten Eifel und Kolleg*innen fest, dass 

für Patientinnen, deren Primarius größer als 5 cm war, ein höheres Risiko für ein Rezidiv 

nach Strahlentherapie besteht als für Patientinnen mit einem Primarius kleiner als 5 cm [25]. 

Li und Kolleg*innen definierten sogar eine Tumorgröße von mehr als 4 cm als 

Risikofaktor [77]. Damit scheint die Tumorgröße in Abhängigkeit der Therapieform einen 

Einfluss die Prognose der Patientin zu haben. Die Expression von Bridge-1 korrelierte in 

unserer Studie nicht dem T-Stadium der TNM-Klassifikation und damit auch nicht mit der 

Ausdehnung des Primarius. Somit kann Bridge-1 als Tumormarker keinen Aufschluss über 

die Größe des Primarius und die damit zusammenhängende Prognose geben.  

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die Prognose ist der Lymphknotenstatus einer 

Patientin. Jeong und Kolleg*innen konnten in ihrer Studie zeigen, dass 

Lymphknotenmetastasen vor allem in frühen Stadien eine entscheidende prognostische 

Rolle spielen. Interessanterweise ist dies erst bei großen Tumoren (> 4 cm) signifikant [58]. 

Park und Bae zeigten ebenfalls, dass Lymphknotenmetastasen ein unabhängiger 

Prognosefaktor für das Zervixkarzinom sind, Li und Kolleg*innen sehen diese sogar als den 

wichtigsten Prognosefaktor an [106]. Würde die Expression von Bridge-1 mit dem Auftreten 

von Lymphknotenmetastasen korrelieren, so könnte Bridge-1 ein wichtiger Prognosemarker 
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für Zervixkarzinompatientinnen sein. In unserer Studie konnten wir keinen Zusammenhang 

zwischen einem Tumorbefall der Lymphknoten und der Bridge-1-Expression feststellen. 

Hoellen und Kolleg*innen verwendeten für ihre Studie zur Expression der Cyclooxygenase-

2 (COX-2) bei Zervixkarzinompatientinnen dasselbe Kollektiv wie in dieser vorliegenden 

Arbeit. Sie fanden einen Zusammenhang zwischen der COX-2-Expression in 

Zervixkarzinomzellen und dem Auftreten einer Lymphangiosis. Ein gleichzeitiges Auftreten 

einer Lymphangiosis carcinomatosa und einer COX-2-Expression war mit einem 

häufigerem Entstehen von Lymphknotenmetastasen assoziert [47]. Wir haben in unserer 

Studie untersucht, ob Bridge-1 ein weiterer prognostischer Marker für die Entstehung einer 

Lymphangiosis carcinomatosa bei Zervixkarzinompatientinnen sein könnte. Der Befall von 

Lymphbahnen ist ein entscheidender Schritt für die Entstehung von 

Lymphknotenmetastasen und wird mit einer schlechteren Prognose in Verbindung 

gebracht [124]. Aus diesem Grund wäre es interessant, einen verlässlichen prognostischen 

Marker zu finden. Unsere Studie erbrachte keine Hinweise dafür, dass Bridge-1 ein solcher 

Marker sein könnte. Jedoch war auch hier das Patientinnenkollektiv zu klein, um eine 

verlässliche Aussage treffen zu können (L0: n = 38, L1: n = 20). Man sollte die Studie an 

einem größeren Kollektiv wiederholen. 

MIB-1 ist ein Antikörper, der an das Ki-67-Antigen (Kiel-67-Antigen) bindet, welches 

verstärkt in proliferierenden Zellen exprimiert wird. Damit dient MIB-1 der Bestimmung 

der Proliferationsrate von Tumorzellen [9, 15]. Außerdem ist MIB-1 ein hilfreicher Marker, 

um zwischen einem Melanom und benignen Veränderungen der Haut zu differenzieren 

sowie ein wichtiger Parameter für die Wahl der Therapie eines Mammakarzinoms [79, 148]. 

Wir konnten in unserer Studie eine Korrelation zwischen der Expression von Bridge-1 und 

MIB-1 feststellen, was darauf hindeutet, dass schnell proliferierende Zellen Bridge-1 

vermehrt exprimieren. Dies ist ein Hinweis, dass Bridge-1 mit der Zellteilung assoziiert sein 

könnte und als Proliferationsmarker in Frage käme. Aleskandarany und Kolleg*innen 

konnten außerdem zeigen, dass die Gruppe der mit dem Entdifferenzierungsgrad G2 

klassifizierten Mammakarzinome anhand der MIB-1/Ki-67-Expression in weitere 

Subgruppen unterteilt werden kann. Das Outcome dieser beiden Gruppen unterschied sich 

signifikant. In der Gruppe mit einer geringeren Proliferationsfraktion konnte ein besseres 

Outcome beobachtet werden als in der Gruppe mit hoher Proliferationsfraktion [2]. Die 

Korrelation von MIB-1 und Bridge-1 könnte bedeuten, dass auch Bridge-1 ein zusätzlicher 

Marker für das Outcome von Patientinnen gleichen histologischen Gradings sein könnte.  
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Mit Hilfe des histopathologischen Gradings wird das Ausmaß der Dedifferenzierung der 

Tumorzellen im Vergleich zu physiologischen Zervixzellen sowie die Zellteilungsrate 

beschrieben. Wir haben keine Korrelation zwischen Bridge-1 und dem histopathologischen 

Grading der Tumoren festgestellt. Die untersuchten Gewebeproben wiesen allerdings in der 

Mehrzahl ein Grading von G3 auf. Somit ist unser Patientinnenkollektiv eventuell nicht 

repräsentativ für diese Fragestellung. Dazu müsste die Studie mit einem breiter gewählten 

Kollektiv wiederholt werden.  

Nikotinabusus ist ein wichtiger unabhängiger Risikofaktor für die Entstehung des 

Zervixkarzinoms. Insbesondere das Risiko für die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms 

ist für mit HPV 16 oder HPV 18 infizierten Frauen bei chronischem Nikotinabusus doppelt 

so hoch wie für Nichtraucherinnen. Außerdem erhöht sich das Risiko dosisabhängig, bei 

einem Beginn des Nikotinabusus in jungem Alter, sowie mit dem Alter bei 

Erstdiagnose [64]. Ursächlich könnte eine Schwächung des Immunsystems durch das 

Rauchen sein, wodurch die kanzerogenen Effekte einer HPV-Infektion verstärkt werden 

können [131]. Dies könnte zum Beispiel durch eine Hemmung von Interferon-g oder 

tumor necrosis factor a (TNF-a), und somit zu einer Hemmung der Apoptose durch den 

Nikotinkonsum vermittelt werden [64]. Außerdem beeinflusst Benzo[a]pyren, ein 

kanzerogener Kohlenwasserstoff, der bei der Verbrennung von Tabak entsteht, in hohen 

Dosen den Infektionszyklus von HPV. So fördert es unter anderem die Bildung von neuen 

Virionen in HPV-infizierten Zellen [1]. Zudem konnten Studien zeigen, dass Benzo[a]pyren 

vor allem in mit HPV 16 infizierten Zellen DNA-Schäden verursacht, die wiederum eine 

Kanzerogenese fördern [44]. Wir konnten in unserer Studie keine Korrelation zwischen der 

Expression von Bridge-1 in Plattenepithelkarzinomzellen der Zervix und dem Nikotinabusus 

der Patientinnen feststellen. Damit scheint Bridge-1 ein vom Rauchen unabhängiger 

Tumormarker zu sein. 

Die Infektion mit HPV ist der entscheidende Risikofaktor für die Entstehung eines 

Zervixkarzioms. In unserer Studie haben wir den Zusammenhang einer Expression von 

Bridge-1 und einer HPV-Infektion nicht untersucht, da in der retrospektiven Analyse nicht 

genügend Daten zu HPV-Infektionen verfügbar waren. Levovitz und Kolleg*innen konnten 

in ihrer Studie zeigen, dass eine Mutation von Molekülen der TGF-b-Signalkaskade eine 

wichtige Rolle in der Entstehung eines Zervixkarzinomes bei bestehender HPV-Infektion 

spielt [76]. Auch bei anderen HPV-assoziierten Tumoren, wie zum Beispiel dem 

Oropharynxkarzinom, spielen diese Mutationen eine wichtige Rolle. Bridge-1 ist 

möglicherweise ein Bestandteil der Activin A/TGF-b-Signalkaskade [8]. Somit wäre es 
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interessant, einen möglichen Zusammenhang zwischen Bridge-1 und einer HPV-Infektion 

zu untersuchen. Außerdem konnten verschiedene Studien zeigen, dass eine HPV-Infektion 

auch Einfluss auf die NFkB-Signalkaskade (nuclear factor kB) nimmt [113, 146]. Auch hier 

könnte ein Zusammenhang zur Bridge-1-Expression bestehen. 

 

4.2.1.1 Bridge-1 (PSMD9) als regulatorische Untereinheit des 26S-Proteasoms 

Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass Bridge-1 in Tumorzellen deutlich stärker 

exprimiert wird als im peritumoralem Stroma. In Mammakarzinomzellen ist laut Chen und 

Kolleg*innen die Aktivität von Proteasomen im Vergleich peritumoralem Stroma 

erhöht [16]. Bridge-1 (PSMD9) ist als regulatorische Untereinheit dem 26S-Proteasom 

angelagert und nimmt im Rahmen des Prozesses des Zusammenlagerns der 19S-Untereinheit 

eine entscheidende Rolle ein [143]. Ohne Bridge-1 kommt es zu einer fehlerhaften 

Zusammenlagerung der 19S-Untereinheit. Zwar ist das Proteasom dann weiterhin 

funktionsfähig, jedoch kommt es zu einer Minderung der Peptidaseaktivität um 20-

35 % [63]. Vor allem schnell proliferierende Zellen, wie zum Beispiel Tumorzellen, sind auf 

eine effizientes Proteasom angewiesen. Für diese Effizienz sind RACs, wie Bridge-1, 

unabkömmlich. Die vermehrte Expression von Bridge-1 in Tumorzellen könnte daher darauf 

hinweisen, dass in schnell proliferierenden Tumorzellen eine höhere Anzahl an effizienten 

Proteasomen vorhanden sind, als im langsamer wachsenden peritumoralem Stroma. Durch 

eine medikamentöse Hemmung von Bridge-1 könnte man dies verhindern und so die 

Proliferation von Tumorzellen hemmen. Damit könnte sich Bridge-1 als Zielprotein einer 

medikamentösen Tumortherapie ähnlich der Proteaseinhibitoren erweisen. 

Das 26S-Proteasom ist zudem für die Aktivierung des NFkB-Signalweges von 

Bedeutung [31]. NFkB ist ein Transkriptionsfaktor, der sowohl im Rahmen von 

Entzündungsreaktionen als auch bei Immunreaktionen und in der Tumorentstehung eine 

wichtige Rolle spielt. Er wird durch IkB (inhibitory kB) gebunden und inhibiert. Kommt es 

zu einer Aktivierung des NFkB-Signalweges, wird IkB durch das 26S-Proteasom 

abgebaut [31]. Es gibt sechs verschiedene IkB-Subtypen, von denen IkBa am besten 

untersucht ist. Eine Aktivierung des Signalweges, zum Beispiel durch 

tumor necrosis factor a (TNF-a), Interleukin-1a oder g-Strahlung, führt zu einer 

Phosphorylierung und anschließender Ubiquitinierung von IkBa. Uniquitiniertes IkBa wird 

dann durch das Proteasom abgebaut. Damit kann das vorher gebundene NFkB in den 

Nucleus translozieren und dort die Transkription verschiedener Zielgene beeinflussen [42, 

122]. NFkB wird durch verschieden Mechanismen reguliert, es wird unter anderem im 
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Nucleus von neu synthetisiertem IkBa gebunden und ins Cytosol transportiert [42]. In 

Tumorzellen sind diese Regulationsmechanismen des NFkB-Signalweges typischerweise 

gestört, sodass die Aktivität von NFkB konstant erhöht ist. Dies ist zum Beispiel für die T-

Zell-Leukämie, aber auch für Plattenepithelkarzinome der Haut und für das Zervixkarzinom 

bekannt [23, 100]. Durch eine vermehrte Aktivität von NFkB wird die Apoptose verhindert 

und die Expression von regulatorischen Proteinen des Zellzyklus, wie Cyclinen, induziert.  

Sahu und Kolleg*innen konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass eine vermehrte Expression von 

Bridge-1 die NFkB-Aktivität erhöht, indem es den Abbau von IkBa fördert [122]. In unserer 

Studie konnten wir beobachten, dass die Expression von Bridge-1 in Zervixkarzinomzellen 

höher ist als im peritumoralem Stroma. Folglich könnte in diesen Zellen durch eine erhöhte 

Aktivität des Proteasoms vermehrt IkBa abgebaut werden und somit der NFkB-Signalweg 

konstant aktiviert sein [141]. Nair und Kolleg*innen konnten in ihrer Studie zeigen, dass in 

Zervixkarzinomzellen tatsächlich ein geringerer IkB-Spiegel bei gleicher Expressionsrate 

vorhanden ist [100]. Damit könnte Bridge-1 als regulatorische Untereinheit des Proteasoms 

eine wichtige Funktion bei der Tumorentstehung in Zervixkarzinomzellen haben. Ein 

ähnlicher Mechanismus wurde unter anderem bei der Pathogenese von Prostata-, Ovarial- 

oder Brustkrebs gefunden. Dort kommt es durch ein fehlerhaftes IkB zu einer erhöhten 

NFkB-Aktivität [23]. Eine Hemmung von Bridge-1 könnte damit wiederum die Apoptose 

von Tumorzellen fördern und somit könnte Bridge-1 ein target zur medikamentösen 

Tumortherapie des Zervixkarzinoms sein. 

Zudem fördert NFkB die Invasion von Tumorzellen in umliegende Gewebe und die 

Entstehung von Metastasen [23, 100]. Außerdem konnte beobachtet werden, dass eine 

erhöhte IkB-Konzentration die Entstehung von Metastasen hemmt [100]. Bridge-1 fördert 

den Abbau von IkB, was wiederum zu einem höheren NFkB-Spiegel führt [122]. Damit 

wäre es wahrscheinlich, dass eine vermehrte Expression von Bridge-1 mit Fernmetastasen 

einhergeht. Dies konnten wir in unserer Studie nicht beobachten. Allerdings ist hierbei zu 

beachten, dass die Anzahl an Patientinnen mit Fernmetastasen in unserem Kollektiv sehr 

gering war (M1: n = 5). Damit ist unsere Analyse bezüglich eines möglichen 

Zusammenhangs zwischen Bridge-1-Expression und Fernmetastasierung kaum 

aussagekräftig und sollte an einem größeren Patientinnenkollektiv wiederholt werden. 
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4.2.1.2 Expression von Bridge-1 in Zervixkarzinomgewebe in Abhängigkeit des 

postoperativen Verlaufs 

Wir konnten in unseren Studien feststellen, dass Patientinnen, die nach einer Hysterektomie 

mit Radiochemotherapie behandelt wurden und trotzdem an einem Rezidiv ihres 

Zervixkarzinoms erkrankten, eine erhöhte Expression von Bridge-1 im Tumorgewebe 

aufwiesen. Dieses Ergebnis war allerdings nach einer Korrektur der Falscherkennungsrate 

nach Benjamini-Hochberg nicht mehr signifikant. Beobachtet man in diesem Kollektiv die 

Untergruppe der Patientinnen, die nach der Operation nur eine Bestrahlung erhielten, so 

korreliert eine erhöhte Expression von Bridge-1 in dieser Gruppe auch nach Korrektur der 

Falscherkennungsrate signifikant mit dem Auftreten eines Tumorrezidivs. Auch Langlands 

und Kolleg*innen konnten bei Mammakarzinompatientinnen beobachten, dass eine 

vermehrte Bridge-1/PSMD9-Expression mit einem vermehrten Auftreten von Rezidiven 

einherging. Des Weiteren führte eine Hemmung der PSMD9-Expression mit small 

interfering RNA (siRNA) in der Mammakarzinomzelllinie MCF7 zu einer verbesserten 

Effektivität der Radiatio [70]. Ursächlich für die erhöhte Anzahl von Rezidiven bei einer 

vermehrten Expression von Bridge-1 könnte eine erhöhte Aktivität von NFkB sein. Auch in 

anderen Studien konnte bei Tumoren mit einer erhöhten NFkB-Aktivität eine Tendenz zur 

Chemo- bzw. Strahlentherapieresistenz beobachtet werden. So aktiviert NFkB zum Beispiel 

COX-2, welche wiederum mit einer niedrigeren Apoptoserate nach Bestrahlung und mit 

einer Chemotherapieresistenz von z.B. Larynx- und Mammakarzinomen in Verbindung 

gebracht wird [56, 78, 141]. Zudem konnte durch medikamentöse Hemmung von NFkB die 

Effektivität einer Radiatio gesteigert werden [23]. Russo und Kolleg*innen konnten 

außerdem zeigen, dass NFkB nach Bestrahlung von kolorektalen Tumorzellen aktiviert 

wird. Bei einer Hemmung des Proteasoms oder des Abbaus von IkB kam es nach 

Bestrahlung zur Erhöhung der Apoptoserate in Tumorzellen, sowie zur Reduktion des 

Zellwachstums [120]. Dies lässt darauf schließen, dass NFkB die Effektivität einer Radiatio 

vermindert. Die Autoren konnten zudem zeigen, dass die Hemmung des Proteasoms oder 

des Abbaus von IkB eine Aktivierung von NFkB durch die Radiatio verhindern kann [120]. 

Bridge-1 fördert in seiner Funktion als RAC das Zusammenlagern neuer Proteasomen. Eine 

vermehrte Expression von Bridge-1 begünstigt den Abbau von IkBa somit Aktivierung von 

NFkB [122]. Dies könnte erklären, warum wir in unserer Studie eine Korrelation zwischen 

einer starken Expression von Bridge-1 und dem Auftreten eines Rezidivs nach Radiatio 

feststellen konnten. 
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Ob eine besonders hohe PSMD9-Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht als 

eine niedrige PSMD9-Expression, haben Langlands und Kolleg*innen nicht untersucht [70]. 

Wir haben in einer Überlebenszeitanalyse keinen Unterschied gefunden. 

NFkB kann auch bei der Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegenüber Chemotherapie 

eine Rolle spielen. Cisplatin, ein häufig für die Therapie von Zervixkarzinomen genutztes 

Chemotherapeutikum, führt in Tumorzellen ähnlich wie eine Radiatio zur Aktivierung von 

NFkB und hemmt damit die Apoptose [61]. In nicht entarteten Zervixzellen konnte im 

Gegensatz dazu keine Aktivierung von NFkB durch Inkubation mit Cisplatin festgestellt 

werden. Die Aktivierung des NFkB-Signalweges scheint damit ein Resistenzmechanismus 

der Tumorzellen zu sein [147], was Bridge-1 zu einem target für eine Sensibilisierung für 

eine Radiochemotherapie macht, da Bridge-1 den Abbau von IkBa fördert und somit NFkB 

aktiviert. Hier könnte eine weitere Erklärungsmöglichkeit dafür liegen, dass wir bei 

Patientinnen mit hoher Bridge-1-Expression häufiger das Auftreten eines Tumorrezidivs 

beobachten konnten. Auch bei Ovarial-, Prostata- und Mammakarzinomen konnte eine 

erhöhte Chemosensibilität der Tumorzellen nach medikamentöser Inhibierung des NFkB-

Signalweges festgestellt werden [78]. 

Wie Venkatraman und Kolleg*innen berichteten, verstärkte interessanterweise eine 

Hemmung von NFkB den zytotoxischen Effekt von Cisplatin in SiHa-Zellen deutlich mehr 

als in HeLa-Zellen, obwohl SiHa-Zellen im Vergleich zu HeLa weniger Cisplatin-sensitiv 

sind [147]. HeLa-Zellen sind HPV 18 positiv, während SiHa-Zellen mit HPV 16 infiziert 

sind [147]. Es scheint somit einen Zusammenhang zwischen der Infektion durch 

unterschiedliche HP-Viren und dem NFkB-Signalweg zu geben. Wir haben in unserer Studie 

die Expression von Bridge-1 nicht in den Zusammenhang mit dem HPV-Status unserer 

Patientinnen gesetzt. Dies wäre aber ein interessanter Ansatz, um eine auf die jeweilige 

Patientin individuell zugeschnittene und damit optimal wirksame Therapie zu entwickeln. 

Einen Altersunterschied zum Diagnosezeitpunkt zwischen den rezidivfreien Patientinnen 

und denen, die nach Radiochemotherapie ein Rezidiv erlitten, konnten wir nicht feststellen. 

Hou und Kolleg*innen konnten in ihrer Studie zeigen, dass ein höheres Patientinnenalter 

zum Diagnosezeitpunkt mit einer schlechteren Prognose einherging. Der Einfluss des Alters 

auf die Prognose in Abhängigkeit der Therapieform wurde jedoch nicht untersucht [49]. Im 

Gegensatz dazu konnten Vale und Kolleg*innen keinen Unterschied in der Effektivität einer 

Radiochemotherapie bei Patientinnen verschiedener Altersgruppen feststellen [145]. 
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4.2.2 Bridge-1-Proteinexpression in Zervixkarzinomzelllinien 

Bridge-1 wird in Zervixkarzinomzelllinien exprimiert. Dies konnten wir nachweisen, indem 

wir Bridge-1 im Western Blot in den Zelllinien SiHa, HeLa und CaSki detektierten. Zudem 

konnten wir zeigen, dass Bridge-1 in den drei Zelllinien unterschiedlich stark exprimiert 

wird. So wies die Plattenepithelkarzinomzelllinie SiHa eine deutlich stärkere Bridge-1-

Expression als die Adenokarzinomzelllinie HeLa auf. Dies weist darauf hin, dass sich das 

Vorkommen von Bridge-1 in verschiedenen Zelltypen unterscheiden könnte.  

In Studien konnte auch in Mammakarzinomzellen die Expression von Bridge-1 sowohl mit 

immunhistochemischer Färbung von Mammakarzinomgewebe als auch mit Hilfe eines 

Western Blots in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nachgewiesen werden. Jedoch wurde 

bisher nicht untersucht, ob sich verschiedene Mammakarzinomsubtypen in ihrer Bridge-1-

Expression unterscheiden [8].  

 

4.2.3 Einfluss von Activin A auf das Wachstum von Zervixkarzinomzelllinien 
Bridge-1 wird in vielen endokrinen Geweben exprimiert, so auch in Mammakarzinomzellen 

und in den Granulosazellen des Ovars. Eine Stimulation der Mammakarzinomzellinie MCF-

7 mit Activin A verstärkte die Expression von Bridge-1 [8]. Ein Zusammenhang zwischen 

dem Activin A-Signalweg und Bridge-1 konnte passend zu den Erkenntnissen in 

Mammakarzinomzellen [8] auch in Ovarialzellen nachgewiesen werden [7]. Studien 

konnten zeigen, dass Activin A das Wachstum von Granulosazellen dosisabhängig 

stimuliert, mit einer maximalen Proliferationsrate ab einer Activin A-Dosis von 100 ng/ml. 

Die halbmaximale Wirkstärke lag bei einer Activin -Konzentration von 15 ng/ml [115]. In 

unseren Versuchen konnte im Gegensatz dazu tendenziell eine dosisabhängige Hemmung 

der Proliferation von Zervikarzinomzellen nach dreitägiger Inkubation mit Activin A 

beobachtet werden. Jedoch war diese nicht statistisch signifikant. Auch eine fünftägige 

Inkubation mit Activin A oder eine Inkubation mit einer höheren Konzentration von 

Activin A führte nicht zu statistisch signifikanten Ergebnissen. Passend zu unseren 

Ergebnissen konnten Liu und Kollge*innen zeigen, dass Activin A dosisabhängig das 

Wachstum von Mammakarzinomzellen hemmt. 1 ng/ml Activin A reduzierte die 

Proliferation von MCF-7-Zellen im Vergleich zur Kontrolle um 20 %, eine höhere 

Konzentration von Activin A reduzierte die Proliferation um bis zu 60 % [159]. Der 

maximale inhibitorische Effekt konnte mit 10 ng/ml Activin A beobachtet werden. Diese 

Wachstumshemmung wird durch eine Arretierung des Zellzyklus in G1-Stadium erreicht. 

Die MCF-7-Zellen wurden für 8 Tage mit Activin A inkubiert [159]. Dies ist deutlich länger 
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als in der Studie von Rabinovici und Kolleg*innen, die über einen schwächeren Effekt nach 

nur für fünf Tage Inkubation mit Activin A berichteten [115]. In Anbetracht der Studie von 

Liu und Kolleg*innen ist es möglich, dass in unserer Studie eine statistische Signifikanz der 

Tendenz erst nach 8 Tagen Inkubation zu erwarten gewesen wäre. Dies sollte in weiteren 

Studien überprüft werden. 

 

4.2.4 Einfluss von Activin A auf die Expression von Bridge-1 und Aktivierung 

von Smad2 

Laut Banz und Kolleg*innen kam es in Granulosazellen nach Stimulation mit Activin A zu 

einer vermehrten Expression von Bridge-1 [7]. Eine Herunterregulation von Bridge-1 mit 

siRNA führte bei der Brustkrebszelllinie MCF7 zu einer verringerten Expression von 

Smad2, 3 und 4 [8]. Diese Ergebnisse legten nahe, dass Bridge-1 den Activin A-Signalweg 

beeinflusst. Activin A wird dem TGF-b-Signalweg zugeordnet. 

Wir konnten in unseren Versuchen am Beispiel von SiHa zeigen, dass die Stimulation von 

Zervixkarzinomzellen zur Aktivierung von Smad2 führte. So war nach Behandlung der 

Zellkulturen mit Activin A der Anteil von phosphoryliertem Smad2 erhöht. Als Referenz 

diente die Aktivierung von Smad2 durch TGF-b1, die mit zusätzlicher Activin A-Gabe noch 

gesteigert werden konnte. Daher ist anzunehmen, dass Smad-Proteine in den TGF-b- oder 

Activin A-Signalweg in Zervixkarzinomzellen involviert sind, wie bereits für 

Granulosazellen beschrieben [7]. Daher kann vermutet werden, dass Bridge-1 auch in 

Zervixkarzinomzellen ein Teil des Activin A-Signalwegs ist. Fraglich bleibt, warum 

Activin A in unseren Versuchen keine alleinige Wirkung auf die Bridge-1-Expression hat. 

Hier könnten noch weitere Untersuchungen durchgeführt werden. 

 

4.2.5 Bridge-1 als Co-Transkriptionsfaktor 
Bridge-1 wurde als Co-Transkriptionsfaktor unter anderem für die Transkriptionsfaktoren 

E12 und E47 beschrieben. Thomas und Kolleg*innen konnten zeigen, dass Bridge-1 den 

aktivierenden Effekt von E12 und E47 auf Enhancer des Insulingens verstärkt [139, 140]. 

Hwang-Verslues und Kolleg*innen fanden in Mammakarzinom-Stammzellen, dass die 

microRNA miR-495 mit der Tumorgenese assoziiert ist. Die Expression von miR-495 wird 

durch E12 und E47 fast verdoppelt [52]. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass Bridge-

1 als Coaktivator von E12/E47 über die Expression von miR-495 onkogene Wirkung haben 

könnte. Zudem kommt der E2A-Komplex aus E12 und E47 laut Patel und Chaudhary im 

Prostatakarzinomgewebe signifikant häufiger vor als im tumorfreien Prostatagewebe und im 
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Gewebe der benignen Prostatahyperplasie. Eine Unterdrückung der Genexpression führte zu 

einer verminderten Proliferation und einem Arrest des Zellzyklus am G1-

Restriktionspunkt [109]. Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass Bridge-1 im 

Zervixkarzinomgewebe signifikant stärker exprimiert wurde als im peritumoralen Stroma. 

Die Transkriptionsfaktoren E12 und E47 sowie der Coaktivator Bridge-1 könnten 

gemeinsam regulatorischen Einfluss auf die Proliferation und die Tumorgenese haben.  

Zhao und Kolleg*innen konnten jedoch für das kolorektale Karzinom zeigen, dass E12 und 

E47 über den Wnt/b-catenin-Signalweg die Tumorentstehung hemmen [160]. Singh und 

Kolleg*innen konnten zudem für das Melanom zeigen, dass E12 das Wachstum von 

Melanomzellen hemmt [130]. Prabhu und Kolleg*innen fanden, dass E47 unter anderem in 

HeLa-Zellen die Transkription des CDK-Inhibitors p21 aktiviert und somit die Zellteilung 

blockiert [114]. Dies würde der Auffassung widersprechen, dass Bridge-1 als Coaktivator 

von E12 und E47 einen onkogenen Effekt vermittelt. Allerdings hängt oft von der 

Zusammensetzung der Transkriptionskomplexe ab, ob sie eine pro- oder antiproliferative 

Wirkung haben [107, 109]. 

Die Acetyltransferase p300 kann die Aktivität des Transkriptionscoaktivators Bridge-1 

verstärken [72]. P300 reguliert viele Transkriptionsfaktoren und kann in dieser Funktion die 

Tumorentstehung sowohl fördern als auch hemmen [151]. Debes und Kolleg*innen konnten 

in ihrer Studie zeigen, dass die Expression von p300 in Prostatakarzinomzellen mit der 

Expression des Proliferationsmarkers MIB-1 korreliert. Zudem konnten sie feststellen, dass 

die Proliferationsrate der Prostatakarzinomzellen nach Herunterregulation von p300 mit 

siRNA geringer war [18]. Wir fanden in unserer Studie eine Korrelation zwischen Bridge-

1-Expression und MIB-1. Dies könnte darauf hindeuten, dass die Proliferation in 

Zervixkarzinomzellen durch die Interaktion von Bridge-1 und p300 gefördert wird. Eine 

Herunterregulation von Bridge-1 könnte in zukünftigen Studien genaueren Aufschluss über 

die Wirkung von Bridge-1 auf das Zellwachstum in Zervixkarzinomen geben. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Bridge-1 sowohl in seiner Funktion als Coaktivator 

von Transkriptionsfaktoren als auch in seiner Funktion als regulatorische Untereinheit des 

26S-Proteasoms Einfluss auf die Entstehung von Zervixkarzinome haben könnte. Die 

vorliegenden Ergebnisse und die Diskussion im Zusammenhang mit Daten aus der Literatur 

erlauben es, beide Funktionen in Betracht zu ziehen.  
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5 Zusammenfassung 
 

Das Zervixkarzinom ist weltweit die vierthäufigste Krebserkrankung der Frau [3, 52, 60]. 

Der Hauptrisikofaktor für die Entstehung ist eine Infektion mit HPV [20]. Tumormarker, die 

Diagnostik und Therapie erleichtern würden, sind bisher wenig untersucht. Bridge-1 ist als 

Transkriptionscoaktivator des Insulinstoffwechsels bekannt [109]. Es wurde zuerst in seiner 

Funktion als regulatorische Untereinheit des 26S-Proteasoms beschrieben und PSMD9 

benannt. Eine Studie erkannte einen Zusammenhang zwischen der PSMD9-Expression in 

Mammakarzinomgewebe und dem Auftreten von Rezidiven nach Radiatio [57]. 

In dieser retrospektiven Studie wurden Tissue Microarrays mit Zervixkarzinomgewebe und 

peritumoralem Stroma von 118 Patientinnen immunhistochemisch mit einem Antikörper 

gegen Bridge-1 gefärbt. In Zellkulturen wurden die proliferativen Eigenschaften sowie die 

Expression von Bridge-1 mit einem Western Blot in den Zervixkarzinomzelllinien SiHa, 

CaSki und HeLa untersucht. Wir verwendeten Activin A als indirekten Liganden zur 

Aktivierung der Signalkaskade, die mit Bridge-1 in Zusammenhang gebracht wurde [7, 8]. 

Die immunhistochemische Färbung der Zervixkarzinomgewebe ergab, dass Bridge-1 in 

Zervixkarzinomzellen stärker exprimiert wird als im Stroma. Die Bridge-1-Expression 

korrelierte außerdem mit dem Auftreten von Tumorrezidiven nach Hysterektomie. Dies ließ 

sich ebenfalls in der Subgruppe der Patientinnen, die eine adjuvante Radiochemotherapie 

erhielten, beobachten. Nur in der Subgruppe der Patientinnen, die eine adjuvante Radiatio 

erhielten, zeigte sich auch nach Kontrolle der false discovery rate eine signifikante 

Korrelation zwischen der Expression von Bridge-1 und dem Auftreten eines Rezidivs. In 

Zellkulturen gelang der Nachweis von Bridge-1 in den Zervixkarzinomzelllinien SiHa, 

CaSki und HeLa. In Proliferationsassays zeigte sich nach Inkubation mit Activin A 

tendenziell eine Proliferationshemmung. Es zeigte sich auch keine Regulation von Bridge-1 

nach 24 h Inkubation mit Activin A. Eine Inkubation mit TGF-β1 und Activin A führte im 

Vergleich zur Behandlung mit TGF-β1 allein zu einer nicht signifikant erhöhten Expression 

von phosphoryliertem Smad2. Eine Veränderung der Bridge-1-Expression ließ sich nicht 

feststellen. 

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass Bridge-1 als Tumormarker und Prognosemarker für 

den Therapieerfolg einer adjuvanten Bestrahlung in Frage kommen könnte. Einen Einfluss 

von Activin A auf Bridge-1-Expression konnten wir nicht feststellen. 
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