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Fir meine Eltern



Referat

Der Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) zeigte sich in mehreren Studien als
prognostischer Faktor beim Ovarialkarzinom. Durch Inhibition der Matrixdegradation durch
Plasmin iiber Hemmung von uPA (Plasminogenaktivator vom Urokinase-Typ), durch
Interaktion mit Vitronektin und durch Beeinflussung intrazelluldrer Signalkaskaden mittels
Bindung an den uPA-uPA-Rezeptor-Komplex hat PAI-1 eine komplexe Funktion in der
Zelladhidsion, Zellmigration, Metastasierung und Tumorangiogenese. Der biallelische 4G/5G-
Polymorphismus im Promotorbereich des PAI-1-Gens variiert die Transkription von PAI-1 mit
einer vermehrten Transkription bei Vorliegen des 4G-Allels und beeinflusst somit
moglicherweise auch die Aggressivitit und Prognose des Ovarialkarzinoms. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der
Erkrankungschance fiir ein Ovarialkarzinom, dem Alter bei Diagnosestellung, der
Tumorhistologie, dem FIGO-Stadium, dem Vorliegen von Aszites, dem Grading und der
Prognose, gemessen am rezidivfreien Uberleben und Gesamtiiberleben, untersucht. Hierzu
wurde die DNA aus dem Blut von 104 Patientinnen und 157 Kontrollen isoliert und der 4G/5G-
Polymorphismus mittels PCR bestimmt. Es ergaben sich einige subsignifikante Tendenzen fiir
die Assoziation verschiedener Genotypen bzw. Allele mit den untersuchten Faktoren, die
moglicherweise durch die multiplen Funktionen von PAI-1 bedingt sind. Diese kdnnten je nach
Umgebung auf unterschiedliche Weise zur Auspridgung kommen, sodass PAI-1 sowohl zu
einem tumorférdernden als auch tumorsupprimierenden Faktor werden konnte. In der
Subgruppe der 20 Patientinnen mit G1- oder G2-Tumor zeigte sich, dass Patientinnen mit dem
4G-Allel ein statistisch signifikant kiirzeres rezidivfreies Uberleben hatten. Dies unterstiitzt die
Annahme, dass das 4G-Allel bei diesen Patientinnen iiber eine vermehrte PAI-1-Expression zu
einem maligneren Phinotyp des Ovarialkarzinoms fiithrt und so den Krankheitsverlauf negativ
beeinflusst. Weitere Studien an grofleren Patientenkollektiven sind nétig, um die Bedeutung des
4G/5G-Polymorphismus beim Ovarialkarzinom und insbesondere fiir dessen Prognose

einschéitzen zu kénnen.
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1 Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom
1.1.1 Epidemiologie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom ist die sechsthiufigste Krebsneuerkrankung bei deutschen Frauen nach
bosartigen Tumoren der Brustdriise, des Darms, der Lunge, des Gebarmutterkdrpers und dem
malignen Melanom und ist der zweithdufigste maligne Tumor des weiblichen Genitaltraktes.
Bezogen auf alle Krebsneuerkrankungen der Frauen sind 3,5% Ovarialkarzinome [1]. Diese
machen 90% der malignen Tumoren der Eierstocke aus [2]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
bei 69 Jahren. Jéhrlich erkranken ca. 7-8.000 Frauen in Deutschland an einem Ovarialkarzinom.
Die altersstandardisierte Inzidenzrate von ca. 11-12/100.000 in Deutschland ist dhnlich hoch
wie z. B. in den USA. Das Ovarialkarzinom hat die hochste Letalitit der gyndkologischen
Malignome. Die Mortalitit liegt bei ca. 8/100.000. Es starben 2008 in Deutschland 5.529
Frauen an einem Ovarialkarzinom. Er ist die fiinfthdufigste Todesursache durch Krebs bei
deutschen Frauen nach bosartigen Tumoren von Brustdriise, Darm, Lunge und
Bauchspeicheldriise. Die Uberlebensaussichten von Patientinnen mit Ovarialkarzinom sind im
Vergleich zu anderen malignen Erkrankungen der weiblichen Genitalorgane schlecht. Die 5-

Jahres-Uberlebensrate liegt bei etwa 40% [1, 3].
1.1.2 Klassifikation des Ovarialkarzinoms

Das Tumorstadium des Ovarialkarzinoms wird mittels der TNM-Klassifikation bzw. der FIGO-
Klassifikation beschrieben (s. Tab.1). Bei der von der UICC (Union Internationale Contre le
Cancer) ausgearbeiteten TNM-Klassifikation steht das T fiir die Tumorgroe, N fiir den
Nodalstatus und M fiir Fernmetastasen. Die FIGO-Klassifikation der Fédération Internationale
de Gynécologie et d’Obstétrique fasst diese drei Merkmale zusammen. Das Staging hat grof3e
Bedeutung fiir die Prognose, denn die Uberlebensraten korrelieren negativ mit dem FIGO-
Stadium [4]. Grundvoraussetzung fiir die Einteilung ist die Durchfiihrung einer adiquaten
Operation mit Lymphonodektomie und Untersuchung des Aszites bzw. der Fliissigkeit der

Peritonealspiilung auf maligne Zellen.



Tab.1: FIGO- und TNM-Klassifikation maligner Ovarialtumore nach der AWMF-Leitlinie fiir Ovarialtumoren [5].
(Die Leitlinie ist seit dem 01.05.2012 in Uberarbeitung.)

FIGO Befund TNM

| Tumor begrenzt auf die Ovarien T1
Tumor auf ein Ovar begrenzt, Kapsel intakt, kein Tumor auf der Oberfldche

1A Tla
des Ovars

B Tumor auf beide Ovarien begrenzt, kein Tumor auf der Oberflache der T1b
Ovarien

Tumor begrenzt auf eine oder beide Ovarien, Kapselruptur, Tumor auf der

IC Oberflache oder maligne Zellen in Aszites oder Peritonealspiilung Tle

11 Tumor befillt ein oder beide Ovarien und breitet sich im Becken aus T2

ITA Befall von Uterus und/oder Tube(n) T2a

1IB Befall von anderem Beckengewebe T2b

11C Zusitzlich zu ITA oder IIB maligne Zellen in Aszites oder Peritonealspiilung T2c

I Tumor befillt ein oder beide Ovarien mit Peritonealmetastasen T3
aulierhalb des Beckens und/oder regioniren Lymphknotenmetastasen

IIA Mikroskopische Peritonealmetastasen aul3erhalb des Beckens T3a
Makroskopische Peritonealmetastasen au3erhalb des Beckens, grofite

111B _ T3b
Ausdehnung </=2 cm

1IC Makroskopische Peritonealmetastasen au3erhalb des Beckens, grofite T3c
Ausdehnung > 2 cm und/oder regionidre Lymphknotenmetastasen

v Fernmetastasen M1
Regionire Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden NX
Keine regiondren Lymphknotenmetastasen NO
Regionire Lymphknotenmetastasen N1

1.1.3 Histologie des Ovarialkarzinoms

Die WHO (World Health Organization) unterscheidet serdse, muzindse, endometrioide,
klarzellige, libergangszellige (transitionalzellige), plattenepitheliale, gemischtzellig epitheliale,
undifferenzierte und unklassifizierte Ovarialkarzinome [6]. Die Haufigkeitsverteilung ist
stadienabhingig. Bei Patientinnen mit fortgeschrittenem FIGO-Stadium sind ca. 73% der
Ovarialkarzinome serds, 7% endometrioid, 3% je muzings, klarzellig oder undifferenziert und
< 1% transitionalzellig [7]. Einige Autoren fassen inzwischen die verschiedenen histologischen
Typen zu Typ 1- und Typ 2-Tumoren zusammen. Typ 1-Tumoren sind genetisch relativ stabil
und bei der Diagnosestellung meist auf das Ovar begrenzt. Es handelt sich um low-grade serose,
low-grade endometrioide, klarzellige, muzindse und transitionalzellige Karzinome. Jeder dieser
histologischen Typen hat ein eigenes Mutationsprofil, typischerweise ohne Mutation von p53.
Typ 2-Tumoren sind hoch aggressiv, wachsen schnell und prisentieren sich meist in
fortgeschrittenem Stadium. Hierzu gehdren high-grade serdse, high-grade endometrioide,
undifferenzierte Karzinome sowie Karzinosarkome. Sie haben typischerweise Mutationen von

p53 [8].



1.1.4 Karzinogenese des Ovarialkarzinoms

Es gibt viele Theorien zur Entstehung von Ovarialkarzinomen. Einige Autoren gehen davon
aus, dass Ovarialkarzinome aus epithelialen Invaginationszysten entstehen, die maligne
transformieren. Sie vermuten, dass die stindige Ovulation (,,Incessant Ovulation Hypothesis®),
die zu Kontakt des Epithels mit dstrogenreicher Fliissigkeit und vermehrter Zellteilung beim
postovulatorischen Wundverschluss fiihrt, mit dem steigenden Risiko genetischer Aberrationen
einhergeht [9]. Andere Autoren postulieren, dass eine maligne Entartung des Epithels durch
postmenopausal erhdhte Gonadotropine oder zyklisch erhohte Ostrogene (Gonadotropin-
hypothese) stimuliert wird [10, 11] oder durch aszendierende Umweltkarzinogene [12].

Die Vielzahl der histologischen Typen wird von einigen Autoren durch Metaplasie des
Ovarialepithels bzw. Inklusionszysten erkldrt oder durch Entstehung aus dem sekundiren
Miillerschen System, Restgewebe des Miillerganges, dem u. a. paraovariale und paratubale
Zysten und Endometriose- und Endosalpingioseherde zugeordnet werden [13]. Inzwischen
existiert eine Theorie, die besagt, dass der Ursprung der verschiedenen histologischen Typen in
anderen Organen liegt und das Ovar erst sekundir involviert wird. So wird vermutet, dass
serose Tumoren aus implantiertem Tuben-Epithel entstehen, endometrioide und klarzellige
Tumoren aus Endometrium des Uterus bzw. Endometrioseherden und transitionalzellige und
muzindse Karzinome aus transitionalzelligen Zellnestern an der Tuben-Mesothel-Grenze [8].
Wihrend serdse low-grade-Karzinome sich schrittweise aus einem Adenom bzw. Borderline-

Tumor durch eine Adenom-Karzinom-Sequenz entwickeln, entstehen high-grade-Karzinome

ohne bekannte Tumorvorstufen [14, 15].

Low-grade Entwicklungsweg | mumlly-

Zystadenom

InkIusonsz%
High-grade Karzinom

High-grade Entwicklungsweg ﬁ

Abb. 1: Modell der Entwicklungswege des serdsen high-grade und low-grade Karzinoms modifiziert nach [16].
APST: atypisch proliferierender seréser Tumor; MPSC: intraepitheliales oder nichtinvasives mikropapilldres serdses
Karzinom; SBT: serdser Borderline-Tumor




1.1.5 Risikofaktoren des Ovarialkarzinoms

Das Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, steigt mit zunehmendem Lebensalter. Die
deutliche Mehrheit der Patientinnen ist iiber 55 Jahre alt [3]. Das polyzystische Ovarsyndrom ist
ebenfalls ein Risikofaktor fiir das Ovarialkarzinom, dies wurde jedoch nicht in allen
Untersuchungen bestitigt [17-19]. Auch eine spite gegeniiber einer friihen Menopause erhdht
das Risiko, allerdings nicht in allen Studien [20-22], ebenso die postmenopausale
Hormonersatztherapie [23-25]. Wéhrend unklare Infertilitdt ein Risikofaktor zu sein scheint,
konnte keine Risikoerhohung durch Ovulationsstimulation demonstriert werden [23, 26].
Ungeféhr 5-10% aller Ovarialkarzinome haben eine hereditire Ursache, sodass eine positive
Familienanamnese ein Risikofaktor ist [27]. Das Lebenszeitrisiko, an einem Ovarialkarzinom zu
erkranken, ist erhoht fiir Trigerinnen einer BRCA 1- oder BRCA 2-Mutation [28, 29], ebenso
im Rahmen des hereditiren Lynch-I1I-Syndroms [30]. Protektive Faktoren sind Hysterektomie,
einseitige Oophorektomie, Tubenligatur [23, 31, 32], Schwangerschaft [21, 33, 34] und die
Einnahme oraler Kontrazeptiva [22, 34-36]. Letztere senken das Risiko auch fiir Frauen mit
einer BRCA 1- oder BRCA 2-Mutation [37]. Ob Stillen ein protektiver Faktor ist, ist
umstritten [38, 39].

Neben diesen von der AGO (Arbeitsgemeinschaft Gynidkologische Onkologie) angegebenen
Risiko- bzw. protektiven Faktoren [40] scheinen auch Talk, Erndhrung und Rauchen das Risiko
fiir ein Ovarialkarzinom zu erhéhen [41]. Allerdings ist die Datenlage liber den perinealen
Gebrauch von Talkumpuder als Risikofaktor uneinheitlich [42—45]. Der Konsum von Fleisch,
tierischem Fett und geséttigten Fettsduren erhoht das Risiko an einem Ovarialkarzinom zu
erkranken [46, 47]. Rauchen erh6ht speziell das Risiko fiir ein muzindses Ovarialkarzinom [48,

49].
1.1.6 Diagnostik des Ovarialkarzinoms

Da Ovarialkarzinome meist erst in fortgeschrittenen Stadien Symptome verursachen, wird die
Erkrankung iiberwiegend spit diagnostiziert. Abdominale Schmerzen und ein gebldhter oder
geschwollener Bauch sind die hiufigsten Symptome [50]. Die transvaginale Sonographie ist das
wichtigste bildgebende diagnostische Verfahren. Fiir das Staging kann es die Operation aber
nicht ersetzen. Ein Screening wird in der AWMF-Leitlinie (seit dem 01.05.2012 in
Uberarbeitung) derzeit nicht empfohlen, da weder der Tumormarker CA 125 noch die vaginale
Sonographie sicher eine Fritherkennung ermdglichen [5]. Zukiinftig sollte der mogliche nicht-
ovarielle Ursprung verschiedener histologischer Typen in die Suche nach geeigneten Screening-

Verfahren einbezogen werden [51].



1.1.7 Therapie des Ovarialkarzinoms

Die Primartherapie des Ovarialkarzinoms besteht in einer Operation mit maximaler
Tumorresektion und adjuvanter platinhaltiger Chemotherapie, die lediglich von Patientinnen im
Stadium IA mit einem G1-Tumor nicht benétigt wird [52]. Alle anderen Patientinnen profitieren
von einer platinhaltigen Chemotherapie [53, 54]. Der Standard ist eine Kombinationstherapie
aus Carboplatin und Paclitaxel bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom (FIGO IIB-IV) [55]. Die
Addition des monoklonalen Antikérpers Bevacizumab, der VEGF (vascular endothelial growth
factor) bindet und so die Angiogenese hemmt, verlingert das progressionsfreie Uberleben.
Daten zum Gesamtiiberleben stehen noch aus [56, 57]. Von einer Intervalloperation profitieren
nur Patientinnen, die initial nicht von einem Spezialisten operiert wurden oder bei denen keine
maximale Tumorresektion gelang [58]. Die Mehrheit der Patientinnen erleidet innerhalb von
drei Jahren ein Rezidiv und verstirbt innerhalb von fiinf Jahren [59]. Platinrefraktare Rezidive
treten innerhalb von sechs Monaten nach Ende der Priméartherapie auf. Eine Rezidivoperation
kann im Einzelfall indiziert sein. Es werden nicht platinhaltige Chemotherapeutika angewendet
wie Topotecan, pegyliertes liposomales Doxorubicin und Paclitaxel [60-62]. Bei platinsensiblen
Rezidiven, die nach iiber sechs Monaten nach Ende der Primértherapie auftreten, ist eine
komplette Tumorresektion offenbar mit einem verlingerten Uberleben verbunden [63],
wenngleich die Daten einer prospektiv-randomisierten Studie (DESKTOP III) zu dieser Frage
noch ausstehen. Die Patientinnen profitieren von einer erneuten platinhaltigen
Kombinationstherapie mit Carboplatin und Gemcitabine, Paclitaxel oder pegyliertem
liposomalem Doxorubicin [64—66]. Die Addition von Bevacizumab verldngert auch bei diesen

Patientinnen das progessionsfreie Uberleben [67].
1.1.8 Prognostische und pradiktive Faktoren des Ovarialkarzinoms

Prognostische Faktoren erlauben Riickschliisse auf den Verlauf einer Erkrankung, pradiktive
Faktoren geben Hinweise auf das Ansprechen einer Therapie. Das Tumorstadium ist ein starker
prognostischer Faktor fiir das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Uberleben beim
Ovarialkarzinom [68]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate sinkt mit zunehmendem FIGO-Stadium:
Stadium I: 94%, Stadium II: 78%, Stadium III: 45%, Stadium IV: 19% [4]. Der maximale
Durchmesser des postoperativen Resttumors ist bei fortgeschrittenem Tumorstadium der
stirkste  prognostische Faktor [69]. Je kleiner der Resttumor, desto linger leben die
Patientinnen [68, 70-73]. Am prognostisch giinstigsten ist die makroskopische Tumorfreiheit
[74]. Ein eingeschriankter Allgemeinzustand ist ein negativer prognostischer Faktor [68, 70, 75].
Das Alter, als eigenstdndiger prognostischer Faktor, wird kontrovers diskutiert. Es scheint so zu
sein, dass dltere Patientinnen mit Ovarialkarzinom kiirzer leben als jlingere Patientinnen [68,

75]. Das histologische Grading ist lediglich im FIGO-Stadium [ von Bedeutung [76].
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Patientinnen im Stadium I mit gutem Differenzierungsgrad haben eine bessere Prognose als
Patientinnen mit schlecht differenzierten Karzinomen [77, 78]. Die Datenlage beziiglich des
Einflusses des histologischen Typs auf die Prognose ist heterogen [79, 80]. Uberwiegend wird
davon ausgegangen, dass Patientinnen mit klarzelligen und muzinésen Ovarialkarzinomen eine
schlechtere Prognose haben als Patientinnen mit serdsen oder endometrioiden Karzinomen [81,
82] und auch schlechter als diese auf konventionelle Chemotherapie ansprechen [83—85]. Neben
diesen etablierten, in der AWMF-Leitlinie fiir Ovarialtumoren (seit dem 01.05.2012 in
Uberarbeitung) genannten Prognosefaktoren [5], werden weitere Faktoren diskutiert wie die
Anwesenheit von Aszites, die CA 125-Expression, der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus, die Expression des Oberflichenproteins CD-24, die Ploidie, die
Expression verschiedener Zytokine, die HER-2/neu-Expression, der p53-Tumorsupressorgen-
Status, die COX-2-Expression, sowie die Expression von VEGF, MMPs, uPA und PAI-1 [86].

Letztgenannter Faktor war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.2 PAI-1
1.2.1 Das Protein PAI-1

Das Glykoprotein Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1) gehdrt zur Familie der
Serinprotease-Inhibitoren (Serpine) [87]. Es wird auch als Serpin E1 bezeichnet. Bei seiner
Entdeckung wurde zirkulierendes PAI als PAI-1, intrazellulares als PAI-2 und der Protein C
Inhibitor als PAI-3 bezeichnet [88]. PAI hemmt u. a. die Plasminogenaktivierung durch uPA
(Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ) und tPA (Plasminogen-Aktivator vom Tissue-
Typ). Im Rahmen der Fibrinolyse ist tPA fiir die intravaskuldre Plasminaktivierung
verantwortlich [89]. Aktives uPA bindet an den uPA-Rezeptor (uPAR) in der Membran
migrierender Zellen und spielt vor allem bei der Plasminogenaktivierung im Rahmen der
Degradation der extrazelluldren Matrix (EZM) eine Rolle [90].

Nach posttranslationaler Prozessierung und Abspaltung eines Signalpeptides entsteht ein reifes
PAI-1 Protein mit 379 oder 381 Aminosduren [91]. Aktives PAI-1 kann spontan seine
Konformation dndern und zu einer latenten Form konvertieren, die durch Behandlung mit
denaturierenden Stoffen wie Natriumdodecylsulfat wieder in die aktive Form tiberfiihrt werden
kann [92, 93]. AuBlerdem existiert eine sogenannte Substrat-Form, die von uPA und tPA
degradiert und inaktiviert wird ohne diese zu inhibieren [94]. PAI-1 wird u. a. in Hepatozyten,
Endothelzellen, glatten = Muskelzellen, Thrombozyten, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, Fibroblasten und Adipozyten gebildet und sezerniert [95, 96]. Der normale
Plasmaspiegel von PAI-1 betrdgt ca. 21,0 £ 7,2 ng/ml [97]. Plasma-PAI-1 hat eine hohe
Aktivitdt. Im Gegensatz dazu ist die PAI-1-Aktivitit in Thrombozyten trotz hoher
Konzentrationen recht niedrig [97]. Im Blut ist PAI-1 an Vitronektin gebunden [98, 99].
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Vitronektin stabilisiert PAI-1 und verldngert seine biologische Halbwertszeit von <3 auf
> 24 Stunden [100, 101]. Andere Liganden von PAI-1 sind Heparin, Glykosaminoglykane und
LDL-Rezeptoren [88]. Die kurze Halbwertszeit, der niedrige Plasmaspiegel, die komplexe
Regulation und die Induzierbarkeit in vielen Geweben unterscheiden PAI-1 von anderen

Serpinen [102].
1.2.2 Das Plasminogenaktivierungssystem (PAS)

Die Serinprotease Plasmin degradiert Fibrin sowie Proteine der Basalmembran und EZM und
aktiviert andere Proteasen, wie Matrixmetalloproteasen (MMPs), und auch Wachstumsfaktoren.
Ihr Inhibitor ist o,-Antiplasmin. Ein Plasminfragment, Angiostatin, das aus Plasmin entweder
durch Metalloproteasen-induzierte Spaltung oder durch Autoproteolyse entsteht, hemmt die
Angiogenese. Plasmin entsteht aus dem Zymogen Plasminogen durch Spaltung durch tPA oder
uPA. Plasmin aktiviert wiederum uPA aus pro-uPA. Neben den beiden Plasminogen-
Aktivatoren (PA) gehoren auch die Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 sowie

der uPA-Rezeptor uPAR zum Plasminogenaktivierungssystem (PAS) (s. Abb. 2) [103].

Terndrer Komplex (PAI-1/uPA/uPAR)

Internalisierung und intrazelluldre Signalkaskaden
‘ Zytoplasma

uPA

(N

. Plasmin
Plasminogen

% MMP's  pro MMP's Plasminogen
EZM-

Degradation

EZM-Proteine Integrin-7' PAI-1-
Bindungsstelle und uPA-
‘ Extrazelluldre Matrix (EZM) Bindungsstelle

Abb. 2: Das PAS an der Zelloberfliche modifiziert nach [104]. GPI: Glycosylphosphatidylinositol-Anker, LRP:
LDL-receptor related protein; MMP’s: Matrixmetalloproteasen, uPA: Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ,
uPAR: uPA-Rezeptor, PAI-1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1.

PAI-2 hemmt uPA und tPA langsamer als PAI-1. uPAR ist ein membranstindiger Rezeptor. Es
existiert jedoch auch eine nicht-membranassoziierte 16sliche Form von uPAR. Die Bindung an
den Membranrezeptor uPAR fordert die Umwandlung von pro-uPA zu uPA und verstirkt
dessen Wirkung. An uPAR gebundenes uPA konzentriert die Plasminogenaktivierung auf die
Zelloberfliache. PAI-1 hemmt freies und uPAR-gebundenes uPA gleichermaB3en und dadurch die
Plasminogenaktivierung [105-107]. Neben der Plasminogenaktivierung hat dieses System

jedoch auch plasminunabhingige Funktionen, ndmlich die Interaktion mit Vitronektin und



Integrinen sowie die intrazelluldre Signaltransduktion. uPAR bindet an Integrine und
Vitronektin und verstdrkt so die Zelladhdsion an die EZM [108]. Die uPAR-Vitronektin-
Bindung wird durch pro-uPA, uPA und den uPA-PAI-1-Komplex stimuliert, aber durch PAI-1
gehemmt. PAI-1 bindet mit hoher Affinitit an Vitronektin und schiitzt es vor dem Abbau durch
Plasmin, allerdings nicht, wenn PAI-1 als Komplex mit uPA vorliegt. PAI-1 konkurriert mit
uPAR und Integrinen an verschiedenen Bindungsstellen um die Bindung an Vitronektin.
AuBlerdem werden durch uPA-PAI-1-Komplexe und uPAR mittels Interaktionen mit
Tyrosinkinaserezeptoren, G-Proteinen oder LDLR (low-density-lipoprotein-Rezeptoren)
verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden ausgelost. Daneben werden durch die uPAR-
Integrin-Interaktion adhisionsabhéngige Signalkaskaden aktiviert. Bindet und inaktiviert PAI-1
uPAR-gebundenes uPA, so wird der ternire PAI-1-uPA-uPAR-Komplex durch Endozytose
mittels Interaktion mit Rezeptoren der LDLR-Familie (a,-Makroglobulinrezeptor (LRP) und
VLDLR (very low-density-lipoprotein-Rezeptor)) internalisiert. Wéhrend PAI-1 und uPA
intrazelluldr abgebaut werden, gelangt uPAR wieder an die Zelloberflache [105-107, 109-111].

1.2.3 Das PAS und seine Bedeutung fiir die Zellmigration und Zellinvasion

Bei der Zellmigration spielen die Interaktionen zwischen Integrinen und anderen
Adhésionsrezeptoren, wie uPAR, und Proteinen der EZM, wie Vitronektin, eine grofle Rolle.
Waihrend am fithrenden Zellpol der migrierenden Zelle neue Verbindungen zwischen
Adhésionsmolekiilen und der EZM entstehen miissen, um die Zelle zu leiten und vorwirts zu
ziehen, miissen am hinteren Zellpol die Verbindungen zwischen der Zelle und der EZM geldst
werden [112]. Membranproteine wie Integrine oder uPAR werden am hinteren Zellpol

endozytiert, zum fithrenden Zellpol transportiert und dort exozytiert (s. Abb. 3) [113].

T A
4D
/\ MMPs
Plasminogen L Plasmin ——— — /!\
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Abb. 3: Die Beeinflussung der Zellmigration durch das PAS modifiziert nach [114].




Plasmin 16st den hinteren Zellpol durch Degradation von Adhésionsmolekiilen und Proteinen
der EZM. uPA wirkt promigratorisch durch Plasminogenaktivierung am hinteren Zellpol und
durch Stimulierung der uPAR-Vitronektin-Bindung und uPAR-Integrin-Bindung am fithrenden
Zellpol. Denkbar wire auch eine promigratorische Signalkaskade ausgeldst durch uPA-uPAR-
Bindung. PAI-1 kann pro- oder antimigratorisch wirken. PAI-1 kann promigratorisch wirken,
wenn es am fiihrenden Zellpol Vitronektin vor dem uPA-induzierten Abbau schiitzt und wenn
es am hinteren Zellpol den uPA-uPAR-Komplex aus seiner Verbindung mit Vitronektin
verdringt, da dadurch die Adhédsion zwischen der Zelle und der EZM beendet wird. Zusétzlich
wirkt PAI-1 promigratorisch, wenn es an den uPA-uPAR-Komplex bindet, denn so wird der
Komplex internalisiert und uPAR wird am fithrenden Zellpol recycelt, um dort neue
Verbindungen zur EZM aufzubauen. PAI-1 kann antimigratorisch wirken, also die Zelladhésion
fordern, wenn es am fithrenden Zellpol die Bindung von uPAR an Integrine und Vitronektin
hemmt und am hinteren Zellpol die Plasminogenaktivierung hemmt. Bei der Invasion bewegt
sich die Zelle durch die EZM, entweder durch proteolytische Zerstérung der EZM oder durch
amdboide Bewegung. Auch hier sind bei der Degradation der EZM uPA und PAI-1 beteiligt
(s. Abb. 3). PAI-1 wird einerseits fiir die uPA/uPAR-abhingige Invasion bendtigt, kann sie aber
andererseits auch hemmen. Der Effekt von PAI-1 ist also abhédngig von der Expression der
anderen Komponenten des PAS, der Endozytoserezeptoren, der Integrine und Vitronektin.
Vermutlich kommen daher die bisherigen Studien beziiglich der Rolle von PAI-1 bei Adhésion,

Migration und Invasion zu verschiedenen Ergebnissen [105, 110, 115-119].

1.2.4 Das PAS und seine Bedeutung fiir die Tumorprogression, Tumorangiogenese

und Metastasierung

Das PAS ist bedeutend fiir die Fahigkeit maligner Tumoren zu metastasieren. Die Expression
von uPA und von uPAR korreliert mit der Metastasierung und der Tumorprogression. Studien
iiber PAI-1 demonstrierten in verschiedenen experimentellen Modellen und an verschiedenen
Tumorentitidten sowohl eine die Metastasierung hemmende als auch eine férdernde Wirkung
[105, 110, 115].

Die Komponenten des PAS haben prognostische Bedeutung fiir verschiedene maligne Tumoren.
In den meisten Studien zeigten sich uPA, uPAR und PAI-1 als negative prognostische Faktoren,
wiahrend tPA und PAI-2 sich als positive prognostische Faktoren herausstellten. Die
Expressionsmuster der Komponenten des PAS variieren zwischen verschiedenen
Tumorentitdten. uPA, uPAR und PAI-1 werden in den Tumoren nicht nur von den Tumorzellen
selbst, sondern auch von Fibroblasten des Stromas, Entziindungszellen und Endothelzellen
exprimiert. Somit spielt das PAS nicht nur eine Rolle bei der Migration und der Invasion der

Krebszellen, sondern auch bei Verianderungen um den Tumor, im Sinne einer Desmoplasie, und



bei der Tumorangiogenese. Daher gibt es vermutlich mehr als nur einen Mechanismus, mit dem
das PAS die Tumorprogression und damit die Prognose beeinflusst. Der Ort der Expression der
Komponenten kann sich bei zunehmender Tumorprogression &andern, sich z.B. bei
zunehmender  Dedifferenzierung ins  Stroma  verlagern.  Verschiedene  Hormone,
Wachstumsfaktoren, Zytokine und parakrine Stimulation beeinflussen die Expressionsmuster
der Komponenten des PAS. Es wire denkbar, dass das PAS in Tumoren nur mit der schlechten
Prognose korreliert, ohne sie selbst zu verursachen. Allerdings sprechen Daten, die durch z. B.
PAI-1-defiziente Méuse erhalten wurden, fiir eine kausale Rolle des PAS und insbesondere eine
tumorfordernde Wirkung von PAI-1 [110, 115, 118]. uPA fordert die Tumorangiogenese und
korreliert mit der Dichte kleiner Gefdle beim Mammakarzinom. Demgegeniiber hemmt das
Plasminfragment Angiostatin die Angiogenese. PAI-1 wirkt diesbeziiglich dosisabhéngig. Es
fordert die Tumorangiogenese bei physiologischen und hemmt sie bei sehr hohen Leveln.
Sowohl die Begrenzung der Plasminogenaktivierung als auch die Interaktion mit Vitronektin
durch PAI-1 scheinen fiir die Tumorangionese von Bedeutung zu sein [105, 110, 120-122].
PAI-1 induziert zudem die zelluldre Seneszenz u. a. als Zielgen von p53. Dadurch schiitzt es vor
maligner Transformation und hemmt die Proliferation. Diese antiproliferative Wirkung wird
aber moglicherweise dadurch abgeschwécht oder sogar aufgehoben, dass seneszente Zellen
benachbarte Zellen parakrin zur Proliferation anregen konnen [123, 124]. Bei MCF-7-
Brustkrebszellen hat PAI-1 eine proliferative Wirkung, wenn es als PAI-1-uPA-Komplex an
uPAR und VLDLR bindet. Die resultierende anhaltende ERK-Aktivierung (extracellular signal-
regulated kinases) stimuliert das Zellwachstum [125]. Insgesamt gibt es sowohl Hinweise auf
eine hemmende als auch auf eine fordernde Wirkung von PAI-1 auf die Proliferation [110].
PAI-1 ist auch in die Regulation der zelluliren Apoptose involviert. Wéhrend PAI-1 bei
normalen Zellen sowohl pro- als auch anti-apoptotisch wirkt, hat es bei Krebszellen wohl eher

einen anti-apoptotischen Effekt [126].

1.2.5 Die Bedeutung von PAI-1 und dem PAS fiir verschiedene Erkrankungen und

Malignome insbesondere fiir das Ovarialkarzinom

Erhohte PAI-1-Plasmalevel werden hidufig bei Malignomen und anderen Krankheiten
beobachtet, wie kardiovaskuldren Erkrankungen und dem metabolischen Syndrom. Daneben
spielt PAI-1 bei Rheuma, Asthma, chronischem Stress, Sepsis und Nierenkrankheiten eine Rolle
[88, 127]. Tumor-PAI-1, -uPA und teilweise auch -uPAR sind prognostische Faktoren u. a. bei
Nierenkrebs [128], Magenkrebs [129], Darmkrebs [130] und Brustkrebs [131]. Beim
Mammakarzinom haben uPA und PAI-1 aus dem Tumorgewebe prognostische Bedeutung und
konnen beim nodalnegativen Mammakarzinom zur Therapieentscheidung herangezogen werden

[132]. Das PAS ist auch bei malignen Ovarialtumoren von Bedeutung. Es wurde gezeigt, dass

10



maligne Ovarialzellen uPA sezernieren [133] und uPAR exprimieren [134]. Eine hohe
Expression von PAI-1 wurden in malignem Aszites nachgewiesen [135] und 50% bis nahezu
100% der malignen Ovarialtumoren exprimieren PAI-1 [136-138]. Neben den Tumorzellen
bilden es auch Stroma- und Endothelzellen [136, 138, 139]. Die Expression von uPA und PAI-1
im Gewebe von Ovarialkarzinomen ist héher als die in benignen Ovarialtumoren [138-143],
Borderline-Tumoren [144, 145] und normalem Ovarialgewebe [146—148]. Allerdings konnten
nicht alle Autoren diese Unterschiede belegen [149]. Auch in der Flissigkeit von Zysten
maligner Ovarialtumoren waren PAI-1- und uPA-Level hoher als in benignen oder Borderline-
Tumoren [150, 151]. Omentummetastasen eines Ovarialkarzinoms exprimieren mehr PAI-1 und
uPA als der Primartumor [141, 145, 146, 149, 152]. Andere Autoren konnten dies nur fiir uPA
belegen, nicht aber fiir PAI-1 [144].

Die PAI-1- und uPA-Expression im Tumorgewebe von Ovarialkarzinomen korreliert in einigen
Untersuchungen mit klinisch-pathologischen Faktoren, wie z. B. dem Grading [149]. Andere
konnten diese Korrelation nicht demonstrieren [136]. In einigen Studien zeigten sich PAI-1 und
uPA als prognostische Faktoren beim Ovarialkarzinom [140, 144]. Die Expression von PAI-1
korreliert schwach bis mittelstark mit der von uPA im ovarialen Tumorgewebe mit einem
Spearman-Korrelationskoeffizienten von 0,26 bis 0,55 [137, 144, 149, 153, 154]. uPAR wird als

prognostischer Faktor beim Ovarialkarzinom kontrovers diskutiert [149, 155].
1.2.6 Das humane PAI-1 Gen und die Regulation seiner Aktivitét

Beim Menschen ist das PAI-1-Gen auf dem langen Arm von Chromosom sieben in der Region
q21,3 — 22 lokalisiert [156]. Es ist ca. 12,2 kbp lang und enthilt neun Exons und acht Introns
[157, 158]. Es werden zwei unterschiedlich lange mRNAs gebildet, die ca. 3,5 kbp und 2,4 kbp
lang sind [158]. Diese entstehen wahrscheinlich durch unterschiedliche Polyadenylierung [157].
Dem kodierenden Bereich des Gens ist am 5’-Ende die Promotorregion vorangestellt, die selbst
nicht transkribiert wird. Hier binden diverse Transkriptionsfaktoren, wie SMAD3 (SMA, small
mutants/Mad, mothers against decapentaplegic 3) (s. Abb. 4), und bilden zusammen mit der
RNA-Polymerase und Kofaktoren einen Transkriptionskomplex, der das PAI-1-Gen
transkribieren kann [159, 160].
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Abb. 4: PAI-1-Promotor angelehnt an [88]. Stimulatoren: VLDL: very-low-density-lipoprotein, TGF-: transforming
growth factor B, AT II: Angiotensin II, TNF-a: tumor necrosis factor o, Glukokortikoide, PMA: phorbol-12-
myristate-13-acetate, fFS: freie Fettsduren, bFGF: basic fibroblast growth factor. Second messenger: cAMP:
zyklisches Adenosinmonophosphat. Bestandteil von Signalkaskaden: MEK: MAPK (mitogen activated protein
kinase)/ERK (extracellular signal-regulated kinases) Kinase. Transkriptionsfaktoren: BMAL: brain and muscle
ARNT-like, SMAD: Sma (small mutants)/Mad (mothers against decapentaplegic), NF-kB: nuclear factor kappa B,
SP1: specificity protein 1, Ets-1: E26 transformation specific sequence, p53: Protein 53

Die PAI-1-Aktivitat wird stark auf der Ebene der Transkription reguliert. Das PAI-1-Gen gehort
zu den in der akuten Phase regulierten Genen [102]. Interleukin-1 und Lipopolysaccharide aus
der Wand gramnegativer Bakterien verstiarken die PAI-1-Transkription [161, 162]. Auch TNF-a
erhoht die Transkription von PAI-1 in Mesangiumzellen via SAPK/INK (stress-activated
protein kinase/c-Jun NH2-terminal kinase) [163] und in Endothelzellen via reaktiver
Sauerstoffspezies, die den Transkriptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa B) aktivieren.
Dessen responsives Element liegt im Bereich -664 bis -680 bp relativ zum Transkriptionsstart
nahe des 4G/5G-Polymorphismus (s. Abb. 4) [164]. TGF-f ist einer der wichtigsten
Regulatoren der PAI-1-Expression [88]. Es erhoht die PAI-1-Transkription iber CAGA-Box-
bindende SMAD-Proteine [159]. PAI-1 ist u. a. von Bedeutung fiir das Herz-Kreislaufsystem.
Die Gen-Expression von PAI-1 wird durch Gluko- und Mineralokortikoide gesteigert [165—
168]. Angiotensin II (AT II) stimuliert die PAI-1-Expression iiber AT1-Rezeptoren [169] und
Aktivierung des MEK 1/2-Signalweges (MAPK, mitogen activated protein kinase/ERK,
extracellular signal-regulated kinases 1/2) mit Bindung an den PAI-1-Promotor in dem Bereich
-89 bis -50 bp relativ zum Transkriptionsstart [170]. cAMP reguliert die PAI-1-Expression hoch
oder herunter in Abhidngigkeit vom Zelltyp [171-175]. Die Stimulation mit bFGF (basic
fibroblast growth factor) erhoht die Transkription von PAI-1 in Endothelzellen iiber den
Transkriptionsfaktor Ets-1 (E26 transformation specific sequence) [176], liber den auch
Scherspannung wirkt [177] (s. Abb. 4.). PAI-1 wird abhidngig vom zirkadianen Rhythmus
exprimiert und seine Transkription wird durch CLOCK-BMAL 1/2-Komplexe (circadian
locomotor output cycles kaput / brain and muscle ARNT-like 1/2) verstiarkt [178]. Es gibt auch
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Zusammenhinge zwischen dem Stoffwechsel und der PAI-1-Expression. LDL, VLDL und freie
Fettsduren (fFS) verstirken die PAI-1-Transkription. LDL wirkt {iber die Proteinkinase C,
VLDL iiber das VLDL-responsive Element im Promotor [179] und freie Fettsduren iiber SP1
[180]. Linolsdure erhoht iiber SMAD die PAI-1-abhingige Migration von Brustkrebszellen
[181]. Insulin kann iiber zwei verschiedene Signalwege die Transkription von PAI-1 sowohl
verstdrken als auch hemmen [182]. Fiir die Rolle von PAI-1 bei Tumoren ist interessant, dass
die Gen-Expression von PAI-1 durch Phorbolester, wic PMA, [183] gesteigert werden kann.
Hypoxie induziert PAI-1  iiber einen Tyrosin-Kinase-Signalweg in  aortalen
Rinderendothelzellen [184]. Dieser Mechanismus kdnnte auch in Tumoren von Bedeutung sein
[110]. EGF (epidermal growth factor) fordert die Tumorprogression und induziert die PAI-1-
Expression via Elk-1 (ETS-like transcription factor 1) [185]. PAI-1 wird auch von dem
Tumorsuppressor p53 reguliert, der direkt an den PAI-1-Promotor im Bereich von -160 bis -
139 bp relativ zum Transkriptionsstart bindet und die Transkription verstiarkt. Mutierte
Varianten von p53 haben weniger Effekt auf die Transkription von PAI-1, was interessant ist im

Hinblick auf die PAI-1-Expression in Tumorzellen, in denen p53 oft mutiert ist [186].
1.2.7 Der 4G/5G-PAI-1-Promotorpolymorphismus

Im PAI-1-Promotor existiert ein Polymorphismus bei -675, also 675 bp upstream von dem
Startpunkt der Transkription aus gesehen. Der 4G/5G-Polymorphismus (rs1799889) ist ein
biallelischer Insertions-Deletions-Polymorphismus und gehort zu den SNPs (single nucleotid
polymorphisms). Entweder folgen vier (4G-Allel) oder fiinf Guaninbasen (5G-Allel)
aufeinander [187].

5°- CACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGGG - 3°
4G Allel

5°- CACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGGGG - 3°

5G Allel T

-675
Abb. 5: Der 4G/5G-PAI-1-Promotorpolymorphismus, entdeckt durch Dawson et al. [187].

Wihrend sowohl das 4G- als auch das 5G-Allel in HepG2-Zellen einen Aktivator binden
konnen, kann nur das 5G-Allel einen Repressor binden [187, 188]. Allerdings konnten andere
Studien, z. T. an anderen Zelllinien, dies nicht bestétigen [189, 190]. Eriksson und seine
Arbeitsgruppe zeigten einen Einfluss des 4G/5G-Polymorphismus auf die basale
Transkriptionsaktivitit in HepG2-Zellen. Sie war bei Vorliegen des 4G-Allels im Gegensatz
zum 5G-Allel gesteigert [188]. Andere Arbeitsgruppen demonstrierten an HepG2-Zellen keine
allelbedingte Differenz in der basalen Transkriptionsaktivitdt [187, 189—191]. Viele Gruppen
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belegten aber eine allelabhidngige PAI-1-Transkription unter verschiedenen Stimuli. IL-1, ein
Botenstoff der Akute-Phase-Reaktion, steigerte die PAI-1-Transkription in HepG2-Zellen, wenn
das 4G-Allel vorlag. Dies tat es nicht oder weniger, wenn das 5G-Allel vorlag [187, 192].
Ebenso verhielt es sich mit Angiotensin Il in Endothelzellen [193], VLDL in Endothelzellen
[194], BMAL/CLOCK in Fibroblasten der Niere [195] und USF-1 (upstream stimulatory factor-
1/2) in Mastzellen [190]. In Adipozyten war die USF-1-abhéingige PAI-1-Transkription
unabhingig vom 4G/5G-Polymorphismus [191]. Die Regulation der PAI-1-Expression durch
den 4G/5G-Polymorphismus scheint also abhéingig von verschiedenen Stimuli bzw.
Transkriptionsfaktoren und vom Zelltyp zu sein.

Eine Zunahme des PAI-1-Plasmalevels vom 5G/5G- iiber den 4G/5G- zum 4G/4G-Genotyp
wurde mehrfach bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen beschrieben [187, 188, 196,
197]. Zudem scheint der Polymorphismus auch die Relation von PAI-1-Leveln und
Umweltfaktoren zu beeinflussen, so zeigte sich beispielsweise in einer Untersuchung ein
Zusammenhang zwischen PAI-1-Leveln und Cholesterol nur fiir Patienten mit dem 5G/5G-
Genotyp [198]. Der Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem PAI-1-
Plasmalevel wurde wiederholt auch bei gesunden Probanden bzw. in bevdlkerungsbasierten
Studien beobachtet [188, 198—-201]. Andere Untersuchungen konnten dies jedoch nicht belegen
[202, 203]. Allerdings hat der 4G/5G-Polymorphismus einen eher geringen Anteil an der
interindividuellen Variabilitit des PAI-1-Levels von etwa 1%, wihrend z.B. die
Insulinresistenz etwa 20% der interindividuellen Variabilitdt des PAI-1-Levels bedingt [199,
200]. Das 4G-Allel ist in der weilen Bevolkerung Europas und der USA geringfiigig haufiger
als das 5G-Allel. Die Verteilung ist ungefdhr 4G: 54%, 5G: 46%. Der heterozygote Genotyp ist
der hiufigste mit einem Anteil von ca. 50% gefolgt vom 4G/4G-Genotyp mit ca. 30% und dem
5G/5G-Genotyp mit ca. 20% [188, 198, 201]. Eine groBe bevilkerungsbasierte Studie belegte
keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Allelverteilung zwischen weilen und

schwarzen US-Amerikanern [200].

1.2.8 Die klinische Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus fiir kardiovaskulire

Erkrankungen und Malignome insbesondere fiir das Ovarialkarzinom

Der 4G/5G-Polymorphismus ist bei diversen Erkrankungen von Bedeutung [204]. Er beeinflusst
u. a. das Auftreten von IgE-vermittelten Allergien [205], den Verlauf einer Sepsis [206] und das
Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen [207]. Patienten mit koronarer Herzerkrankung zeigen
hiufig einen erhohten PAI-1-Plasmalevel [208], der auch von prognostischer Bedeutung ist
[209]. Eine schwedische Fallkontrollstudie mit jungen Ménnern zeigte, dass der 4G/4G-
Genotyp verglichen mit den anderen Genotypen die Chance, einen Myokardinfarkt zu erleiden,

mehr als verdoppelte [188]. Wahrend einige Autoren dies bestitigten [196], demonstrierten
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andere keinen Zusammenhang [200, 210]. Eine Metaanalyse von 37 Studien ergab lediglich
eine minimale Risikoerhhung fiir einen Myokardinfarkt von 1,04 (95% KI [1,00-1,09]) pro
vorhandenem 4G-Allel [211]. Das Uberleben nach Myokardinfarkt [212] oder das Ausmaf
einer Restenose [213] beeinflusst der 4G/5G-Polymorphismus nicht. In der Subgruppe von
Patienten ohne Diabetes oder Hyperlipiddmie war das 4G-Allel jedoch in einer Untersuchung
mit einem erhdhten Reinfarktrisiko verkniipft [214]. Der PAI-1-Plasmalevel korreliert auch mit
den Faktoren des metabolischen Syndroms [215]. Diese variieren ihn starker als der 4G/5G-
Polymorphismus [216]. Der 4G/4G-Genotyp ist mit etwas hoheren Werten fiir Blutdruck, BMI,
Triglyzeride [217], Glukose und tendenziell auch Insulin assoziiert [218]. Andere Autoren
konnten dies nicht bestitigen [219]. Insulinresistenz erhoht das Herzinfarktrisiko
interessanterweise besonders stark beim Vorliegen des 4G/4G-Genotyps [197]. Fiir den
ischdmischen Schlaganfall zeigten sich fiir das 4G-Allel risikoerhdhende [220] und
risikomindernde Effekte [221]. Eine Metaanalyse von 22 Studien konnte keine Assoziation des
4G/5G-Polymorphismus mit dem Schlaganfallrisiko belegen [222]. Moglicherweise hat PAI-1
bei dieser Erkrankung sowohl schiitzende als auch schidigende Eigenschaften [207]. Auf die
Prognose von Schlaganfallpatienten hat der 4G/5G-Polymorphismus keinen Einfluss [223, 224].
PAI-1 ist hdufig erhoht bei Patienten mit gestorter Fibrinolyse und vendsen Thrombosen [225].
Wihrend einige Autoren fiir deren Bildung keine Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus
demonstrierten [210, 226], belegten andere eine Risikominderung durch das 5G-Allel [227].
Zwel Metaanalysen zeigten, dass das 4G-Allel ein milder Risikofaktor fiir die Entstehung
vendser Thrombosen ist [228], v. a. in Kombination mit anderen thrombophilen Mutationen
[229]. Die Rezidivrate vendser Thrombosen ist unabhingig vom 4G/5G-Polymorphismus [226,
230]. Eine kleine Studie wies allerdings nach, dass bei Patienten mit persistierenden vendsen
Thromben hiufig hohe PAI-1-Plasmalevel und das 4G-Allel vorliegen [231].

Da der 4G/5G-Polymorphismus die Expression von PAI-1 mitbestimmt und PAI-1 durch seinen
Einfluss auf die Zellmigration, Invasivitit und Angiogenese fiir die Tumorprogression von
Bedeutung ist, wurde dieser Polymorphismus schon in Bezug auf verschiedene Malignome
untersucht. Der 4G/5G-Polymorphismus spielt u. a. eine Rolle fiir das hepatozelluldre Karzinom
[232], das Endometriumkarzinom [233] und das Mammakarzinom [234]. Zum letztgenannten
gibt es die meisten Untersuchungen. Allerdings waren die Ergebnisse teilweise widerspriichlich.
Weniger untersucht ist der Einfluss des 4G/5G-Polymorphismus auf den Verlauf oder die
Inzidenz des Ovarialkarzinoms. Bisher liegen zwei Studien vor, die den 4G/5G-
Polymorphismus von Patientinnen mit Ovarialkarzinom und gesunden Probandinnen

vergleichen, ohne signifikante Unterschiede zu demonstrieren [235, 236].
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2 Zielstellung

Es gibt viele Hinweise darauf, dass PAI-1 die Tumorprogression bei vielen Malignomen
beeinflusst, wie z.B. beim Mammakarzinom, aber auch beim Ovarialkarzinom. Mehrere
Studien in vitro und in vivo demonstrierten, dass sich der 4G/5G-Polymorphismus auf die PAI-
1-Expression und den PAI-1-Plasmalevel auswirkt. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen
moglichen Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der Inzidenz, der
Prognose und einigen klinisch-pathologischen Faktoren des Ovarialkarzinoms zu untersuchen
und so einen Beitrag zur Erforschung der Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus beim
Ovarialkarzinom zu leisten. Die Assoziation eines Allels bzw. eines Genotyps des 4G/5G-
Polymorphismus mit einer hoheren Erkrankungschance konnte zur Identifizierung einer
Risikogruppe und moglicherweise zur Fritherkennung eines Ovarialkarzinoms durch gezielte
Screening-Untersuchungen beitragen. Zudem konnte die Feststellung eines Einflusses des
4G/5G-Polymorphismus auf den Krankheitsverlauf moglicherweise eine Anpassung der

individuellen Therapie ermdglichen.
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3 Material und Methodik

3.1 Substanzen und Gerite

Chemikalien

Agarose Agarose Serva, Standard EEO, Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Ammoniumacetat AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Borséure Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

BslI-Restriktionsenzym
NEBuffer 3
Chloroform

EDTA

Ethanol 70 Vol-%
Isopropanol 100 Vol-%
NP 40

NaCl

PCR-Primer

Phenol
Phenol-Chloroform
Proteinase K

RNase A

SDS

Tris Base

Wasser

GoTaq Green Mastermix 2x

Puffer-Zusammensetzung

New England BioLabs (NEB), Frankfurt/Main, Deutschland
New England BioLabs

AppliChem

AppliChem

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth

AppliChem

AppliChem

MWG-Eurofin, Ebersberg, Deutschland

AppliChem

AppliChem

Roche, Mannheim, Deutschland

Promega, Madison, USA

AppliChem

Carl Roth

Ampuwa, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Promega

NEBuffer 3 von Bsll

5x TBE- Puffer

Proteinase-K-Puffer

GoTaq Green Mastermix

100 mM NacCl; 50 mM Tris-HCL; 10 MgCl,; 1 mM DTT;
pH 7,9

54 g Tris Base; 27,5 g Borsdure; 20 ml EDTA (ad 1000 ml
deionisiertes Wasser; pH 8,0)

50 mM Tris (pH 7,6), 25 mM EDTA, 0,5% NP 40 und 0,5%
SDS

GoTaq®-DNA-Polymerase in 2x Green GoTaq Reaction
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Geriite

Buffer (pH 8,5) je 400 pM dATP, dGTP, dCTP, dTTP;
3mM MgCly; enthdlt zwei Farbstoffe zur ungefdhren
Beurteilung der DNA-Auftrennung

Geldokumentationssystem

Elektrophoresekammer
Inkubationswasserbad
Inkubator

Kiivetten 100 pl

Magnetriihrer

Mikrowellengerit
PCR-Gerit
Pipettierhilfe Pipettboy
Schiittler
Spannungsgerét
Spectrophotometer
Thermometer
UV-Transilluminator

Vortexer

Waage Scaltec SPB62
Zentrifuge 13000 RPM

Intas Modular, Royal Biotech GmbH, Potsdam, Deutschland
Whatman Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hellma, Miillheim, Deutschland

Heidolph MR 3000, Heidolph Instruments GmbH und
Co. KG, Schwabach, Deutschland

Bosch, Stuttgart, Deutschland

T Gradient, Biometra GmbH

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Hyper Shaker, neoLap, Heidelberg, Deutschland

Standard Power Pack P25, Biometra GmbH

Ultrospec 1000, Pharmacia Biotech, Deutschland

Carl Roth

Typ NU-72, Carl Roth

Heidolph REAX 2000, Heidolph Instruments GmbH und
Co. KG, Schwabach, Deutschland

Scaltec Instruments GmbH, Géttingen, Deutschland

Biofuge pico, Kendro Laboratory Products, Langenselbold,

Deutschland
Zentrifuge 6000 RPM Micro Centrifuge, Carl Roth
Gebrauchswaren
Glaswaren Fisherbrand, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Pipetten Eppendorf AG, Deutschland
Pipettenspitzen Eppendorf AG, Deutschland; MultiGuard Barrier Tips,

1,5 ml und 2,0 ml Tubes
0,2 ml Thermo-Strip
Handschuhe

Sorenson, BioScience, Inc, Allentown, USA
Eppendorf AG, Deutschland

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
Latexhandschuhe, Transatlanti Handelsgesellschaft
Stolpe und Co. GmbH, Wehrheim, Deutschland;
Nitratex Nitrile, Ansell, Miinchen, Deutschland
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Primer Richtung Primersequenz Linge

PAI-BsiY1-Forwl  vorwarts 5"-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3" 22b
PAI-BsiY1-Forw3 vorwarts 5'-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGTGGGGG-3” 27b
PAI-BsiY1-Rev rickwiarts 5-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3’ 21b

DNA-Ladder pUC Mix Marker 8, Fermentas
Ladder 50 bp DNA Ladder, New England Biolaps
O’Gene Ruler 1 kb DNA Ladder ready to use, Invitrogen

Ovarzelllinien

Efo 27, OAW, Efo 21,

SKOV, OVCar Humanes Adenokarzinom des Ovars

A 2780 Humanes Karzinom des Ovars

HOSE Humanes immortales Epithel des Ovars
Es2 Humanes klarzelliges Karzinom des Ovars
PA-1 Humanes Teratokarzinom des Ovars

32 Das Patienten- und das Kontrollkollektiv

3.2.1 Das Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv bestand aus 104 Patientinnen mit Ovarial-, Peritoneal- oder
Tubenkarzinom, die sich im Zeitraum von 1999 bis 2008 im Universititsklinikum Halle (Saale)
vorgestellt hatten. Es wurden nur Patientinnen rekrutiert, bei denen das Datum der
Diagnosestellung des Ovarialkarzinoms bekannt war und von denen Blut zur Bearbeitung zur
Verfiigung stand. Bei 75 Patientinnen, die im Universitdtsklinikum Halle therapiert wurden,
beurteilte das Institut fiir Pathologie der medizinischen Fakultdt der Universitit Halle-
Wittenberg die Tumoren. Weitere 15 Patientinnen stellten sich erst zur Therapie der
Primérerkrankung vor, bzw. zur Therapie einer Progression oder eines Rezidivs oder um eine
Zweitmeinung einzuholen. Die restlichen 14 Patientinnen stellten sich bei bekanntem
Ovarialkarzinom unabhingig von ihrer malignen Erkrankung vor. Bei den beiden
letztgenannten Gruppen lagen nur unzureichende klinisch-pathologische Daten vor, sodass die
Subgruppenanalyse in dieser Arbeit ausschlieBlich mit den Patientinnen durchgefiihrt wurde, bei
denen der histologische Befund durch das Institut fiir Pathologie der Medizinischen Fakultét der
Universitdt Halle-Wittenberg festgestellt oder bestétigt wurde. Lediglich zur Berechnung der
Erkrankungschance und der Altersverteilung in Abhdngigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus
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wurden alle Patientinnen eingeschlossen. Die Datenerhebung erfolgte retrospektiv durch
Akteneinsicht. Das Blut der Ovarialkarzinom-Patientinnen wurde im Zeitraum von 1999 bis
2008 abgenommen und asserviert. Das Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung lag
zwischen 23 und 89 Jahren. Das Durchschnittsalter betrug 61 (60,8) Jahre (Standartabweichung
o = 11,7). Bei den 75 Patientinnen, deren Tumorhistologie in Halle bestimmt wurde, betrug das
Durchschnittsalter 61,5 Jahre (Standartabweichung ¢ = 12,2). Bei den in Halle bestimmten
Tumorhistologien handelte es sich um 62 (82,7%) primdre Ovarialkarzinome, neun (12,0%)
primdre Peritonealkarzinome und vier (5,3%) primdre Tubenkarzinome. Wegen ihrer
gemeinsamen embryologischen Herkunft aus dem Zolomepithel wurden auch das primire
Peritoneal- und Tubenkarzinom zu der Gruppe der Ovarialkarzinome gerechnet. Die
tiberwiegende Anzahl der Ovarialkarzinome (64 von 75, 85,3%) hatte eine serdse Histologie.
Von den verbleibenden Tumoren waren sechs (8,0%) endometrioid, zwei (2,7%) klarzellig,
zwei (2,7%) transitionalzellig und eins (1,3%) gemischtzellig (s. Tab. 2). Bei nur neun (12,0%)
Patientinnen wurde ein frithes Stadium des Ovarialkarzinoms (FIGO I-1IA) diagnostiziert, bei
den anderen 66 (88,0%) Patientinnen ein fortgeschrittenes Stadium (FIGO IIB-1V) (s. Tab. 3).
Da die Daten fiir die TNM-Klassifikation nicht vollstindig waren, erfolgte diesbeziiglich keine
gesonderte Auswertung. Bei 73 Patientinnen wurde der Aszites-Status dokumentiert. Von
diesen Patientinnen konnte bei 50 (68,5%) mindestens 500 ml Aszites nachgewiesen werden,
bei 23 (31,5%) kein Aszites oder weniger als 500 ml. Bei 64 Patientinnen lagen Daten zum
Grading des Tumors vor. Bei sieben (10,9%) Patientinnen war der Tumor gut differenziert (G1),
bei 18 (28,1%) Patientinnen mittelgradig (G2) und bei 39 (60,9%) Patientinnen gering
differenziert (G3). Von den 75 Patientinnen, deren Tumorhistologie im Institut fiir Pathologie
der Universitdt Halle-Wittenberg beurteilt wurde, wurden 68 Patientinnen einer platinhaltigen
Chemotherapie unterzogen. Bei 56 von lhnen lagen Informationen iiber den weiteren Verlauf
vor. Diese wurden beziiglich ihres rezidivfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens
untersucht. Bei insgesamt 39 (69,6%) dieser 56 Patientinnen wurde ein Rezidiv, bzw. Progress
oder Tod durch das Ovarialkarzinom nachgewiesen. Insgesamt starben 36 (64,3%) der 56
Patientinnen. Das durchschnittliche Follow-up betrug 51 Monate, das kiirzeste Follow-up 14
Monate und das ldngste Follow-up 149 Monate. Von den 56 Patientinnen, bei denen
Informationen zum weiteren Verlauf vorlagen, wurden 25 (44,6%) Patientinnen ohne Resttumor
operiert, bei 31 (55,4%) Patientinnen lag postoperativ ein Tumorrest vor, bzw. erfolgte keine

Operation.
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Tab. 2: Ubersicht iiber die Patientencharakteristika

Anzahl der einbezogenen

Variable Patientinnen Haufigkeit
Alter 104

23-89 Jahre

Durchschnitt 60,8 Jahre; Median 62 Jahre

Valide klinisch-pathologische Daten 75

Ursprungsort

Priméres Ovarialkarzinom 62 82,7%
Priméres Peritonealkarzinom 9 12,0%
Priméres Tubenkarzinom 4 5,3%
Histologie

Seros 64 85,3%
Endometrioid 6 8,0%
Klarzellig 2 2,7%
Transitionalzellig 2 2,7%
Gemischtzellig 1 1,3%
FIGO-Stadium

Friihes Stadium (FIGO I-11A) 9 (davon 4 serds) 12,0%
Fortgeschrittenes Stadium (FIGO IIB-1V) 66 (davon 60 serds) 88,0%
Aszites 73

<500 ml 23 (davon 19 serds) 31,5%
>/=500 ml 50 (davon 43 serds) 68,5%
Grading 64

Gl 7 (davon 6 serds) 10,9%
G2 18 (davon 16 seros) 28,1%
G3 39 (davon 34 serds) 60,9%
Uberlebensanalyse 56

Rezidiv 39 69,6%
Tod 36 64,3%
Resttumor 31 55,4%
Tab. 3: Verteilung der FIGO-Stadien

FIGO-Stadium | IA 1B IC A 1IB Inc 1A ImB IIC v
Patientinnen ‘ 3 0 6 0 4 2 3 38 19
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3.2.2 Das Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv bestand aus 157 Frauen ohne bekannte Tumorerkrankung. Es setzt sich
zusammen aus 81 Blutspenderinnen und 76 Patientinnen mit einer urogyndkologischen
Erkrankung. Das Durchschnittsalter und der Altersmedian der Kontrollgruppe waren mit 59,5
Jahren bzw. 60 Jahren dem des Ovarialkarzinompatienten-Kollektivs (60,8 Jahre bzw. 62 Jahre)
dhnlich. Die Proben des Kontrollkollektivs wurden im Zeitraum von 2001 bis 2008 im

Universitétsklinikum Halle (Saale) abgenommen und asserviert.
3.3 Untersuchungsmaterial

Die DNA fiir die Untersuchung des 4G/5G-Polymorphismus wurde aus dem Blut der
Patientinnen und Probandinnen isoliert. Ein positives Votum der Ethikkommission der
medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg fiir diese Untersuchung
lag vor. Das Material der Patientinnen und Kontrollprobandinnen mit einer urogynédkologischen
Erkrankung wurde bis zur Bearbeitung bei -80 °C kryokonserviert. Die Buffy Coat-Schichten
der Blutspenden wurden bei -20 °C aufbewahrt und =ziigig bearbeitet. Bereits isolierte

Leukozyten, Buffy Coat und Vollblut standen als Untersuchungsmaterial zur Verfiigung.
3.4  Isolierung genomischer DNA
3.4.1 DNA-Isolierung aus Leukozyten

Zur DNA-Isolierung aus Leukozyten wurden die Zellen mit 400 pl Proteinase-K-Puffer, der mit
15 ul Proteinase K (20 mg/ml in TE-Puffer geldst) versetzt war, fiir drei Stunden bei 56 °C
inkubiert. Um die angedauten Proteine zu entfernen, wurde der nun homogenen viskdsen
Losung das gleiche Volumen Phenol zugesetzt. Das Gemisch wurde vorsichtig drei Minuten
geschwenkt und die proteinhaltige Phenol-Phase von der DNA-haltigen wissrigen Phase durch
Zentrifugieren in einer Mikrofuge bei 13000 g fiir drei Minuten getrennt. Die DNA-haltige
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal tliberfiihrt. Es folgten zwei weitere Extraktionen mit
einem Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1) und Chloroform allein, um
restliches Protein und Phenol zu entfernen. Zur Féllung der DNA wurde erst ein Drittel des
Volumens an 10 M Ammoniumacetat (NH4Ac) hinzugefiigt, dann das Doppelte des nun
bestehenden Volumens an 100%igem Isopropanol. Durch Schwenken des Gemisches fiel die
DNA aus. Fiir eine vollstdndige Fallung wurde das Gemisch iiber Nacht bei -20 °C inkubiert.
Die DNA wurde anschlieBend durch 20-miniitiges Zentrifugieren bei 4 °C bei 13000 g
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 100 pl 70%igem Ethanol
gewaschen, kurz zentrifugiert, das Ethanol vorsichtig entfernt und das Pellet dann 10-

15 Minuten an der Luft getrocknet. Dann wurde die DNA in 10 pl sterilem Wasser oder TE-
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Puffer {iber Nacht bei 4 °C gelost. AnschlieBend wurden die Proben mit 2 ul RNase (10 mg/ml)
fiir zehn Minuten bei 37 °C inkubiert.

3.4.2 DNA-Isolierung aus Vollblut und Buffy Coat

Die DNA-Isolierung aus Vollblut und Buffy Coat wurde mit Hilfe des Wizard Genomic
Purification Kit der Firma Promega nach Herstellervorschrift durchgefiihrt.

300 ul EDTA-versetztes Blut oder Buffy Coat wurden mit 900 ul Erythrozyten-lysierender
Losung versetzt und die Suspension vorsichtig fiinf- bis sechsmal gewendet. Die Mischung
wurde zehn Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und in dieser Zeit zwei- bis dreimal
gewendet. Die Leukozyten wurden durch Zentrifugieren bei 13000 g fiir 20 Sekunden pelletiert.
War das Pellet noch rétlich, wurde die Lyse der Erythrozyten so oft wiederholt, bis das Pellet
weill war. Zur Lyse der Leukozyten wurde das Pellet kriftig gevortext. Dann wurden 300 pl
kernlysierende Losung zugegeben und die Mischung fiinf- bis sechsmal in einer Pipette
hochgezogen, wodurch die Losung viskoés wurde. Bei sichtbarem Debris wurde die Mischung
eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert und ggf. weitere 100 pl kernlysierende Losung zugegeben.
Die RNA wurde dann durch Zugabe von 1,5 ul RNase-Losung (4 mg/ml) und Inkubation bei
37°C fir 15Minuten verdaut. Die Proteine wurden durch Zugabe von 100 pl
Proteinfallungslosung, 10-20 Sekunden Vortexen und anschlieBendes Zentrifugieren bei
13000 g bei Raumtemperatur fiir drei Minuten entfernt. Zur DNA-Fillung wurde der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefdl mit 300 pl Isopropanol iiberfiithrt. Die DNA-Féllung und -Lésung

wurde dann wie im vorherigen Abschnitt beschrieben durchgefiihrt.
3.5 DNA-Konzentrationsmessung

Die DNA-Konzentration wurde mittels Spektralphotometrie ermittelt. Das Prinzip beruht auf

der Absorption von Licht (Extinktion E) in Fliissigkeiten, wobei gilt:

I
E= log—o
Iy

Ip = Eintrittsintensitit des Lichtes [W/m?]; I, = Austrittsintensitit [W/m?]

Nach dem Lambert-Beer-Gesetz kann die Konzentration des gelosten Stoffes aus der Intensitit

des ein- und austretenden Lichtes wie folgt berechnet werden:

¢ = Konzentration der zu analysierenden Substanz [mol/l]; € = spezifischer molarer Extinktionskoeffizient [cm*/mol];

d = Schichtdicke der Losung in der Kiivette [cm]
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Die Konzentration der DNA wurde in einer Quarzkiivette bei 260 nm gemessen. Messungen
wurden auch bei 230 nm (Absorptionsminimum der DNA), bei 280 nm (Absorptionsmaximum
von Proteinen) und bei 330 nm (nahezu keine Absorption von DNA) durchgefiihrt. Von der
Extinktion bei 260 nm wurde die Extinktion bei 330 nm subtrahiert. Eine DNA-Lsung mit
einer Extinktion von 1 enthilt ~ 50 pg/ml DNA. Die DNA-Konzentration [DNA] in pg/ml von

einer unbekannten DNA-L6sung lasst sich also wie folgt berechnen:
[DNA] pg/ml = E ¢ - Verdiinnungsfaktor - 50 pg/ml

Der Quotient der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm (E,q /E»50) erlaubt eine Einschétzung der
Reinheit der DNA. Der Wert sollte bei 1,8 liegen. Niedrigere Werte weisen auf eine
Kontamination mit Proteinen hin. Der Quotient der Extinktionen bei 260 nm und 230 nm
(E260/E230) zeigt an, ob Verunreinigungen, wie EDTA, in der Probe vorhanden sind. Die Werte

sollten zwischen 2,0 und 2,2 liegen.

3.6 PCR

Die von Mullis und Faloona erfundene PCR (polymerase chain reaction) ist eine Methode zur
Vermehrung von bekannten spezifischen DNA-Abschnitten [237]. Drei Phasen
unterschiedlicher Dauer und Temperatur werden zyklisch wiederholt:

1. die Denaturierung der DNA zu Einzelstringen bei ca. 95 °C; 2. die Anlagerung von zwei
spezifischen Primern, einem Vorwiérts- und einem Riickwérts-Primer, bei 50-70 °C (Primer sind
synthetische Oligonukleotide, die meist aus 18-30 Nukleotiden bestehen und deren
Basensequenz komplementdr zu der Zielsequenz der zu vermehrenden DNA ist.); 3. die
eigentliche DNA-Synthese bei ca. 72 °C durch eine thermostabile DNA-Polymerase, wie z. B.
die Tag-Polymerase. Durch Wiederholung der Schritte in einem Thermocycler steigt die Menge
des spezifischen DNA-Abschnitts exponentiell an, begrenzt durch die Menge an vorhandenen
Primern und dNTPs.

Es wurden 2,0 pl steriles Wasser mit 1,0 pl Primer PAI-BsiY 1-Forwl oder PAI-BsiY 1-Forw3
(Kontrolle), 1,0 ul Primer PAI-BsiY1-Rev, 6,0 ul 2x Go Taq Mastermix und 2,0 ul DNA
(50 ng/pul) gemischt. Der verwendete Go Taq Mastermix enthélt bereits die Nukleotide und die
DNA-Polymerase, eine Hot-start Tag-Polymerase, die durch einen Antikorper inhibiert und erst
durch hohe Temperaturen aktiviert wird. Dies soll die Vermehrung von Sequenzen, an die sich
Primer bei niedrigen Temperaturen unspezifisch anlagern kdnnen, verhindern. Fiir jede DNA-
Probe wurde die PCR mit dem PAI-BsiY1-Forw1- und PAI-BsiY 1-Forw3-Primer durchgefiihrt.
AuBerdem wurde ein Negativansatz ohne DNA mitgefiihrt. Die PCR wurde anlehnend an die
von den Arbeitsgruppen um Margaglione [238] und Alvarez-Millan [239] beschriebenen
Protokolle durchgefiihrt und durch die Doktorandin Ute Benesch in unserem Labor etabliert
(PCR-Einstellungen s. Tab. 4).
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Tab. 4: PCR-Einstellungen

Vorgang Temperatur Dauer
Hot Start 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing 60 °C 1 min
Synthese 72 °C 2 min
Stopp 4°C

3.7  Genotypisierung und DNA-Restriktion

Zur Genotypisierung der 4G/5G-polymorphen Sequenz im PAI-1-Promotor wurden zwei
verschiedene  Vorwirtsprimer (PAI-BsiY1-Forwl und PAI-BsiY1-Forw3) und ein
Riickwiartsprimer (PAI-BsiY 1-Rev) benutzt. Beide Vorwértsprimer erkennen eine Sequenz in
unmittelbarer Ndhe der 4G/5G-polymorphen Sequenz. In beiden Vorwirtsprimern ist ein
Adenin durch Cytosin ersetzt, um den 5-terminalen Teil der Erkennungssequenz, also CC, fiir
das Restriktionsenzym Bsll (BsiY1) zu erzeugen. Denn bei Vorliegen eines GG-Dinukleotids
im Abstand von sieben Nukleotiden von CC in 3'-Richtung schneidet Bsll die DNA. Dies ist
bei Benutzung des PAI-BsiY1-Forwl-Primers nur dann der Fall, wenn ein 5G-Allel vorliegt.
PCR-Produkte mit einem 4G-Allel werden also nicht geschnitten. Beim PAI-BsiY1-Forw3-
Primer ist die BslI-Sequenz bereits in der Primersequenz enthalten. Er erzeugt also kiinstlich ein
PCR-Produkt mit dem 5G-Allel. Daher werden PCR-Produkte, die mit dem PAI-BsiY 1-Forw3-
Primer entstehen, immer durch Bsll geschnitten und dienen als positive Kontrolle.

Bsll schneidet seine Erkennungssequenz wie folgt:
sense-strand: 5°...CCNNNNN | NNGG ...3’, antisense-strand: 3"...GGNN | NNNNNCC... 5’

Bei Vorliegen eines 5G-Allels wird ein 100bp-PCR-Fragment erzeugt, das in zwei Fragmente
geschnitten wird, welche 23 bp und 77 bp lang sind. Liegt ein 4G-Allel vor, entsteht ein 99bp-
Fragment, das nicht geschnitten wird (s. Abb. 6). Bei einem heterozygoten 4G/5G-Genotyp
findet man drei Fragmente: ein 99bp-, ein 77bp- und ein 23bp-Fragment. Fiir den Verdau mit
dem Restriktionsenzym Bsll wurden 6 pul PCR-Produkt mit 3,5 ul Wasser und 0,5 ul Bsll
(5 Units) versetzt und fiir eine Stunde bei 55 °C inkubiert. Zur Kontrolle wurden weitere 6 ul

PC R-Produkt mit Puffer ohne Enzym inkubiert.
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CACAGAGAGAGTCTGG CACGT

CACAGAGAGAGTCTGG CACGT

Abb. 6: PCR-Produkte, wenn der Primer PAI-BsiY1-Forw1 benutzt wurde; gelb: Sequenz des Forwérts-Primers PAI-
BsiY1-Forwl, pink: Cytosin, welches das Adenosin des natiirlichen DNA-Stranges ersetzt, um ein kiinstliches CC-
Dinukleotid zu erzeugen, welches Teil der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms BslI ist, griin: 4G/5G-
Polymorphismus, blau: komplementére Sequenz zum Riickwirtsprimer PAI-BsiY 1-Rev, Querstrich: Schnittstelle von
BslI

3.8  Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Fragmente erfolgte mittels einer DNA-Elektrophorese in einem 2,1%igen
Agarosegel. Da im Go Taq Mastermix bereits Ladungspuffer enthalten ist, konnten die Proben
direkt in die Gel-Slots pipettiert werden. DNA-Gréfenmarker, z. B. der pUC Mix Marker 8§,
dienten zur Beurteilung der FragmentgroBen. Die Proben wurden in 0,5 x TBE-Puffer
45 Minuten bei 160 Volt elektrophoretisch separiert. AnschlieBend wurde das Gel unter
Verwendung von 2 pg/ml Ethidiumbromid 20 Minuten auf einem Schiittler in einem Volumen
von 300 ml 0,5 x TBE-Puffer gefarbt und das Gel kurz mit TBE-Puffer gewaschen. Die DNA-
Banden wurden mit Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert (s. Abb. 7).

- Patienten-
proben
Zelllinien
100 bp—

Abb. 7: Die Genotypen des 4G/5G-Polymorphismus. Vier Slots pro Probe. Slot 1: PAI-BsiY1-Forwl1-Primer (F1)
unverdaut; Slot 2: PAI-BsiY 1-Forw1-Primer (F1) verdaut mit Bsll; Slot 3: PAI-BsiY1-Forw3 (F3) unverdaut; Slot 4:
PAI-BsiY1-Forw3 (F3) geschnitten durch Bsll. Der F3-Primer enthélt bereits die komplette Erkennungssequenz des
Restriktionsenzyms und erlaubt daher eine vollstindige Spaltung des PCR-Produkts durch das Enzym unabhéngig
vom Genotyp. Dies diente zur positiven Kontrolle.
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3.9  Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS 20.0 (Statistical Package for the Social
Sciences). Zur Berechnung der Erkrankungschance in Abhédngigkeit vom Genotyp oder der
Allelpositivitit wurden Odds Ratios und 95%-Konfidenzintervalle mittels logistischer Modelle
kalkuliert. Unterschiede in der Héufigkeit der Genotypen und Allele zwischen Fillen und
Kontrollen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet. Wenn der Chi-Quadrat-Test nicht
sinnvoll war, d.h. mindestens eine Zelle in der Tabelle der erwarteten Haufigkeiten einen Wert
< 5 enthielt, wurde der ANOVA-Test verwendet und mit ihm die Mittelwerte der verschiedenen
Gruppen (Genotypen oder Allele) verglichen. Die Verteilung der Allele, also die
Allelpositivitit, wurde fiir beide Allele einzeln untersucht. Patientinnen mit mindestens einem
4G-Allel (4G/4G-Genotyp und 4G/5G-Genotyp) wurden mit den Patientinnen ohne 4G-Allel
(5G/5G-Genotyp) verglichen. Zusitzlich wurden Patientinnen mit mindestens einem 5G-Allel
(5G/5G- und 4G/5G-Genotyp) mit den Patientinnen ohne 5G-Allel (4G/4G-Genotyp)
verglichen. Mit dem Kruskal-Wallis-Test wurde die Altersverteilung im Untersuchungskollektiv
in Abhingigkeit vom Genotyp oder der Allele beurteilt. Fiir die Beurteilung eines moglichen
Einflusses des Genotyps oder der Allele auf das rezidivfreie und das Gesamtiiberleben wurde
die Kaplan-Meier-Methode verwendet. Die Uberlebenskurven wurden mit dem Log-Rank-Test
verglichen. Als signifikant galten p-Werte <0,05. Zur Berechnung des Hardy-Weinberg-
Equilibriums wurde die DeFinetti-Software genutzt. Diese ist kostenlos auf der Homepage des
Instituts fiir Humangenetik der Technischen Universitdt Miinchen und des Helmholtz-Zentrums

(http://ihg.gsf.de) verfiigbar.

27



4 Ergebnisse

4.1  Der 4G/5G-Polymorphismus und die Chance an einem Ovarialkarzinom zu

erkranken

Die Verteilung der Genotypen des 4G/5G-Polymorphismus der Patienten wurde mit der
Verteilung der Genotypen der Kontrollpersonen verglichen (s. Tab. 5 und Tab. 6). Im gesamten
Patientenkollektiv hatten tendenziell mehr Patientinnen den 4G/5G-Genotyp (55,8%) und
weniger Patientinnen den 4G/4G- oder 5G/5G-Genotyp als Probandinnen der Kontrollgruppe
(49,1%). Daher hatten Frauen mit dem 4G/5G-Genotyp auch tendenziell eine ca. 1,3-fach (95%
KI [0,638-2,469]) groflere Chance, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken. Diese Tendenzen
waren jedoch statistisch weder bei der Untersuchung der Genotypen, noch des 4G- oder 5G-
Allels signifikant. Die Allelfrequenz, also die relative Héaufigkeit der Allele, betrug im
Patientenkollektiv 0,55 fir das 4G-Allel und 0,45 fiir das 5G-Allel. Die Allelfrequenz in der
Kontrollgruppe war 0,56 fiir das 4G-Allel und 0,44 fiir das 5G-Allel. Die Allelfrequenzen
unterschieden sich nicht signifikant. Beide Gruppen waren im Hardy-Weinberg-Equilibrium
(HWE) (s. Tab. 5).

Tab. 5: Genotypen, Allele und Allelfrequenzen des 4G/5G-Polymorphismus im gesamten Patientenkollektiv, im
Teilkollektiv mit bekannten klinisch-pathologischen Faktoren und im Kontrollkollektiv

Gesamtes Kollektiv mit Kontrollen
Patienten- bekannten klinisch- N=157
kollektiv pathologischen
N =104 Faktoren N =75
4G/4G 28 (26,9%) 20 (26,7%) 50 (31,8%)
Genotyp 4G/5G 58 (55,8%) 39 (52,0%) 77 (49,1%)
5G/5G 18 (17,3%) 16 (21,3%) 30 (19,1%)
Mind. ‘ein 4G-Allel | g6 (37 794 59 (78,7%) 127 (80,9%)
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
positivitit  Mind. ein 5G-Allel , \ \
(5G/5G + 4G/5G) 76 (73,1%) 55 (73,3%) 107 (68,2%)
el Anzahl der 4G-Allele | 114 (0.59) 79 (0.53) 177 (0.56)
frequenz Anzahl der 5G-Allele 94 (0,45) 71 (0,47) 137 (0,44)
HWE p-Wert p =0,603 p=20,710 p=0,970

Tab. 6: Chancenverhéltnis (OR = odds ratio) an einem Ovarialkarzinom zu erkranken in Abhéngigkeit vom 4G/5G-
Polymorphismus

OR [95% KI] p-Wert

4G/4G vs. 5G/5G 0,933 [0,443-1,967] 0,856
Genotyp

4G/5G vs. 5G/5G 1,255 [0,638-2,469] 0,510

Mind. ein 4G-Allel vs. kein 4G-Allel 1.129 [0 592-2 152] 0.713
Allel- (4G/4G + 4G/5G vs. 5G/5G) ’ ’ ’ ’
positivitit Mind. ein 5G-Allel vs. kein 5G-Allel

(5G/5G + 4G/5G vs. 4G/4G) 1,268 [0,733-2,194] 0,395
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4.2 Der 4G/5G-Polymorphismus im Patientenkollektiv und im Teilkollektiv

In dem Teilkollektiv (N=75) mit bekannten klinisch-pathologischen Faktoren trugen mit 52,0%
weniger Patientinnen den heterozygoten 4G/5G-Genotyp (Gesamtkollektiv: 55,8%) und mit
21,3% mehr Patientinnen den homozygoten 5G/5G-Genotyp (Gesamtkollektiv 17,3%) als im
Gesamtkollektiv, wihrend der Anteil des homozygoten 4G/4G-Genotyps ungefahr gleich grof3
war (s. Tab. 5). Die Unterschiede zwischen dem Teil- und dem Gesamtkollektov waren
statistisch nicht signifikant (p = 0,784). Auch fiir die Verteilung der Allele zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied (s. Tab. 6). Im Teilkollektiv betrugen die Allelfrequenzen
0,53 fiir das 4G-Allel und 0,47 fiir das 5G-Allel. Es war ebenfalls im Hardy-Weinberg-
Equilibrium (s. Tab. 5).

4.3 Das serdse und das nicht-serdse Ovarialkarzinom und der 4G/5G-

Polymorphismus

Von den 75 Ovarialkarzinomen mit bekannten klinisch-pathologischen Faktoren (Teilkollektiv
in Tab. 5) waren 64 ser6s und elf nicht ser6s. Wahrend Patientinnen mit einem serésen
Ovarialkarzinom eine &hnlich hohe Hiufigkeit des 4G/5G-Genotyps zeigten wie die
Kontrollgruppe (51,5% vs. 49,1%), war der 4G/5G-Genotyp bei Patientinnen mit nicht-serésem
Ovarikarzinom etwas hdufiger (54,5%). Letztere hatten besonders hédufig den 5G/5G-Genotyp
(36,4%). In der kleinen Gruppe der elf Patientinnen mit nicht-serdsem Ovarialkarzinom hatten
die Patientinnen tendenziell aber statistisch nicht signifikant haufiger das 5G-Allel (s. Tab. 7)
als Patientinnen mit serosem Ovarialkarzinom (p = 0,158). Letztere hatten ungefahr genauso
haufig das 4G-Allel wie die Kontrollen und tendenziell hiaufiger das 4G-Allel als Patientinnen
mit einem nicht-serdsen Ovarialkarzinom (p = 0,193).

Tab. 7: Der 4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen mit serdsem und nicht-serésem Ovarialkarzinom und bei den
Kontrollen

Pat. mit serésem Pat. mit nicht- p-Wert | Kontrollen
Ovarialkarzinom serdsem N=157
N =064 Ovarialkarzinom
N=11
4G/4G 19 (29,7%) 1 (9,0%) 50 (31,8%)
Genotyp 4G/5G 33 (51,5%) 6 (54,5%) 77 (49,1%)
5G/5G 12 (18,8%) 4 (36,4%) 0,245 30 (19,1%)
Mind. ein 4G-Allel
Allel- (4G/4G + 4G/5G) 52 (81,3%) 7 (63,6%) 0,193 127 (80,9%)
positivitit Mind. ein 5G-Allel o o N
(5G/5G + 4G/5G) 45 (70,3%) 10 (90,9%) 0,158 107 (68,2%)
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4.3.1 Die Chance an einem serosen und nicht-serdsen Ovarialkarzinom zu erkranken

in Abhidngigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der Chance, an
einem serdsen Ovarialkarzinom zu erkranken, gezeigt werden; das Chancenverhéltnis war hier
stets sehr nahe der eins (s. Tab. 8). Im Gegensatz dazu scheint nach den erhobenen Daten die
Chance, an einem nicht-ser6sen Ovarialkarzinom zu erkranken, fiir eine Frau mit einem 5G/5G-
Genotyp im Vergleich einer Frau mit einem 4G/4G-Genotyp tendenziell mehr als sechsfach
(1: 0,150) hoher zu sein. Leider konnte dieser Befund aufgrund der geringen Probenzahl von elf
Patientinnen statistisch nicht abgesichert werden (95% KI [0,016-1,406]).

Tab. 8: Chancenverhiltnis (OR) an einem Ovarialkarzinom mit serdser und mit nicht-seréser Histologie zu erkranken
in Abhéngigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus

Ovarialkarzinom Ovarialkarzinom
mit seroser Histologie mit nicht-seroser Histologie
OR [95% KI] p-Wert OR [95% KI] p-Wert
4G/4G vs. 5G/5G 0,950 [0,405-2,229] 0,906 0,150 [0,016-1,406] 0,097
4G/5G v s. 5G/5G 1,071 [0,489-2,346] 0,863 0,584 [0,154-2,218] 0,430

Mind. ein 4G-Allel vs. kein 4G-Allel || 474 10487-2,152] 0,951 0,413 [0,114-1,504] 0,180
(4G/4G + 4G/5G vs. 5G/5G)
Mind. ein 5G-Allel vs. kein 5G-Allel

(5G/5G + 4G/5G vs. 4G/4G) 1,107 [0,588-2,084] 0,753 4,673 [0,582-37,511] 0,147

4.4  Das FIGO-Stadium und der 4G/5G-Polymorphismus

Bei neun Patientinnen wurde ein frithes (IA-IIA) und bei 66 Patientinnen ein fortgeschrittenes
FIGO-Stadium (IIB-1V) diagnostiziert (s. Tab. 9). In der kleinen Gruppe mit frithem FIGO-
Stadium hatten tendenziell mehr Patientinnen das 5G-Allel, also einen 4G/5G- (66,7%) oder
5G/5G-Genotyp (22,2%) als Patientinnen mit fortgeschrittenem FIGO-Stadium und Kontrollen.
Das 4G-Allel kam hingegen in beiden Subgruppen ungefihr gleich hdufig vor. Die statistische
Untersuchung ergab keine signifikante Assoziation der Genotypen, des 4G- oder des 5G-Allels
mit dem FIGO-Stadium.

Tab. 9: Der 4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen mit frithem und fortgeschrittenem FIGO-Stadium und bei den
Kontrollen

Pat. mit friihem Pat. mit fortgeschr. p-Wert | Kontrollen
FIGO-Stadium FIGO-Stadium N=157
(IA-IIA)N=9 (IIB-1V) N = 66
4G/4G 1(11,1%) 19 (28,8%) 50 (31,8%)
Genotyp  4G/5G 6 (66,7%) 33 (50,0%) 77 (49,1%)
5G/5G 2 (22,2%) 14 (21,2%) 0,519 | 30(19,1%)
Mind. ein 4G-Allel 7 (77,8%) 52 (78,8%) 0,946 | 127 (80,9%)
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
POSItIVItAt  nping ein 5G-Allel
¢ 0, 0, o,
(5G/5G + 4G/5G) 8 (88,9%) 47 (71,2%) 0,267 | 107 (68,2%)
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4.4.1 Das FIGO-Stadium beim serosen Ovarialkarzinom und der 4G/5G-

Polymorphismus

Da die histologischen Typen des Ovarialkarzinoms moglicherweise verschiedenen Ursprungs
sind [8], erscheint es sinnvoll, die verschiedenen Histologien und ihren Zusammenhang mit dem
4G/5G-Polymorphismus getrennt zu betrachten. Leider war nur die Gruppe der 64 Patientinnen
mit serosem Ovarialkarzinom gro genug, um sie gesondert zu untersuchen. In dieser
Subgruppe hatten lediglich vier Patientinnen ein frithes FIGO-Stadium (IA-ITA) und 60
Patientinnen ein fortgeschrittenes FIGO-Stadium (IIB-IV). Bei Patientinnen mit ser0sem
Ovarialkarzinom lag das das 4G-Allel (also der 4G/4G- und 4G/5G-Genotyp) tendenziell
haufiger im fortgeschrittenen (83,3%) als im frithen FIGO-Stadium (50,0%, p = 0,101) vor. Die
geringe GroBe dieser Gruppe (vier Personen) muss bei der Interpretation beriicksichtigt werden.

Tab. 10: Der 4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen mit serdsem Ovarialkarzinom im frithen und fortgeschrittenen
FIGO-Stadium und bei den Kontrollen

Pat. mit serosem  Pat. mit serosem p-Wert | Kontrollen
Ovarialkarzinom Ovarialkarzinom N=157
mit frithem mit fortgeschr.
FIGO-Stadium FIGO-Stadium
(-ITA)N=4 (IIB-1V) N =60
4G/4G 1 (25,0%) 18 (30,0%) 50 (31,8%)
Genotyp 4G/5G 1 (25,0%) 32 (53,3%) 77 (49,1%)
5G/5G 2 (50,0%) 10 (16,7%) 0,251 30 (19,1%)
Mind. ein 4G-Allel 2 (50,0%) 50 (83,3%) 0,101 | 127 (80,9%)
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
POSItivVItAt  nfing. ein 5G-Allel
¢ 0, 0, 0
(5G/5G + 4G/5G) 3 (75,0%) 42 (70,0%) 0,835 107 (68,2%)

4.5  Aszites und der 4G/5G-Polymorphismus

Bei 50 Patientinnen konnte mindestens 500 ml Aszites nachgewiesen werden und bei 23 kein
Aszites oder weniger als 500 ml. Patientinnen ohne Aszites hatten tendenziell, jedoch statistisch
nicht signifikant, hdufiger das 5G-Allel (82,6%), also den 4G/5G- oder 5G/5G-Genotyp, als
Patientinnen mit Aszites (68,0%, p = 0,194) oder Frauen der Kontrollgruppe.

Tab. 11: Der 4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen ohne und mit Aszites und bei den Kontrollen

Pat. ohne Aszites Pat. mit Aszites p-Wert | Kontrollen
N=23 N=50 N =157
4G/4G 4(17,3%) 16 (32,0%) 50 (31,8%)
Genotyp 4G/5G 13 (56,5%) 24 (48,0%) 77 (49,1%)
5G/5G 6 (26,1%) 10 (20,0%) 0,423 | 30(19,1%)
Mind. ein 4G-Allel 17 (73,9%) 40 (80,0%) 0,559 | 127 (80,9%)
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
POSitiVitit g ein 5G-Allel
¢ 0, 0, o,
(5G/5G + 4G/5G) 19 (82,6%) 34 (68,0%) 0,194 | 107 (68,2%)
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4.5.1 Die Chance an einem Ovarialkarzinom mit und ohne Aszites zu erkranken in

Abhingigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus

Der allgemeine Entstehungsmechanismus von malignem Aszites ist bekannt. Um besser zu
verstehen, warum jedoch ein Ovarialkarzinom Aszites verursacht und ein anderes nicht, wurde
hier untersucht, ob ein Zusammenhang besteht zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der
Chance, an einem Ovarialkarzinom mit bzw. ohne Aszites zu erkranken. Die Chance, an einem
Ovarialkarzinom ohne Aszites zu erkranken, war fiir Frauen mit 5G-Allel tendenziell, wenn
auch statistisch nicht signifikant, ca. 2,2-fach hoher als fiir Frauen ohne 5G-Allel (95% KI
[0,718-6,866]). Zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der Chance, an einem
Ovarialkarzinom mit Aszites zu erkranken, zeigte sich kein Zusammenhang (s. Tab. 12).

Tab. 12: Chancenverhéltnis (OR) an einem Ovarialkarzinom ohne und mit Aszites zu erkranken in Abhéngigkeit vom
4G/5G-Polymorphismus.

Ovarialkarzinom Ovarialkarzinom
ohne Aszites mit Aszites
OR [95% KI] p-Wert OR [95% KI] p-Wert
4G/4G vs. 5G/5G 0,400 [0,104-1,533] 0,181 0,960 [0,386-2,386] 0,930
4G/5G vs. 5G/5G 0,844 [0,294-2,425] 0,753 0,953 [0,400-2,187] 0,877

Mind. ein 4G-Allel vs. kein 4G-Allel 1 669 [0,243-1,842] 0,437  0,945[0,425-2,101] 0,889
(4G/4G + 4G/5G vs. 5G/5G)

Mind. ein 5G-Allel vs. kein 5G-Allel
(5G/5G + 4G/5G vs. 4G/4G)

2,220[0,718-6,866] 0,166 0,993 [0,502-1,965] 0,984
4.5.2  Aszites beim serdsem Ovarialkarzinom und der 4G/5G-Polymorphismus

Bei 62 der 64 Patientinnen mit serésem Ovarialkarzinom war der Aszites-Status bekannt. Auch
wenn Patientinnen ohne Aszites tendenziell hdufiger das 5G-Allel (78,9%), also den 5G/5G-
oder 4G/5G-Genotyp, hatten als Patientinnen mit Aszites (65,1%) und Kontrollen (68,2%),

konnte diese Tendenz statistisch nicht gesichert werden (s. Tab. 13).

Tab. 13: Der 4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen mit serdsem Ovarialkarzinom ohne und mit Aszites und bei
den Kontrollen

Pat. mit serosem  Pat. mit serosem p-Wert | Kontrollen
Ovarialkarzinom Ovarialkarzinom N=157
ohne Aszites mit Aszites
N=19 N=43
4G/4G 4 (21,1%) 15 (34,9%) 50 (31,8%)
Genotyp 4G/5G 10 (52,6%) 21 (48,8%) 77 (49,1%)
5G/5G 5(26,3%) 7 (16,3%) 0,475 30 (19,1%)
Mind. ein 4G-Allel | 14 (73 70 36 (83,7%) 0365 | 127 (80,9%)
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
POSIiVItAt  niing. ein 5G-Allel
¢ 0, 0, 0
(5G/5G + 4G/5G) 15 (78,9%) 28 (65,1%) 0,284 | 107 (68,2%)
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4.5.3 Die Chance an einem serosen Ovarialkarzinom mit und ohne Aszites zu

erkranken in Abhédngigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus

Tendenziell, wenn auch statistisch nicht signifikant, hatten Frauen mit dem 4G/4G-Genotyp
eine etwa halb so grofle Chance, an einem serdosen Ovarialkarzinom ohne Aszites zu erkranken,
wie Frauen mit dem 5G/5G-Genotyp (s. Tab. 14) (OR=0,480; 95% KI [0,119-1,928]) und
tendenziell eine ca. 1,3-fach hohere Chance, an einem serdsen Ovarialkarzinom mit Aszites zu
erkranken (95% K1 [0,471-3,512]).

Tab. 14: Chancenverhédltnis (OR) an einem Ovarialkarzinom mit serdser Histologie ohne und mit Aszites zu
erkranken in Abhdngigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus

Ovarialkarzinom mit seroser Ovarialkarzinom mit seroser

Histologie ohne Aszites Histologie mit Aszites

OR [95% KI] p-Wert OR [95% KI] p-Wert
4G/4G vs. 5G/5G 0,480 [0,119-1,928] 0,301 1,286 [0,471-3,512] 0,624
4G/5G vs. 5G/5G 0,779 [0,246-2,469] 0,672 1,169 [0,450-3,034] 0,749

Mind. ein 4G-Allel vs. kein 4G-Allel | 661 [0,221-1,979] 0,460  1.215[0,493-2,994] 0,672
(4G/4G + 4G/5G vs. 5G/5G)

Mind. ein 5G-Allel vs. kein 5G-Allel

(5GI5G + 4G/5G vs, 4G/4G) 1,752[0,553-5,550] 0,340 0,872 [0,428-1,777] 0,707

4.6  Das Grading und der 4G/5G-Polymorphismus

Bei 64 Patientinnen lagen Daten zum histologischen Grading vor (s.Tab. 15). Aufgrund der
geringen Anzahl der G1- und G2-Tumoren wurden diese zusammengefasst, wie es schon in
anderen Studien beschrieben wurde [149]. Die Patientinnen mit einem G1- oder G2-Tumor
hatten tendenziell hdufiger den 4G/5G-Genotyp (56,0%) als Patientinnen mit einem G3-Tumor
(48,7%, p = 0,850) oder die Kontrollen (49,1%). Die statistische Untersuchung zeigte jedoch
sowohl fiir die Genotypen als auch fir das 4G- und 5G-Allel keinen signifikanten
Zusammenhang mit dem Grading des Ovarialkarzinoms.

Tab. 15: Verteilung der Genotypen und Allele des 4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen mit G1- oder G2-Tumor
und mit G3-Tumor und bei den Kontrollen

Pat. mit G1- Pat. mit G3- p-Wert Kontrollen
oder G2-Tumor Tumor N=157
N=25 N=39
4G/4G 6 (24,0%) 11 (28,2%) 50 (31,8%)
Genotyp 4G/5G 14 (56,0%) 19 (48,7%) 77 (49,1%)
5G/5G 5(20,0%) 9 (23,1%) 0,850 30 (19,1%)
Mind. ein 4G-Allel | 50 (30 0o4) 30 (76,9%) 0,776 | 127 (80,9%)
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
POsSitivitit  nping. ein 5G-Allel
¢ 0, o o,
(5G/5G + 4G/5G) 19 (76,0%) 28 (71,8%) 0,715 107 (68,2%)
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4.6.1 Das Grading beim serdsen Ovarialkarzinom und der 4G/5G-Polymorphismus

Bei 56 der 64 Patientinnen mit seroser Histologie war das Grading bekannt. Hier hatten
Patientinnen mit serésem Ovarialkarzinom mit einem G1- oder G2-Tumor tendenziell haufiger
das 5G-Allel (72,7%) als Patientinnen mit einem serésen G3-Tumor (67,6%). Diese Tendenz
lieB3 sich jedoch nicht statistisch absichern (p = 0,693) (s. Tab. 16).

Tab. 16: Verteilung der Genotypen und Allele des 4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen mit serdsem
Ovarialkarzinom und mit G1- oder G2-Tumor und mit G3-Tumor und bei den Kontrollen

Pat. mit serosem  Pat. mit serosem p-Wert | Kontrollen
Ovarialkarzinom Ovarialkarzinom N=157
mit G1- oder G2- mit
Tumor G3-Tumor
N=22 N=34
4G/4G 6 (27,3%) 11 (32,6%) 50 (31,8%)
Genotyp 4G/5G 11 (50,0%) 16 (47,1%) 77 (49,1%)
5G/5G 5(22,7%) 7 (20,6%) 0,924 30 (19,1%)
Mind. ein 4G-Allel 17 (77,3%) 27 (79,4%) 0,852 | 127 (80,9%)
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
POSItiVItAt  nfing  ein 5G-Allel
¢ 0, 0, 0
(5G/5G + 4G/5G) 16 (72,7%) 23 (67,6%) 0,693 107 (68,2%)

4.7  Das Alter bei Diagnosestellung und der 4G/5G-Polymorphismus

Das Alter der Patientinnen bei Diagnosestellung in den verschiedenen Genotypgruppen wurde
verglichen. Es wurden alle Patientinnen (N=104) in dieser Analyse beriicksichtigt. Der Median
und das arithmetische Mittel des Alters der Patientinnen nahmen, bei grofer Streuung der
Werte, tendenziell leicht vom 5G/5G- iiber den 4G/5G- zum 4G/4G-Genotyp zu. Auch der
mittlere Rang im Kruskal-Wallis-Test zeigte diese Tendenz (p = 0,638). Beim Kruskal-Wallis-
Test wurden Rangplitze fiir das Alter der Patientinnen vergeben und Rangplatzsummen
gebildet, gruppiert nach Genotypen oder Vorhandensein des 4G- bzw. des 5G-Allels. Hier
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (s. Tab. 17 und Abb. 8).

Tab. 17: Alters-Mittelwerte und Alters-Mediane der Patientinnen und mittlere Range des Kruskal-Wallis-Tests

Alter Alter Mittlerer Rang im  p-Wert
(arith. Mittel) (Median) Kruskal-Wallis-Test
N =104

4G/4G 62,0 Jahre 64,5 Jahre 56,6
Genotyp 4G/5G 60,8 Jahre 61,5 Jahre 51,8

5G/5G 59,3 Jahre 59,5 Jahre 48,3 0,638
Allel- Mind. ein 4G-Allel | ¢ 5 japre 62,5 Jahre 53,4 0,516

Mind. ein 5G-Allel

(5G/5G + 4G/5G) 60,4 Jahre 61,0 Jahre 51,0 0,399
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Abb. 8: Boxplots fiir das Alter in Abhéngigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus fiir das gesamte Patientenkollektiv und
fiir Patientinnen mit ser6sem Ovarialkarzinom

4.7.1 Das Alter bei Diagnosestellung der Patientinnen mit serésem Ovarialkarzinom

und der 4G/5G-Polymorphismus

Wie im Gesamtkollektiv waren Patientinnen mit einem 5G/5G-Genotyp oder 4G/5G-Genotyp
auch in der Subgruppe mit serdsem Ovarialkarzinom tendenziell jiinger als Patientinnen mit
einem 4G/4G-Genotyp. Auch der mittlere Rang im Kruskal-Wallis-Test zeigte eine dhnliche
Tendenz. Es scheint, dass tendenziell Frauen mit einem 5G-Allel frither an einem serdsen
Ovarialkarzinom erkranken als Frauen mit einem 4G-Allel. Allerdings konnte statistisch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem Erkrankungs-
bzw. Diagnosealter gesichert werden, weder fiir die Genotypen noch fiir das 4G- oder das 5G-

Allel (s. Tab. 18).
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Tab. 18: Alters-Mittelwerte und Alters-Mediane der Patientinnen mit serdsem Ovarialkarzinom und mittlere Range
des Kruskal-Wallis-Tests

Alter Alter Mittlerer Rang  p-Wert
(arith. Mittel) (Median) im Kruskal-
der Pat. mit der Pat. mit Wallis-Test der
serosem serosem Pat. mit serosem
Ovarial- Ovarial- Ovarialkarzinom
karzinom karzinom N =64
4G/4G 62,8 Jahre 69,0 Jahre 36,5
Genotyp 4G/5G 60,3 Jahre 61,0 Jahre 30,7
5G/5G 59,5 Jahre 62,5 Jahre 31,2 0,529
Mind. ein 4G-Allel 61,2 Jahre 64,5 Jahre 32,8 0,790
Allel- (4G/4G + 4G/5G)
POSItiVitit  njindg. ein 5G-Allel
(5G/5G + 4G/5G) 60,1 Jahre 61,0 Jahre 30,8 0,261

4.8  Der 4G/5G-Polymorphismus und die Prognose des Ovarialkarzinoms

Bei der Untersuchung, ob eine Assoziation zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem
Krankheitsverkauf der Patientinnen in Bezug auf das rezidivfreie Uberleben und das
Gesamtiiberleben besteht, wurde als Rezidiv zusétzlich zum Rezidiv selbst auch ein Progress
und der Tod durch das Ovarialkarzinom gewertet. Nur die 56 Patientinnen, die eine platinhaltige
Chemotherapie erhielten und iber die valide Follow-up-Daten vorlagen, wurden

eingeschlossen.
4.8.1 Die Prognose und der 4G/5G-Polymorphismus im Patientenkollektiv

Von den 56 eingeschlossenen Patientinnen hatten 39 ein Rezidiv und 36 verstarben. Die 3-
Jahres-Uberlebensrate (3-JUR) fiir das rezidivfreie Uberleben betrug 50% fiir den 4G/4G-
Genotyp, 32% fiir den 4G/5G-Genotyp und 35% fiir den 5G/5G-Genotyp. Die 5-JUR fiir das
rezidivfreie Uberleben war 42% fiir den 4G/4G-Genotyp und 36% fiir den 5G/5G-Genotyp. Die
letzte Patientin mit dem 4G/5G-Genotyp wurde zwei Monate vor Abschluss der fiinf Jahre
zensiert. (Die Rate fiir das rezidivfreie Uberleben nach 58 Monaten fiir den 4G/5G-Genotyp
betrug 20%.) Fiir das Gesamtiiberleben betrug die 3-JUR 57% fiir den 4G/4G-Genotyp, 83% fiir
den 4G/5G-Genotyp und 73% fiir den 5G/5G-Genotyp. Die 5-JUR fiir das Gesamtiiberleben lag
bei 43% fir den 4G/4G-Genotyp, 48% fiir den 4G/5G-Genotyp und 34% fiir den 5G/5G-
Genotyp.

Der Verlauf der Uberlebenskurven lisst vermuten, dass Patientinnen mit dem 4G/5G-Genotyp
tendenziell das kiirzeste rezidivfreie Uberleben haben (s. Abb. 9). Die Kurven des rezidivfreien
Uberlebens unterscheiden sich erst zu einem spiten Zeitpunkt nach Primérdiagnose, sodass sich
der Genotyp nur auf Patientinnen auswirken konnte, die iiber einen langen Zeitraum kein

Rezidiv bekamen. Die Kurven des Gesamtiiberlebens verliefen sehr nah beieinander. Im Log-
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Rank Test liel sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem rezidivfreien

Uberleben / Gesamtiiberleben und den Genotypen, dem 4G- oder dem 5G-Allel demonstrieren.
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Abb. 9: Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientinnen, die eine platinhaltige Chemotherapie
erhalten haben, in Abhéngigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus

4.8.2 Die Prognose und der 4G/5G-Polymorphismus stratifiziert nach der Histologie

51 der 56 Patientinnen hatten ein serdses Ovarialkarzinom. Die Kurvenverldufe dhneln aufgrund
der groBen Uberschneidung sehr stark den oben gezeigten und waren ohne statistisch
signifikante Unterschiede. Sie sind daher nicht extra aufgefiihrt. Nur fiinf Patientinnen hatten
ein nicht-seroses Ovarialkarzinom, sodass eine Beschreibung und Darstellung der

Kurvenverldufe nicht sinnvoll war.
4.8.3 Die Prognose und der 4G/5G-Polymorphismus stratifiziert nach FIGO-Stadium

Die Uberlebenskurven der Subgruppe der 51 Patientinnen mit fortgeschrittenem FIGO-Stadium
dhnelten ebenfalls sehr stark den nicht stratifizierten Kurven und unterschieden sich nicht

signifikant beziiglich der Genotypen, des 4G- oder 5G-Allels des 4G/5G-Polymorphismus.
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Daher werden sie hier nicht gezeigt. Die Subgruppe der Patientinnen mit frithem FIGO-Stadium

war mit nur fiinf Patientinnen so klein, dass keine weitere Untersuchung sinnvoll war.
4.8.4 Die Prognose und der 4G/5G-Polymorphismus stratifiziert nach Resttumor

Der postoperative Tumorrest gilt als der stirkste klinische Prognosefaktor [86]. Eine
Stratifizierung nach Resttumor erschien sinvoll, da die Arbeitsgruppe um Kuhn einen negativen
Einfluss der PAI-1-Expression im Ovarialkarzinom auf das Gesamtiiberleben der Patientinnen
mit FIGO-Stadium III ohne Resttumor zeigte [140] und erst spiter auch mit Resttumor [143].
Von den 25 Patientinnen ohne Resttumor hatten 13 Patientinnen ein Rezidiv und 13 verstarben.
Von den 31 Patientinnen mit Resttumor, bzw. ohne erfolgte Operation, hatten 26 Patientinnen
ein Rezidiv und 23 starben. In der Gruppe der 25 Patientinnen ohne Resttumor war der 4G/5G-
Genotyp tendenziell mit einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben assoziiert (p = 0,095). Die
Kurven der Allele lassen sich hiermit vereinbaren. Fiir das Gesamtiiberleben der Patientinnen

ohne Resttumor zeigte sich keine Assoziation mit dem 4G/5G-Polymorphismus (s. Abb. 10).
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Abb. 10: Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientinnen ohne Resttumor in Abhingigkeit vom
4G/5G-Polymorphismus
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In der Gruppe der 31 Patientinnen mit Resttumor wirkte sich das 4G-Allel tendenziell positiv

auf das rezidivfreie Uberleben aus (p = 0,390) (s. Abb. 11). Die statistische Priifung ergab aber

keine statistisch signifikanten Unterschiede fiir die Genotypen, das 4G- und das 5G-Allel. Die

Uberlebenskurven, die das Gesamtiiberleben der Patientinnen mit Resttumor in Abhingigkeit

von den Genotypen, dem 4G- oder 5G-Allel zeigten, verliefen ohne statistisch signifikante

Unterschiede sehr nah beieinander.
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Abb. 11: Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientinnen mit
4G/5G-Polymorphismus
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4.8.5 Die Prognose und der 4G/5G-Polymorphismus stratifiziert nach Aszites

Es konnten 54 Patientinnen in die Analyse einbezogen werden. Von den 38 Patientinnen mit

Aszites hatten 28 Patientinnen ein Rezidiv und 26 starben. Von den 16 Patientinnen ohne

Aszites hatten zehn ein Rezidiv und neun Patientinnen verstarben. Bei den Patientinnen ohne

Aszites war der 4G/5G-Genotyp tendenziell mit einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben

assoziiert (p = 0,172). Die Kurvenverldufe der Allele sind mit dieser Annahme vereinbar. Die

Kurven des Gesamtiiberlebens lassen ebenfalls tendenziell einen negativen Zusammenhang

zwischen dem 4G/5G-Genotyp und dem Gesamtiiberleben vermuten. Mit p = 0,361 konnte

statistisch jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und

dem Gesamtiiberleben gezeigt werden (s. Abb. 12).
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In der Gruppe der Patientinnen mit Aszites kdnnte man aufgrund des Kurvenverlaufs annehmen,
dass sich das 4G-Allel tendenziell positiv auf das rezidivfreie Uberleben auswirkt (s. Abb. 13).
Eine statistisch signifikante Assoziation konnte aber nicht demonstriert werden (p = 0,508). Die
Kurven des Gesamtiiberlebens verlaufen so nah beieinander, dass vermutlich kein
Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem Gesamtiiberleben besteht.
Auch statistisch konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kurven der Genotypen

oder der Allele gezeigt werden.
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4.8.6 Die Prognose und der 4G/5G-Polymorphismus stratifiziert nach Grading

Es konnten 51 Patientinnen in die Analyse einbezogen werden. Von den 20 Patientinnen mit

einem G1- oder G2-Tumor hatten 13 ein Rezidiv und zwolf Patientinnen verstarben. Von den

31 Patientinnen mit einem G3-Tumor hatten 21 Patientinnen ein Rezidiv und 20 starben. Bei

den Patientinnen mit einem G1- oder G2-Tumor war das 4G-Allel signifikant mit einem

kiirzeren rezidivfreien Uberleben assoziiert (p = 0,042) und tendenziell auch mit einem kiirzeren

Gesamtiiberleben (p = 0,128). Die Kurvenverldufe in Abhiangigkeit vom Genotyp und vom 5G-

Allel sind damit vereinbar. Zu beachten ist, dass die Patientengruppe, die kein 4G-Allel hatte,

mit nur drei Patientinnen sehr klein war (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Rezidivfreies Uberleben und Gesamtiiberleben der Patientinnen mit G1- oder G2-Tumor in Abhingigkeit
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Bei den Patientinnen mit einem G3-Tumor war im Gegensatz zu den Patientinnen mit G1- oder

G3-Tumor das 4G-Allel tendenziell mit einem lidngeren rezidivfreien Uberleben assoziiert

(p = 0,158). Die Kurvenverldufe in Abhingigkeit vom Genotyp und vom 5G-Allel sind damit

vereinbar. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus

und dem Gesamtiiberleben wurde in dieser Subguppe nicht deutlich (s. Abb. 15).
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4G/5G-Polymorphismus
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-PAI-1-
Promotorpolymorphismus und der Chance, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, untersucht.
AuBlerdem wurde das Auftreten der verschiedenen 4G/5G-Genotypen bzw. Allele in Relation
gesetzt zu bestimmten klinisch-pathologischen Faktoren und der Prognose. Die DNA-Isolierung
fiir die 4G/5G-Genotypisierung erfolgte aus Leukozyten, nicht aus Tumorgewebe, da die
Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus als Keimbahnmutation untersucht werden sollte und
nicht als eine somatische Mutation in Folge der Tumorentwicklung. Wie hdufig somatische
Mutationen an dieser Stelle des PAI-1-Promotors auftreten, ist wenig untersucht. Tiirkmen et al.
zeigten anhand von fiinf Patientinnen, dass die 4G/5G-Genotypen in Leukozyten und im
ovarialen Tumorgewebe gleich sind [235]. Auch beim Kolonkarzinom entsprechen sich die
4G/5G-Genotypen im gesunden und im Tumor-Gewebe [240], wihrend sie sich beim
Magenkarzinom in 10% [241] und beim Mammakarzinom in 5% unterscheiden [242]. Da zum
4G/5G-Polymorphismus beim Ovarialkarzinom erst zwei Studien vorliegen [235, 236], wird in
der Diskussion hiufig Bezug genommen auf den PAI-1-Plasmalevel, die PAI-1-Expression im
Ovarialkarzinom oder auf Karzinome anderer Entititen. Meist wird dabei das Mammakarzinom
diskutiert, das haufigste und diesbeziiglich am besten untersuchte Malignom der Frau, fiir das

PAI-1 von klinischer Bedeutung ist.

5.1 PAI-1 und die Inzidenz von Karzinomen insbesondere vom Ovarialkarzinom

Die Allelfrequenzen bei den Patientinnen (4G: 0,55; 5G: 0,45) und den Probandinnen in der
Kontrollgruppe (4G: 0,56; 5G: 0,44) in den hier untersuchten Kollektiven entsprachen in etwa
denen in anderen Studien mit gesunden Menschen von 4G: 0,56 und 5G: 0,44 [198] oder 4G:
0,54 und 5G: 0,46 [200]. Die Erkrankungschance fiir Frauen mit dem 4G/4G- und 5G/5G-
Genotyp unterschied sich kaum. Frauen mit dem 4G/5G-Genotyp hatten in unserer
Untersuchung tendenziell eine geringfligig (ca. 1,3-fach) hohere Chance, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken, als Frauen mit dem 5G/5G-Genotyp. Dieser leichte Anstieg war
statistisch aber nicht signifikant. Interessant ist dennoch, dass die Chance, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken, bei Tragerinnen des heterozygoten 4G/5G-Genotyps tendenziell
héher zu sein scheint als bei Trigerinnen einer der homozygoten Varianten. Auf diese
Beobachtung wird unter 5.7.1 ndher eingegangen. Zwei andere Studien konnten ebenfalls keine
signifikante Assoziation zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der Inzidenz des
Ovarialkarzinoms zeigen, weder in einer kleinen Untersuchung an 22 Patientinnen und 23
Kontrollen durch die Arbeitsgruppe um Tiirkmen [235], noch in einem groBen Kollektiv von
775 Patientinnen und 889 Kontrollen durch die Arbeitsgruppe um Bentov [236]. Beide Studien

isolierten den 4G/5G-Polymorphismus ebenfalls aus Blutzellen und nicht aus Tumorgewebe.

44



Tiirkmen et al. untersuchten nur diesen Polymorphismus mittels PCR und Sequenzierung.
Bentov et al. nutzten die MALDI-TOF-Massenspektrometrie, um mehrere Polymorphismen zu
bestimmen.

Wihrend sich beim 4G/5G-Polymorphismus, wie beschrieben, keine signifikanten Unterschiede
zwischen Patientinnen und gesunden Frauen zeigten, ist der Plasma-PAI-1-Level bei Frauen mit
Ovarialkarzinom hdher als bei gesunden Frauen oder Frauen mit benignen ovariellen Zysten
[147, 150, 243]. Kombiniert mit den Leveln von CA 125, HE4, Glycodelin, uPAR und CA 15-3
lasst sich mithilfe des PAI-1-Plasmalevels zwischen gesunden Frauen und Frauen mit
Ovarialkarzinom im frithen Stadium mit einer Sensitivitidt von 80,5% und einer Spezifitit von
96,5% unterscheiden. Fortgeschrittene Stadien werden noch besser erkannt. Allein untersucht,
erreichte man mit der PAI-1-Messung eine Sensitivitdt von 65,4% und eine Spezifitdt von
76,0% [244]. So erscheint beim Ovarialkarzinom der Plasma-PAI-1-Level in Kombination mit
anderen oben genannten Parametern aussagekriftiger als der 4G/5G-Polymorphismus.

Auch bei Frauen mit Mammakarzinom ist der PAI-1-Plasmalevel hoher als bei gesunden Frauen
[242]. Auch hier lieB der 4G/5G-Polymorphismus dagegen in den meisten Untersuchungen
keine Aussage beziiglich des Auftretens des Mammakarzinoms zu [242, 245-248]. Zwei
Studien deuten jedoch darauf hin, dass Patientinnen mit Mammakarzinom héaufiger das 4G-Allel
tragen als gesunde Probandinnen [249, 250]. Bei einigen Malignomen, wie bei hochgradigen
Gliomen [251], dem Magenkarzinom [252] oder dem Kolonkarzinom, zeigte sich ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der Inzidenz [253]. Jedoch zeigte
sich interessanter Weise beim Kolonkarzinom tendenziell, dass der heterozygote Genotyp mit
der geringsten Chance einherging, am Kolonkarzinom zu erkranken [254, 255]. Bei anderen
Tumoren erhdht das Vorliegen des 4G-Allels das Erkrankungsrisiko, so beim
Endometriumkarzinom [233, 256], beim hepatozelluliren Karzinom [232, 257], beim
Mundhoéhlenkarzinom [258-260] und tendenziell auch bei der aggressiven Fibromatose bei
Patienten mit familidrer adenomatdser Polyposis [261]. Dementgegen erhoht der 5G/5G-
Genotyp das Risiko, an einem familidren Prostatakarzinom zu erkranken [262].

Es scheint, dass eine Assoziation des 4G/5G-Polymorphismus mit dem Auftreten eines Tumors
nur fiir bestimmte Tumoren nachzuweisen ist, wobei keine einheitliche Zuordnung eines

bestimmten Genotyps oder Allels mit einer erhdhten Inzidenz moglich ist.
5.2 PAI-1 und die Karzinombhistologie

Der Anteil der serdsen Ovarialkarzinome war im hier untersuchten Patientenkollektiv etwas
hoher als in vergleichbaren publizierten Studien [7]. Keine der Patientinnen dieses Kollektivs
hatte einen muzindsen Tumor. Die verschiedenen histologischen Typen des Ovarialkarzinoms

werden von einigen Autoren als unterschiedliche Entititen betrachtet [263] und beeinflussen die

45



Prognose [81]. Leider war nur die Gruppe der serdsen Ovarialkarzinome gro3 genug, um sie als
Subgruppe separat zu betrachten.

Tendenziell hatten Patientinnen mit einem nicht-serdsen Ovarialkarzinom héufiger das 5G-Allel
als Patientinnen mit einem serdsen Ovarialkarzinom. Das 4G-Allel war bei Patientinnen mit
serdsem Ovarialkarzinom genauso hdufig wie bei den Kontrollen und tendenziell etwas haufiger
als bei Patientinnen mit nicht-ser6sem Ovarialkarzinom. Die Chance, an einem nicht-serésen
Ovarialkarzinom zu erkranken, war fiir den 4G/4G-Genotyp im Vergleich zum 5G/5G-Genotyp
tendenziell etwa sechsmal geringer, wenn auch nicht statistisch signifikant. Die Chance, an
einem ser0sen Ovarialkarzinom zu erkranken, war unabhingig vom 4G/5G-Polymorphismus.
Moglicherweise ist der 4G/5G-Polymorphismus demnach nur beim nicht-serdsen
Ovarialkarzinom von Bedeutung. Auch Bentov et al. konnten keinen Zusammenhang zwischen
dem 4G/5G-Polymorphismus und dem histologischen Typ des Ovarialkarzinoms nachweisen
[236]. Ebenso scheint die PAI-1-Expression in Ovarialkarzinomen unabhingig von der
Tumorhistologie zu sein [136, 138, 142, 148, 153, 264, 265].

Auch beim Mammakarzinom war die PAI-1-Expression im Tumorgewebe in den meisten
Studien unabhingig vom histologischen Typ [266-268]. Eine Studie zeigte hingegen, dass
duktale Mammakarzinome mehr PAI-1 exprimieren als lobuldre Karzinome [269]. Fiir den
4G/5G-Polymorphismus konnte beim Mammakarzinom, wie auch beim Ovarialkarzinom, keine

Assoziation mit dem histologischen Typ gezeigt werden [246].
5.3  PAI-1 und die Tumorprogression

Bei Diagnosestellung hatten 12% der Patientinnen unseres Kollektivs ein Ovarialkarzinom im
frithen FIGO-Stadium und 88% eines im fortgeschrittenen Stadium. Diese Zahlen weichen
etwas von den Angaben in der Literatur ab, wonach aber ebenfalls die Mehrheit (70%) im
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird [270]. Die Einteilung in ein frithes und ein
fortgeschrittenes FIGO-Stadium ist in der Literatur uneinheitlich. Wahrend in dieser Arbeit das
fortgeschrittene Stadium entsprechend den Vorgaben der AGO mit dem FIGO-Stadium IIB
festgelegt wurde, bezeichnen andere Autoren die Erkrankung erst ab dem FIGO-Stadium III als
fortgeschritten [138]. U. a. hierauf ist vermutlich der im Vergleich mit der Literatur grofBere
Anteil der Patientinnen in fortgeschrittenem Stadium in unserer Studie zuriickzufiihren.

Im untersuchten Kollektiv trat das 5G-Allel tendenziell hdufiger bei Patientinnen mit friihem als
bei Patientinnen mit fortgeschrittenem FIGO-Stadium auf. Beim serdsen Ovarialkarzinom war
entsprechend das 4G-Allel tendenziell hdufiger bei Patientinnen mit fortgeschrittenem als mit
frithem FIGO-Stadium. Aufgrund der geringen Patientenzahl mit serésem Ovarialkarzinom und
frithem FIGO-Stadium (N=4) ist diese Tendenz jedoch nur wenig aussagekriftig. Da diese

Tendenzen nicht statistisch abgesichert werden konnten, kann man aufgrund der vorliegenden
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Arbeit nicht sicher von einer Assoziation des 4G/5G-Polymorphismus mit dem FIGO-Stadium
ausgehen. Moglicherweise ist jedoch das 4G-Allel durch vermehrte PAI-1-Expression mit
einem aggressiveren Phéanotyp und stirkerer Tumorprogression des Ovarialkarzinoms assoziiert
als das 5G-Allel. Auch nimmt die PAI-1-Expression von normalem Ovarialgewebe iiber
Adenome, Borderline-Tumoren hin zu Ovarialkarzinomen und deren Metastasen zu [145, 146]
und korreliert also mit der Malignitit. Dennoch zeigt die iiberwiegende Zahl der Studien keine
Korrelation zwischen dem FIGO-Stadium und der PAI-1-Expression im Tumorgewebe von
Ovarialkarzinomen [136, 144, 148, 264, 265]. Einige zeigten eine positive Assoziation von
hohem Tumor-PAI-1 bzw. hohem PAI-1-Plasmalevel mit fortgeschrittenem Stadium [137, 142,
147]. Im Widerspruch dazu konnte eine Arbeitsgruppe in frithen FIGO-Stadien hiufiger eine
PAI-1-Expression beobachteten als in fortgeschrittenen [138]. Die Daten iiber die Rolle von
PAI-1 bei der Tumorprogression des Ovarialkarzinoms sind also nach wie vor uneindeutig.

Beim Mammakarzinom ist der PAI-1-Plasmalevel bei fortgeschrittenen Tumorstadien hdher als
bei niedrigen [242]. Die Daten iiber den Zusammenhang zwischen der PAI-1-Expression im
Tumorgewebe von Mammakarzinomen und dem Stadium sind widerspriichlich [271, 272]. In
mehreren Studien gab es keine Assoziation zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem
Stadium des Mammakarzinoms [246], beurteilt anhand des Nodalstatus und der Tumorgrofie
[242, 245]. Andere Autoren zeigten eine positive Assoziation des 4G/4G-Genotyps mit einem
fortgeschrittenem Tumorstadium, gemessen an Lymphknotenmetastasen [247] bzw.
TumorgroBBe [234]. Hingegen zeigte eine chinesische Studie interessanterweise eine positive
Assoziation des 5G/5G-Genotyps mit einem fortgeschrittenem Stadium des Mammakarzinoms
[248]. Fiir das Mundhohlenkarzinom wurden widerspriichliche Ergebnisse erzielt. Wahrend eine
Studie zeigte, dass Patienten in frithen Stadien hiufiger das 5G-Allel haben [260], deuten zwei
andere Studien darauf hin, dass ein fritheres Stadium hiufiger mit dem 4G-Allel assoziiert ist
[258, 259]. Beim Kolonkarzinom war der 4G/4G-Genotyp mit fortgeschrittenen Stadien
assoziiert [254], allerdings bestétigten andere Autoren dies nicht [253]. Patientinnen mit einem
Endometriumkarzinom hatten in fortgeschrittenen Stadien héaufiger das 4G- als das 5G-Allel
[233]. Kein Zusammenhang besteht zwischen dem Stadium des Prostata- und

Nierenzellkarzinoms und dem 4G/5G-Polymorphismus [262, 273, 274].

5.4 PAI-1 und Aszites

Bei 68% der Patientinnen im untersuchten Kollektiv wurde mindestens 500 ml Aszites
nachgewiesen. Bei Patientinnen mit serésem Ovarialkarzinom war die Haufigkeit an Aszites
dhnlich. Angaben zur Haufigkeit von Aszites beim Ovarialkarzinom schwanken in der Literatur
zwischen 34% und 85%, da teilweise die Grenze fiir das Vorliegen von Aszites niedriger als

500 ml angesetzt wurde oder nur fortgeschrittene FIGO-Stadien untersucht wurden [275, 276].
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Maligner Aszites entsteht durch verringerte Fliissigkeitsresorption aufgrund der Obstruktion der
Lymphbahnen durch maligne Zellen [277] und durch Vermehrung der intraabdominellen
Fliissigkeit aufgrund einer vergroBerten Filtrationsfliche durch Angiogenese im Ovarialtumor
und im Peritoneum und einer erhdhten Kapillarpermeabilitit mit konsekutiv vermehrt
auftretenden Proteinen in der Bauchhdhle, was zur Fliissigkeitsaufnahme in der Bauchhdhle
fiihrt [278]. Die erhohte Kapillarpermeabilitdt tritt im Rahmen der Tumorangiogenese auf und
wird verursacht durch Wachstumsfaktoren, die u. a. von malignen Zellen produziert werden,
wie VEGF oder TGF-B [278]. TGF-B aktiviert auch die Transkription von PAI-1 (s. Abb. 4)
[88], das bei physiologischen Leveln fiir die Tumorangiogenese benétigt wird [110] und so die
Aszitesbildung verstirken konnte. Beim Magenkarzinom fordert PAI-1 die Metastasierung und
die Aszitesbildung. Beides konnte durch PAI-1-mRNA-Interferenz im Mausmodell reduziert
werden [279].

Patientinnen mit dem 5G-Allel hatten tendenziell seltener Aszites und Frauen mit dem 5G-Allel
hatten tendenziell eine doppelt so hohe Chance, an einem Ovarialkarzinom ohne Aszites zu
erkranken, wie Frauen ohne 5G-Allel. Ahnliches zeigte sich auch bei gesonderter Betrachtung
der serosen Ovarialkarzinome. Tendenziell, wenn auch statistisch nicht signifikant, hatten
Frauen mit dem 4G/4G-Genotyp eine etwa halb so groBe Chance, an einem serdsen
Ovarialkarzinom ohne Aszites zu erkranken, wie Trigerinnen des 5G/5G-Genotyps und
tendenziell eine ca. 1,3-fach hohere Chance, an einem serésen Ovarialkarzinom mit Aszites zu
erkranken. Ein denkbarer Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der
Aszitesbildung beim Ovarialkarzinom wire, dass der 5G/5G-Genotyp zu einer geringeren PAI-
1-Expression im Tumor fithrt und mit einer geringeren Tumorangiogenese und Aszitesbildung
einhergeht und der 4G/4G-Genotyp hingegen iiber vermehrte PAI-1-Transkription und PAI-1-
geforderte Tumorangiogenese zur Aszitesentstehung beitrdgt. PAI-1 ist allerdings nur einer von
sehr vielen Faktoren, die die Tumorangiogenese mitbestimmen und wird selbst durch viele
Faktoren in der Transkription beeinflusst, sodass ein potenzieller Effekt des 4G/5G-
Polymorphismus moglicherweise durch andere stirkere Einfliisse, wie z.B. VEGF [280]
iiberdeckt werden konnte. Weitere Untersuchungen an einem groferen Kollektiv sind nétig, um
zu bestimmen, ob und wenn ja, welchen Einfluss der 4G/5G-Polymorphismus auf die Bildung
von Aszites hat. Bisher konnte aber zwischen dem Vorhandensein von Aszites und der PAI-1-
Expression im Tumorgewebe oder im Zystenfluid von Ovarialkarzinomen kein Zusammenhang
nachgewiesen werden [136, 140, 146, 148, 151]. Allerdings ist der PAI-1-Plasmalevel
postmenopausaler Patientinnen mit malignem Ovarialtumor mit Aszites hoher als der Level der
Patientinnen ohne Aszites [150]. Im Aszites selbst kann PAI-1 nachgewiesen werden. Die PAI-
1-Konzentration im Aszites ist bei Vorliegen eines malignen Ovarialtumors hoher als beim
Vorliegen eines benignen Ovarialtumors [150] oder einer alkoholischen Leberzirrhose [281].

Der Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und Aszites wurde scheinbar bei
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anderen Karzinomen, wie z.B. beim Leber-, Magen- oder Darmkarzinom, noch nicht

untersucht.
5.5  PAI-1 und das Grading

Einen gut differenzierten Tumor (G1) hatten 11% der Patientinnen des untersuchten Kollektivs,
einen G2-Tumor 28% und einen G3-Tumor 61%. Diese Verteilung dhnelt derjenigen in anderen
Studien [138, 282]. Die beobachtete Verteilung der verschiedenen 4G/5G-Genotypen im
untersuchten Kollektiv ldsst vermuten, dass Patientinnen mit einem G1- oder G2-Tumor
tendenziell haufiger heterozygot sind als Patientinnen mit einem G3-Tumor. In der Subgruppe
der Patientinnen mit serdser Histologie war das 5G-Allel tendenziell hdufiger bei Patientinnen
mit G1- oder G3-Tumor. Moglicherweise ist also eine geringere bis mittlere PAI-1-Dosis, wie
sie vermutlich beim 5G/5G- und 4G/5G-Genotyp auftritt, mit einer geringen bzw. miBigen
Dedifferenzierung des Ovarialkarzinoms assoziiert. Statistisch lieB sich jedoch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem Grading des
Ovarialkarzinoms zeigen. Eine positive Korrelation der PAI-1-Expression in Ovarialkarzinomen
mit dem Grading wurde mehrfach belegt [137, 139, 146, 149, 264, 265], d.h. dass PAI-1 bei
zunehmender Dedifferenzierung vermehrt exprimiert zu werden scheint und vielleicht sogar
kausal die Dedifferenzierung zu férdern vermag. Allerdings gibt es auch Studien, die diesen
Zusammenhang nicht bestitigen konnten [136, 138, 140, 148].

Beim Mammakarzinom nahm die PAI-1-Expression gemifl einer Studie mit der
Dedifferenzierung zu [283]. Auch hier gibt es andere Studien, die dies nicht belegen konnten
[272, 284]. Auch ein Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem Grading
des Mammakarzinoms ist nicht eindeutig belegt. Triagerinnen des 4G-Allels hatten in zwei
Studien haufiger einen G3-Tumor als Patientinnen ohne 4G-Allel [239, 249]. Andere Autoren
konnten keinen Zusammenhang zwischen dem Grading und dem 4G/5G-Polymorphismus
nachweisen [246]. Patientinnen mit einem G3-Endometriumkarzinom hatten tendenziell
haufiger den 4G/4G- als den 5G/5G-Genotyp [233]. Beim Prostatakarzinom zeigte sich
diesbeziiglich kein Zusammenhang [262, 285]. In einer Studie iiber das klarzellige
Nierenzellkarzinom waren beide homozygote Genotypen (4G/4G und 5G/5G) mit starker
Dedifferenzierung assoziiert. Allerdings war das untersuchte Kollektiv klein (N=69) und es
konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der PAI-
1-Expression im Tumorgewebe festgestellt werden [274]. Ob der 4G/5G-Polymorphismus mit
der Differenzierung assoziiert ist, muss also sowohl fiir das Ovarialkarzinom als auch fiir andere

Tumorentitidten umfassender untersucht werden.
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5.6  PAI-1 und das Alter bei Diagnosestellung

Das Alter der Patientinnen mit Ovarialkarzinom lag in unserer Studie zwischen 23 und 89
Jahren. Das Durchschnittsalter betrug 61 Jahre, der Altersmedian 62 Jahre. Damit waren die
Patientinnen im Durchschnitt jiinger als im bundesdeutschen Durchschnitt (69 Jahre) [1]. Auch
wenn man aufgrund der Verteilung der Durchschnittswerte annehmen konnte, dass bei
Vorliegen des 5G-Allels das Ovarialkarzinom tendenziell in jiingerem Alter auftritt, konnte
statistisch  kein signifikanter Zusammenhang des 4G/5G-Polymorphismus mit dem
Erkrankungsalter der Patientinnen an einem Ovarialkarzinom bzw. einem serdsen
Ovarialkarzinom belegt werden. Bentov et al. konnten in ihrer groBen Studie ebenfalls keine
Assoziation zwischen dem 4G/5G-Polymorphimus und dem Alter bei der Diagnosestellung
eines Ovarialkarzinoms demonstrieren [236]. Auch die PAI-1-Expression im ovarialen
Tumorgewebe zeigte sich in den meisten Studien unabhéngig vom Alter [136, 140, 142, 146,
148, 264, 265]. Nur in einer Studie wurde bei jiingeren Patientinnen tendenziell hdufiger eine
PAI-1-Expression beobachtet als bei dlteren [138]. Beim Mammakarzinom wurde ebenfalls in
zwei Studien kein Zusammenhang zwischen dem Alter und der PAI-1-Expression im
Tumorgewebe beobachtet [272, 286]. Eine Arbeit zeigte jedoch, dass éltere Patientinnen
haufiger PAI-1 exprimieren als jliingere [283]. Der mogliche Zusammenhang zwischen dem
Alter bei Diagnosestellung und dem 4G/5G-Polymorphismus wurde fiir das Mammakarzinom
noch nicht untersucht. An einem familidren Prostatakarzinom erkranken interessanterweise
Mainner mit dem 5G/5G-Genotyp frither als Manner mit dem 4G/4G-Genotyp [262]. Der PAI-1-
Plasmalevel nimmt mit dem Alter zu. Dies konnte das gehédufte Auftreten von thrombotischen
kardiovaskuldaren Erkrankungen im Alter mit verursachen [287]. Eine Studie demonstrierte
sogar einen Anstieg des PAI-1-Plasmalevels im Alter nur fiir Menschen, die mindestens ein 4G-
Allel tragen [288].

Replikative Seneszenz, ein irreversibler Zellzyklusarrest, fiihrt dazu, dass sich die betroffenen
Zellen nicht mehr teilen konnen und wirkt so als ein Mechanismus der Tumorsuppression. Der
Anteil seneszenter Zellen nimmt mit dem Alter zu, was sich darin zeigt, dass dltere Gewebe
mehr seneszente Zellen haben als junge und dass sich Zellen dlterer Menschen weniger hiufig
teilen konnen als die jlingerer Menschen. Seneszente Zellen konnen jedoch das Wachstum
benachbarter primaligne Zellen stimulieren und so die Tumorentstehung und -progression
fordern [289]. Fiir Fibroblasten der Mamma wurde gezeigt, dass ihre Zellalterung zu einer
gesteigerten PAI-1-Expression proportional zur Verkiirzung der Telomere fiihrt, eine mogliche
Ursache fiir das erhdhte Risiko, in hdherem Alter an Brustkrebs zu erkranken [290]. PAI-1 kann
zudem die replikative Seneszenz induzieren [123]. Moglicherweise ist es auf diese Art kausal
mit dem Altern und der erhohten Krebsinzidenz im Alter verkniipft. Der 4G/5G-

Polymorphismus ist iiberwiegend gleich verteilt in sehr alten und jungen bzw. gemischten
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Kollektiven [291, 292]. In einer Studie hatten sehr alte Menschen erstaunlicherweise haufiger
das 4G-Allel. Moglicherweise wird dessen nachteiliger Effekt durch einen unbekannten Faktor

mit positiven Langzeitfolgen kompensiert [293].
5.7  PAI-1 und die Krankheitsprognose

Die Ergebnisse zur Assoziation des 4G/5G-Polymorphismus mit der Prognose des
Ovarialkarzinoms in Form des rezidivfreien und des Gesamtiiberlebens waren heterogen. In der
Gesamtgruppe und in einigen Subgruppen war die Prognose tendenziell am schlechtesten fiir
Patientinnen mit dem heterozygoten Genotyp. In anderen Subgruppen war die Prognose
tendenziell schlechter, wenn kein 4G-Allel vorhanden war. In wieder anderen war die Prognose

signifikant schlechter, wenn das 4G-Allel vorhanden war.

5.7.1 Erklarungsmodelle der verschiedenen Einfliisse des 4G/5G-Polymorphismus in

den verschiedenen Subgruppen

Die tendenziell negative Bedeutung des heterozygoten Genotyps

Fiir die gesamte Gruppe der Patientinnen mit validen Follow-up-Daten im untersuchten
Kollektiv bestand kein Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem
rezidivfreien Uberleben oder dem Gesamtiiberleben. Allerdings ldsst der Verlauf der Kaplan-
Meier-Kurven vermuten, dass Patientinnen mit dem 4G/5G-Genotyp tendenziell ein kiirzeres
rezidivfreies Uberleben haben als Patientinnen mit dem 4G/4G- oder dem 5G/5G-Genotyp, wie
auch tendenziell Patientinnen der Subgruppen mit serdsem Ovarialkarzinom oder mit
fortgeschrittenem FIGO-Stadium. Auch Patientinnen mit dem 4G/5G-Genotyp der Subgruppen
ohne Resttumor oder ohne Aszites hatten tendenziell ein kiirzeres rezidivfreies Uberleben.
Letztere hatten tendenziell ebenfalls ein kiirzeres Gesamtiiberleben. Eine Bedeutung des 4G/5G-
Polymorphismus fiir das Gesamtiiberleben der anderen genannten Subguppen stellte sich nicht
dar. Statistisch konnten die genannten Tendenzen nicht gesichert werden.

Der heterozygote Genotyp ist mit mittleren physiologischen PAI-1-Plasmaleveln assoziiert
[200, 201]. Die Wirkung von PAI-1 auf die Angiogenese ist dosisabhingig. Interessanterweise
ist die starkste proangiogenetische Wirkung bei einer mittleren PAI-1-Dosis zu beobachten. Im
physiologischen Dosisbereich steigt der proangiogenetische Effekt proportional zur PAI-1-
Menge, d.h. im physiologischen Rahmen fordert PAI-1 die Angiogenese und koénnte dadurch
potenziell einen aggressiveren Tumorphinotyp erzeugen und zu einer schlechteren Prognose
beitragen. Bei hoheren (pharmakologischen) Dosen, die weit iiber den physiologischen liegen,
wirkt PAI-1 hingegen antiangiogenetisch [122, 294, 295]. D.h., wenn die Angiogenese im
Verhiltnis zur PAI-1-Dosis dargestellt wird, steigt der Graph im physiologischen Bereich an

und fallt dariiber wieder ab wie bei einer Gau3schen Glockenkurve (bell shape curve). Demnach
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fordert eine mittlere PAI-1-Dosis zwischen geringster physiologischer Dosis und hdchster
pharmakologischer Dosis die Angiogenese am stirksten. Diese mittlere Dosis entspricht jedoch
einer hohen Dosis im physiologischen Bereich. Der 4G/5G-Polymorphismus moduliert den
PAI-1-Level aber eben im physiologischen Bereich. Daher wiirde man bei zunehmender Anzahl
der 4G-Allele einen zunehmenden PAI-1-Level [188] und einen zunehmend aggressiven
Phénotyp mit schlechterer Prognose erwarten, mit der schlechtesten Prognose fiir den 4G/4G-
Genotyp und nicht fiir den heterozygoten 4G/5G-Genotyp. Dennoch kénnte man vermuten, dass
speziell beim Ovarialkarzinom eine mittlere PAI-1-Menge, moglicherweise aufgrund der
komplexen Interaktionen mit Vitronektin und uPA, am meisten die Karzinogenese und
Progression fordert. Dies wurde bisher jedoch noch nicht belegt. Urspriinglich wurde vermutet,
dass geringe PAI-1-Dosen die Tumorprogression fordern wiirden, wie es auch einige Studien
zeigten, z. B. fiir Prostatakarzinomzellen [296]. Die iiberwiegende Anzahl der Untersuchungen
belegt jedoch, dass meist eine hohe physiologische Dosis von PAI-1 die Tumorprogression
fordert [110]. Fiir eine mittlere physiologische PAI-1-Dosis, wie sie bisher mit dem 4G/5G-
Genotyp assoziiert wurde, als tumorfordernste Dosis beim Ovarialkarzinom, gibt es bisher in
vivo und in vitro keine Belege. Alternativ wire es natiirlich denkbar, dass die Gendosis des
4G/5G-Polymorphismus speziell im ovarialen Karzinomgewebe nicht linear mit der PAI-1-
Expression assoziiert ist, sondern durch unbekannte Faktoren moduliert wird. Demnach konnte
der 4G/5G-Genotyp im Tumorgewebe des Ovarialkarzinoms nicht, wie bisher angenommen, zu
einer mittleren PAI-1-Expression fithren, sondern zu einer hoheren PAI-1-Expression, welche
die Prognose, Inzidenz und Differenzierung negativ beeinflussen wiirde. In anderen
Zusammenhingen konnten bereits nicht-lineare Zusammenhénge zwischen Gendosis und Effekt
gezeigt werden, so z. B. in Hefezellen in Bezug auf Histongene [297] oder in transgenen
Maiusen in Bezug auf Ovarialkarzinome und die Gendosis von COX-2 (Cyclooxygenase-2)
[298]. Bei der letztgenannten Studie fiihrte eine Halbierung der Gendosis von COX-2 zu
weniger Ovarialkarzinomen. Eine Deletion des COX-2-Gens verursachte allerdings genauso
viele Karzinome wie die normale COX-2-Gendosis durch eine kompensatorische COX-1-
Expression. Allerdings wurden in beiden Studie nicht Polymorphismen untersucht, sondern die
Gene wurden entweder iiberexprimiert oder reduziert exprimiert. Eine Untersuchung, die eine
vermehrte Genexpression bei Vorliegen eines heterozygoten Genotyps eines SNP demonstriert,
ist mir nicht bekannt. Fiir das Mammakarzinom wurde allerdings eine lineare Assoziation
zwischen der Anzahl der 4G-Allele und der PAI-1-Expression im Tumorgewebe gezeigt [234],
wenn auch nicht von allen Autoren [246, 247]. Bisher wurde der Zusammenhang zwischen der
PAI-1-Expression im Tumorgewebe von Ovarialkarzinomen und dem 4G/5G-Polymorphismus

noch nicht untersucht.
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Die tendenziell positive Bedeutung des 4G-Allels

In den Subgruppen der Patientinnen mit Resttumor und mit Aszites lieB der Kurvenverlauf
annehmen, dass Patientinnen mit dem 4G-Allel (4G/4G- und 4G/5G-Genotyp) tendenziell ein
lingeres rezidivfreies Uberleben hatten als Patientinnen ohne das 4G-Allel (5G/5G-Genotyp).
Auch in der Subgruppe der Patientinnen mit G3-Tumor war das 4G-Allel tendenziell mit einem
lingeren rezidivfreien Uberleben assoziiert. Diese Subgruppen haben gemeinsam, dass sie auf
einen aggressiven Tumorphinotyp schlieen lassen. Die Tendenzen blieben teilweise deutlich
subsignifikant, sodass eine groBere Fallzahl zur Uberpriifung notig wire. Ein Zusammenhang
zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem Gesamtiiberleben in diesen Subguppen lie3
sich nicht erkennen. Fiir Mammakarzinome konnte gezeigt werden, dass Tumoren mit hoher
PAI-1-Expression gut auf eine frilhe neoadjuvante Chemotherapie ansprechen [299]. AuBlerdem
sprechen hier auch Patientinnen mit G3-Tumoren besser auf eine (neoadjuvante) Chemotherapie
an als Patientinnen mit einem gut differenzierten Tumor [300]. Man kdnnte daher annehmen,
dass Patientinnen mit Ovarialkarzinom mit dem 5G/5G-Genotyp einen niedrigen PAI-1-Level
im Tumorgewebe haben und daher nicht so gut auf eine Chemotherapie ansprechen. Der
negative Einfluss des schlechten Therapieansprechens konnte einen moglichen prognostischen
Vorteil der geringen PAI-1-Expression iiberwiegen, sodass diese Patientinnen ein verkiirztes
rezidivfreies Uberleben hitten. Insbesondere fiir Patientinnen mit einem G3-Tumor wire das
denkbar. Beim Ovarialkarzinom ist das Grading nur im FIGO-Stadium [ ein etablierter
negativer prognostischer Faktor. Moglicherweise hiangt dies jedoch eben mit einer erhohten
Chemosensitivitit gering differenzierter Ovarialkarzinome zusammen [76]. Da alle Patientinnen
in fortgeschrittenem FIGO-Stadium eine Chemotherapie erhalten, kann man diesen Effekt aber
nur schwer untersuchen.

Aufgrund der multiplen Funktionen von PAI-1 lassen sich viele Hypothesen aufstellen zur
Ursache einer schlechteren Prognose bei Vorliegen des heterozygoten 4G/5G-Genotyps und
ebenso des 5G/5G-Genotyps (kein 4G-Allel). Moglicherweise ist PAI-1, das der Tumor selbst
oder das umgebende Stroma exprimieren, fiir das Ovarialkarzinom in verschiedenen Stadien,
Differenzierungszustinden, Histologien und Gegebenheiten, die mit der Aszitesbildung
zusammenhédngen, mal mehr oder weniger relevant bzw. prognostisch wirksam. So wire auch
denkbar, dass in verschiedenen Zustdnden verschiedene Genotypen des 4G/5G-Polymorphismus
fiir das Ovarialkarzinom prognostisch bedeutend sein konnten. Allerdings waren die Einfliisse
des heterozygoten 4G/5G-Genotyps und des 5G/5G-Genotyps nicht signifikant und sind daher

moglicherweise zufallig.
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Die negative Bedeutung des 4G-Allels

Bei Patientinnen mit einem G1- oder G2-Tumor war das 4G-Allel signifikant mit einem
kiirzeren rezidivfreien Uberleben und tendenziell auch mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben
assoziiert. Dies stiitzt die Annahme, dass das 4G-Allel mit einer vermehrten PAI-1-Expression
im Ovarialkarzinom und dariiber hinaus mit einem aggressiveren Tumorphdnotyp und einer
schlechteren Prognose verkniipft ist. Moglicherweise wird dieser potenzielle Effekt durch eine
starke Dedifferenzierung tiberlagert und wird so nur in einer Gruppe mit besser differenzierten
Tumoren deutlich. Der 4G/5G-Polymorphismus scheint eher mit der Progression des
Ovarialkarzinoms assoziiert zu sein als mit seiner Entstehung, denn es konnte kein signifikanter
Zusammenhang mit der Inzidenz, aber mit der Prognose der Patientinnen mit G1- oder G2-
Tumor festgestellt werden. Im Rahmen der Tumorprogression werden viele Mediatoren von den
Tumorzellen selbst oder vom Stroma sezerniert. Versteht man den 4G/5G-Polymorphismus als
einen ,,Reaktionspolymorphismus* [208], so konnte die schlechtere Prognose bei Vorliegen des
4G-Allels moglicherweise u. a. durch den Mediator IL-1 mitbestimmt werden. Es wird sowohl
durch Fibroblasten als auch durch Tumorzellen sezerniert und fordert die Tumorprogression
[301] auch beim Ovarialkarzinom [302]. Denn IL-1 aktiviert die PAI-1-Transkription bei
Vorliegen des 4G-Allels stirker als bei Vorliegen des 5G-Allels [187] und konnte so durch
vermehrte PAI-1-Expression zur Tumorprogression beitragen. Denkbar wére, dass der 4G/5G-
Polymorphismus nur einen geringen Einfluss ausiibt und andere Faktoren, die die Transkription

regulieren, groeren Einfluss haben, wie es eine Studie fiir das Mammakarzinom darlegte [246].
5.7.2 Der 4G/5G-Polymorphismus und die Prognose verschiedener maligner Tumoren

Es ist bekannt, dass PAI-1 ein starker prognostischer Biomarker beim nodalnegativen
Mammakarzinom ist [303]. Zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und dem PAI-1-
Plasmalevel von Patientinnen mit Mammakarzinom besteht allerdings kein Zusammenhang
[242]. Zwischen vermehrter PAI-1-Tumorexpression und der Anzahl der 4G-Allele konnte eine
Untersuchung hingegen eine positive Assoziation belegen [234]. Andere Studien konnten keine
Assoziation demonstrieren [246, 247]. Mammakarzinom-Patientinnen mit dem 4G/4G-Genotyp
hatten in einer Studie die schlechteste Prognose [304], in einer anderen Studie Patientinnen mit
dem 4G/5G-Genotyp [305] und in einer dritten Patientinnen mit dem 5G/5G-Genotyp [248]. In
einer vierten Studie war die Prognose unabhingig vom 4G/5G-Polymorphismus [246]. Die
Differenzen beruhen mdoglicherweise auf Unterschieden in den beobachteten Populationen.
Beim Kolonkarzinom [253] und Hodenkarzinom [306] ist das 4G-Allel mit einer schlechteren
Prognose verkniipft. Beim Prostatakarzinom hat der 4G/5G-Polymorphismus keinen Einfluss
auf die Prognose [273]. Beim klarzelligen Nierenzellkarzinom zeigte sich eine Tendenz fiir eine

Bedeutung des heterozygoten Genotyps des 4G/5G-Polymorphismus im Vergleich zu beiden
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homozygoten Genotypen. Allerdings war dort die Prognose der Patienten mit dem
heterozygoten 4G/5G-Genotyp tendenziell besser und nicht schlechter als die Prognose der
Patienten mit dem 4G/4G- oder dem 5G/5G-Genotyp. Eine signifikante Assoziation zwischen
der PAI-1-Expression im Tumorgewebe und dem 4G/5G-Polymorphismus konnten die Autoren

nicht demonstrieren [274].
5.7.3 PAI-1 und die Prognose des Ovarialkarzinoms

Die Wirkung von PAI-1 auf die Tumorprogression und damit Prognose ist abhédngig von der
exprimierenden Zelle. Eine durch TGF-B-stimulierte physiologische Hochregulierung von PAI-
1 in SKOV-3-Zellen reduzierte deren Migration und Invasion [307]. Wenn allerdings HRA-
Ovarialkarzinomzellen iiber TGF-B-Sekretion die PAI-1-Expression in Mesothelzellen
stimulierten, fithrte das zu vermehrter Zell-Zelladhdsion zwischen Ovarialkarzinomzellen und
Mesothelzellen und zu verstarkter Invasion der HRA-Zellen durch die Mesothelschicht [308].
Mehrere  Arbeitsgruppen beobachteten keine Korrelation der PAI-1-Expression im
Tumorgewebe oder im Zystenfluid von Ovarialkarzinomen mit dem rezidivfreien oder dem
Gesamtiiberleben [142, 146, 149, 151, 152, 154], wahrend andere durchaus demonstrieren
konnten, dass eine hohe PAI-1-Expression mit einer schlechten Prognose einhergeht [136, 138,
140, 143, 144, 265], wenn auch z.T. nur in Kombination mit uPA [276] oder IL-6 [309]. Die
unterschiedlichen ~ Ergebnisse  sind  u. a. durch  verschiedene  Cut-Off-Werte,
Extraktionsmethoden, Antikdrper und Populationen verursacht. Wenn nur klarzellige
Ovarialkarzinome untersucht wurden, hatten Patientinnen mit hoher PAI-1-Expression eine gute
Prognose [310]. PAI-1 aus dem Aszites von Patientinnen mit Ovarialkarzinom ist
interessanterweise mit einem lingeren rezidivfreien Uberleben assoziiert. Sezerniertes PAI-1
wirkt also moglicherweise anders als zellassoziiertes PAI-1 [311]. Der Plasmalevel von PAI-1
hat keinen Einfluss auf die Prognose des Owvarialkarzinoms oder das Ansprechen auf

Chemotherapie [153, 243].
5.8 Schlussbetrachtung

Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung eignet sich der 4G/5G-Polymorphismus
nicht als Parameter zur Identifizierung einer Risikogruppe fiir das Ovarialkarzinom, da sich
keine signifikante Erhohung der Erkrankungschance fiir einen Genotyp oder ein Allel zeigte.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Resultaten von zwei fritheren Studien anderer Autoren iiberein
[235, 236]. Allerdings konnte im untersuchten Kollektiv in Bezug auf die Prognose fiir die
Subgruppe der Patientinnen mit gut oder méiBig differenziertem Ovarialkarzinom ein
Zusammenhang mit dem 4G/5G-Polymorphismus hergestellt werden. Bei Vorliegen des 4G-

Allels war die Prognose signifikant schlechter. Dies konnte darauf hindeuten, dass eine durch
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das 4G-Allel erhohte PAI-1-Expression bei Gl- oder G2-Tumoren die Tumorprogression
fordert. Ein solcher Zusammenhang zwischen dem 4G-Allel und der Prognose konnte allerdings
nicht fiir Patientinnen mit G3-Tumoren nachgewiesen gewerden. Im Gegenteil, hier schien eher
das 5G-Allel, wenn auch statistisch nicht signifikant, mit einer schlechteren Prognose assoziiert
zu sein. Diese unterschiedlichen Ergebnisse zur Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus fiir G1-
und G2-Tumoren einerseits und G3-Tumoren andererseits konnten mit den multiplen
Funktionen von PAI-1 erklirt werden, die je nach Umgebung unterschiedlich zur Auspragung
kommen konnen und in der Summe entweder PAI-1 zu einem tumorférdernden oder
tumorsupprimierenden Faktor werden lassen. Die hier gefundene Assoziation zwischen dem
4G/5G-Polymorphismus und der Prognose bei den verschiedenen Grading-Gruppen des
Ovarialkarzinoms sollte zundchst in groBeren Kollektiven bestétigt werden. LieBe sich dieser
Zusammenhang bestitigen, wire der 4G/5G-Polymorphismus ein neuer Prognosemarker beim
Ovarialkarzinom. Es wiére dann zu untersuchen, inwieweit der Zusammenhang durch einen
anzunehmenden hoéheren PAI-1-Level bei Vorliegen des 4G-Allels verursacht wurde. Wenn
auch dies zutrifft, wére sogar eine spezifische Therapie, die PAI-1 hemmt, eine sinnvolle
Ergidnzung der bisherigen Behandlung des Ovarialkarzinoms. Antikérper und Peptide, die
PAI-1 hemmen, wie XR5967, sind bereits in Entwicklung, ebenso Wirkstoffe, die uPA selbst
oder dessen Bindung an uPAR hemmen [105, 312]. Allerdings haben PAI-1 und das PAS viele
physiologische Funktionen, wie z. B. in der Wundheilung [313], sodass Nebenwirkungen zu
vermuten sind. Da sich die Funktionen der Proteasen des PAS mit denen anderer Proteasen, wie
den Matrixmetalloproteasen, teilweise {iberschneiden und so die Inhibition einer Protease durch
eine andere kompensiert werden konnte, miissen modglicherweise mehrere Inhibitoren
kombiniert werden, um effizient zu wirken [118]. Derzeit wird beim Ovarialkarzinom u. a. ein
radioaktives Peptid, "*Bi-P-P4D, das an den uPAR bindet, untersucht [314] und das Peptid A6,
das aus uPA entwickelt wurde, in einer Phase-II-Studie getestet. Es scheint das rezidivfreie
Uberleben nach Chemotherapie bei asymptomatischen Patientinnen mit CA 125-Anstieg zu

verlangern [315].
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6 Zusammenfassung

Der Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) hemmt die Plasminogenaktivierung durch
uPA und tPA und damit die extrazelluldare Proteolyse. AuBlerdem reguliert er die Zelladhédsion
durch Interaktion mit Vitronektin. Neben seiner Bedeutung fiir die Fibrinolyse und
Blutgerinnung und damit fiir kardiovaskuldre Erkrankungen wird PAI-1 von vielen Malignomen
exprimiert, darunter auch das Mamma- und das Ovarialkarzinom, und ist hier ein negativer
prognostischer Faktor. PAI-1 fordert dosisabhingig die Tumorangiogenese, Zellmigration und
Metastasierung. Im Promotorbereich von PAI-1 existiert ein Insertions-Deletions-
Polymorphismus mit vier vs. fiinf Guaninbasen, der 4G/5G-PAI-1-Promotorpolymorphismus.
Wihrend an beide Allele ein Aktivator bindet, bindet nur an das 5G-Allel ein Repressor. Daher
steigert das 4G-Allel die Transkription von PAI-1 im Vergleich zum 5G-Allel. Bei Vorliegen
des 4G-Allels ist der PAI-1-Plasmalevel erhoht. Ob der 4G/5G-Polymorphismus die PAI-1-
Expression beim Ovarialkarzinom beeinflusst, wurde bisher nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit ergaben sich unterschiedliche Tendenzen fiir die verschiedenen
Genotypen bzw. Allele des 4G/5G-Polymorphismus in Bezug auf die Erkrankungschance, das
Alter, Assoziationen mit den klinisch-pathologischen Faktoren und dem rezidivfreien und dem
Gesamtiiberleben, die jedoch bis auf eine Untersuchung im subsignifikanten Bereich blieben. In
der Subgruppe der Patientinnen mit gut oder méBig differenziertem Ovarialkarzinom war das
rezidivfreie Uberleben der Patientinnen mit 4G-Allel (4G/4G- und 4G/5G-Genotyp) allerdings
signifikant verkiirzt im Vergleich zu Patientinnen ohne 4G-Allel (5G/5G-Genotyp). Man kann
vermuten, dass die Ovarialkarzinome der Patientinnen mit 4G-Allel mehr PAI-1 exprimieren
und dadurch einen aggressiveren Phianotyp und eine schlechtere Prognose aufweisen als die
Tumoren von Patientinnen, die nur das 5G-Allel haben. Maoglicherweise sind die
unterschiedlichen Tendenzen, die sich in dieser Arbeit ergeben haben, zuriickzufiihren auf die
vielen Funktionen von PAI-1, die es zu einem tumorfordernden oder tumorsupprimierenden
Faktor werden lassen konnten, je nachdem in welcher Umgebung der Tumor sich befindet.
Weitere Studien mit einer groBBeren Anzahl an Probandinnen bzw. Patientinnen sind nétig, um
die Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus insbesondere fiir die Prognose des

Ovarialkarzinoms weiter einzuordnen.
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Thesen

Der Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1 (PAI-1) hat durch Inhibition der
Matrixdegradation durch Plasmin tiber Hemmung von uPA, durch Interaktion mit
Vitronektin und durch Beeinflussung intrazellularer Signalkaskaden mittels Bindung an
den uPA-uPAR-Komplex eine komplexe Funktion in der Zelladhésion, Zellmigration,
Metastasierung und Tumorangiogenese. PAI-1 reguliert zudem u. a. die Apoptose und

die zelluldre Seneszenz.
Viele Studien zeigen PAI-1 als negativen prognostischen Faktor beim Ovarialkarzinom.

Der 4G/5G-Polymorphismus im PAI-1-Promotor beeinflusst die Transkription von
PAI-1 und damit den PAI-1-Plasmalevel. Dabei zeigt das 4G-Allel eine hohere
Transkriptionsaktivitit als das 5G-Allel, entsprechend steigt der PAI-1-Plasmalevel mit
der Zahl der 4G-Allele an (5G/5G < 4G/5G < 4G/4QG).

Es ist unbekannt, ob der 4G/5G-Polymorphismus die PAI-1-Expression im

Tumorgewebe von Ovarialkarzinomen beeinflusst.

Die vorliegende Untersuchung konnte keinen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und der Chance, an einem Ovarialkarzinom zu
erkranken, demonstrieren (Npagientinnen = 104, Nkontrollen = 157). Dieses Ergebnis deckt sich
mit den Resultaten von zwei anderen Untersuchungen. Tendenziell hatten jedoch
Frauen mit dem heterozygoten 4G/5G-Genotyp eine leicht hohere Chance, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken, als Frauen mit einem der beiden homozygoten
Genotypen. Moglicherweise fordert also eine mittlere PAI-1-Dosis, wie sie vermutlich

beim 4G/5G-Genotyp auftritt, die Entstehung eines Ovarialkarzinoms.

Es bestand keine statistisch signifikante Assoziation zwischen dem 4G/5G-
Polymorphismus und dem histologischen Typ, dem FIGO-Stadium, dem Grading, dem
Vorliegen von Aszites oder dem Alter bei Diagnosestellung des Ovarialkarzinoms. Es
zeigten sich unterschiedliche Tendenzen, die jedoch im subsignifikanten Bereich

blieben.

Moglicherweise beeinflusst der 4G/5G-Polymorphismus durch die multiplen
Funktionen von PAI-1 die Prognose des Ovarialkarzinoms je nach Stadium, Histologie,
Grading oder Vorliegen von Aszites verschieden, bzw. begiinstigt Faktoren wie Aszites-

Entstehung oder Progression verschieden.
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8.

10.

Im Gesamtkollektiv mit validen Follow-up-Daten und applizierter platinhaltiger
Chemotherapie (N =56) war der 4G/5G-Polymorphismus nicht statistisch signifikant
mit der Prognose der Patientinnen assoziiert. Patientinnen mit dem 4G/5G-Genotyp
hatten tendenziell das kiirzeste rezidivfreie Uberleben. Daher konnte man vermuten,
dass speziell beim Ovarialkarzinom eine mittlere PAI-1-Menge am meisten die

Tumorprogression fordert und sich negativ auf die Prognose auswirkt.

Fiir Patientinnen mit postoperativem Resttumor, mit Aszites oder mit G3-Tumor wirkte
sich das 4G-Allel positiv auf die Prognose aus. Moglicherweise haben Patientinnen mit
4G-Allel einen hoheren PAI-1-Level im Tumorgewebe und sprechen besser auf die
Chemotherapie an. Dies konnte einen moglichen prognostischen Nachteil der hohen

PAI-1-Expression iiberwiegen.

Patientinnen mit einem G1- oder G2-Tumor und mit 4G-Allel hatten ein signifikant
kiirzeres rezidivfreies Uberleben als Patientinnen mit einem G1- oder G2-Tumor ohne
4G-Allel. Moglicherweise hingt das 4G-Allel durch vermehrte PAI-1-Transkription mit
einem aggressiveren Phinotyp des Ovarialkarzinoms bei G1- oder G2-Tumoren

zusammen und beeinflusst so die Prognose negativ.
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