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Referat

Diese Dissertationsarbeit untersuchte die Wirkung des 4G/5G-single-nucleotide-Polymorphismus des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)-Gens bei an einem primären Mammakarzinom erkrank-
ten Patientinnen hinsichtlich seiner Bedeutung für die Inzidenz und Prognose des Mammakarzinoms
sowie seiner Auswirkung auf die Expression von PAI-1 im Tumorgewebe.
Der 4G/5G-Polymorphismus in der „upstream“-Region des PAI-1-Genes beeinflusst die PAI-1-
Expression im gesunden Gewebe, wobei ein 4G-Allel im Vergleich zu einem 5G-Allel eine höhere
PAI-1-Expression zur Folge hat. Es wird vermutet, dass die fünf aufeinander folgenden Guanine
des 5G-Allels einen essentiellen Teil einer Erkennungssequenz eines bisher noch nicht identifizierten
Repressors der Transkription darstellen. PAI-1 stellt einen unabhängigen prognostischen und prädik-
tiven Parameter beim Mammakarzinom dar.
Der Polymorphismus wurde mittels Polymerasekettenreaktion in Leukozyten von 104 Patientinnen
und 104 altersgleichen gesunden Frauen bestimmt. Die Methodik der PCR war zuvor an drei
Brustkrebszellinien – MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3 – von uns etabliert worden. Die PAI-1-
Proteinexpression im Tumorgewebe wurde mittels ELISA bestimmt.
In unserer Untersuchung zeigte der 4G/5G-Polymorphismus keinen Einfluss auf die Inizidenz des
Mammakarzinoms. Hinsichtlich des Verlaufes der Erkrankung wies der Polymorphismus keine unmit-
telbare Auswirkung auf, jedoch hatten bei fortgeschrittenem Brustkrebs (d.h. positivem Nodalstatus,
Tumorgröße Ø T2, entdi�erenziertem Tumor Ø G2) Trägerinnen des 4G/4G-Genotyps tendenziell
eine weniger günstige Prognose als Trägerinnen des 4G/5G-Genotyps, diese wiederum eine weniger
günstige als Trägerinnen des 5G/5G-Genotyps. Außerdem zeigte sich, dass die durchschnittliche
PAI-1-Proteinexpression positiv mit der Anzahl der vorhandenen 4G-Allele korrelierte. Brustkreb-
spatientinnen mit einem 5G-Allel hingegen hatten statistisch signifikant viel seltener tumorale
PAI-1-Werte oberhalb des für die Therapieentscheidung wichtigen Schwellenwertes von 14 ng/mg

Protein im Tumorgewebe.
Diese Ergebnisse zeigen, dass der 4G/5G-Polymorphismus eine modulierende Wirkung auf die
PAI-1-Expression im Tumor ausübt. Auf die Prognose macht sich diese modulierende Wirkung bei
Patientinnen mit fortgeschrittenen Tumoren bemerkbar.

Benesch, Ute: Der 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus beim primären Mammakarzinom. Halle, Univ., Med.
Fak., Diss., 80 Seiten, 2015
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KAPITEL 1

Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologische Daten
Brustkrebs ist sowohl in Deutschland als auch weltweit die häufigste Krebserkrankung bei Frauen.
Nach Angaben des Robert-Koch-Instituts (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epide-
miologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2012) erkrankten in Deutschland im Jahr
2008 rund 72.000 Frauen bundesweit, weltweit waren nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation
WHO 1.384.155 Frauen im selben Zeitraum betro�en. Laut dieser Statistik erkrankt eine von
acht Frauen im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs mit einem mittleren Erkrankungsalter von 65
Jahren. Damit liegt das Erkrankungsalter sechs Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter aller
anderen Krebserkrankungen zusammengenommen (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2012). Nach Diagnosestellung liegt
die absolute 5-Jahres-Überlebensrate bei 78%, die relative bei 86%. Das Mammakarzinom steht an
vierter Stelle der häufigsten Todesursachen der Frau in Deutschland, unter den Krebserkrankungen
gar an erster Stelle.
Die Brustkrebsinzidenz steigt in Deutschland seit 1980 stetig an. Am deutlichsten verlief der Anstieg
seit 2005, nachdem in Deutschland das Mammographie-Screening eingeführt und viele Tumoren
frühzeitig entdeckt wurden (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2012). 2008 wurden etwa doppelt so viele Frauen mit
Brustkrebs wie noch 1980 erfasst. Die Gründe für die zunehmende Inzidenz sind letztlich unklar und
werden hypothetisch mit Änderungen der Risikoprofile (z.B. späte Schwangerschaften, veränderte
Lebens- und Ernährungsgewohnheiten) in Verbindung gebracht. Die Mortalität dagegen fällt seit
Mitte der 1990er Jahre leicht ab, was für ein vermehrtes Gesundheitsbewusstsein, verbesserte
Prävention durch Frühdiagnosen sowie einen konsequenten Einsatz von adjuvanten Therapiemaß-
nahmen sprechen dürfte (Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2012).

1.1.2 Ätiologie
Die Ätiologie des Mammakarzinoms ist bis heute nicht hinreichend geklärt (Kaufmann et al., 2006),
allerdings sind viele Faktoren bekannt, die die Entstehung des Mammakarzinoms begünstigen. Das

1
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Alter ist geschlechtsspezifisch der Hauptrisikofaktor für die Entstehung eines Mammakarzinoms
(Fiorica, 2007). Zudem spielen neben Umwelteinflüssen sowohl endogene, endokrine und repro-
duktive als auch konstitutionelle Faktoren eine Rolle (Kaufmann et al., 2006, Fiorica, 2007).
Der hormonelle Einfluss auf die Tumorentstehung wurde schon Ende des 19. Jahrhunderts vom
Freiburger Chirurgen Albert Schinzinger (1889) und vom britischen Arzt George Thomas Beatson
(1896) diskutiert (Harbeck, 2015). Eine zentrale Rolle kommt hier dem Hormon Östrogen zu.
Bedingungen prolongierter hormonexponierter Zeit, wie frühe Menarche (vor dem 13. Lebensjahr),
späte Menopause (>50 Jahre), menopausale Adipositas und Hormonersatztherapien, sind bekannte
Risikofaktoren (Kantelhardt et al., 2008). Die Langzeiteinnahme (>8 Jahre) von Antikonzeptiva
hingegen beeinflusst das Brustkrebsrisiko bei Frauen unter 45 Jahren nur minimal (Daudt et al.,
1996). In Hinblick auf die Reproduktion ist entscheidend, in welchem Alter die erste Schwangerschaft
ausgetragen wird. Die erste ausgetragene Schwangerschaft im Alter von <19 Jahren reduziert das
Brustkrebsrisiko um 50% im Vergleich zu Nulliparität, während es für Erstgebärende über dem 35.
Lebensjahr hingegen erhöht ist (Fiorica, 2007). Darüberhinaus belegen epidemiologische Studien
die protektive Wirkung langer Stillperioden (Fiorica, 2007).
Brustkrebs ist zudem eine komplexe genetische Erkrankung. Multiple molekulare Ereignisse geneti-
scher und epigenetischer Art werden beschrieben, die ebenfalls für die Tumorgenese verantwortlich
gemacht werden (Kaufmann et al., 2006, Zielinski et al., 2004). Brustkrebs tritt mit ca. 75% haupt-
sächlich sporadisch auf. Bei 15-20% aller Mammakarzinompatientinnen ist die Erkrankung jedoch
mit einer positiven Familienanamnese assoziiert. 3-5% dieser Patientinnen tragen eine Mutation
(autosomal-dominanter Erbgang) bzw. einen Allelverlust in den Tumorsuppressor-Genen BRCA-1
bzw. BRCA-2 (BReast CAncer associated genes), die das Risiko um das fünf- bis achtfache erhöhen,
an Brustkrebs mit einer prämenopausalen Manifestation zu erkranken (Mau et al., 2008). Andere
für die Tumorgenese des Mammakarzinoms relevante Onkogene bzw. Tumorsuppressorgene sind
die Amplifikation der HER-2/neu- (Synonyme: c-erbB-2, p185)- und Epidermal-Growth-Factor-
Rezeptor-(EGFR; Synonym: erbB- 1)-Onkogene sowie Mutationen der Tumorsuppressorgene p53,
AT (Ataxia teleangiectatica) und pTEN/MMAC1 (Kaufmann et al., 2006).
Von großem Interesse für die klinische, aber auch pharmazeutische, Genomik sind darüberhinaus
Polymorphismen einzelner Nukleotide (Single nucleotide polymorphism, SNP) in der DNA. Zu
diesen SNPs zählt der in dieser Arbeit untersuchte 4G/5G-Polymorphismus im Promotorbereich des
PAI-1-Gens, der Einfluss auf die Modulation der Plasminogenaktivator- Inhibitor-1-Konzentration
im Gewebe hat. Von diesen Punktmutationen lässt sich etwa eine pro 1000 Nukleotide haupt-
sächlich in Promotorbereichen und in den Introns von Genen finden. Sie sind Ursache nicht nur
interindividueller Unterschiede, sondern auch hereditärer Erkrankungen (Mooney, 2005). In den
letzten Jahren wurden durch genomweite Assoziationsstudien (Genome- wide association study,
GWAS) 19 Allele bzw. SNPs auf 18 Loci (FGFR2, CASP8, TOX3, MAP3K, 2q, cdkn2a, 10q22,
COX11, notch, 11q13, 10q21, SLC4A7, 6q25.1, 8q24, RAD51L1, LSP1, 5p12, 10q) identifiziert, die
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in korrelativen Zusammenhang mit einem hereditären Mammakarzinom gebracht werden können
und bei Trägerinnen einer BRCA1- oder BRCA2-Mutation das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken,
positiv beeinflussen (Ingham et al., 2012, Antoniou et al., 2010, Antoniou et al., 2011).

1.2 Klassifikation des Mammakarzinoms

1.2.1 TNM-Klassifikation
Die klinische Einteilung der Mammakarzinome erfolgt entsprechend der cTNM-Klassifikation nach
den UICC-Kriterien (International Union Against Cancer), die 1958 erstmals ö�entlich für das
Mammakarzinom empfohlen wurden ((UICC), 1958). Anhand der klinischen Untersuchung und
bildgebenden Verfahren werden die Tumorgröße (T), der Nodalstatus (N) und das Fehlen oder
Vorhandensein von Fernmetastasen (M) bestimmt (Kreienberger et al., 2006). Die pathologische
Klassifikation (postoperative histopathologische Klassifikation) pTNM wird anhand des chirurgischen
Eingri�es und durch die pathologische Untersuchung am Resektat oder Biopsat beurteilt, der
Tumorstatus nach Behandlung durch die R-Klassifikation (Wittekind et al., 2003).

1.2.2 Histopathologische Klassifikation
Nach der traditionellen histologischen Klassifikation der WHO wird das Mammakarzinom in nichtin-
vasive und invasive Karzinome sowie in das Pagetkarzinom der Mamille, eine Spezialform des
duktalen Mammakarzinoms, eingeteilt (Diedrich et al., 2007). Die In-situ-Karzinome kommen
als Carcinoma lobulare in situ (CLIS) und Duktales Carcinoma in situ (DCIS) vor. Nach den
internationalen Empfehlungen des AFIP (Armed Forces Institute of Pathology, USA) wird das
invasive Karzinom in 17 Subtypen klassifiziert (Rosen et al., 1992).
Mittlerweile gilt ebenfalls eine alternative und neue Terminologie, welche die Begri�e Dysplasie und
Carcinoma in situ durch den Begri� der „intraepithelialen Neoplasie“ fast vollständig abgelöst hat.
Die neue Nomenklatur erlaubt eine präzisere Einteilung der unterschiedlichen histologischen Subty-
pen des Mammakarzinoms und somit auch eine Optimierung der Therapieentscheidung (Tavassoli
et al., 2009, Bratthauer et al., 2002).

1.2.3 Histologischer Grad (Grading)
Das international am weitesten anerkannte Grading-System, eine Modifikation des Scar�-Bloom-
Richardson-Vorschlags, ist jenes nach Elston und Ellis (Elston et al., 1991), das auch als Nottingham-
Grading bezeichnet wird. Es umfasst drei histologische Di�erenzierungsgrade, die sich aus der tubu-
lären Di�erenzierung, der Kernpolymorphie und der Mitosezahl pro definierter Fläche mittels eines
Punktescore-Systems erschließen lassen (Decker et al., 2009). Ein von Bässler 1992 überarbeitetes
Grading-System ermöglicht anhand des Summenscores die Einteilung des Di�erenzierungsgrades
(Bässler, 1998).
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1.3 Therapie des Mammakarzinoms

Primär entscheidend für die Therapie des Mammakarzinoms ist die operative Behandlung, die sich
seit den letzten 20 Jahren von der bis dato etablierten radikalen Mastektomie hin zu individuellen
Operationskonzepten entwickelt hat (Kreienberger et al., 2006). Hierzu zählen die Brusterhal-
tende Therapie (BET, Tumorexzision), die modifizierte radikale Mastektomie (MRM) sowie die
isolierte Entfernung des Sentinellymphknoten (SLNB, sentinel lymph node biopsy) und/oder eine
Axilladissektion (ALND) (Dian et al., 2011, Harbeck et al., 2013a). Zeitgleich mit der Reduktion
der operativen Radikalität gewann sowohl in kurativer als auch palliativer Absicht die adjuvante
systemische Chemotherapie zunehmend an Bedeutung. Dieser therapeutischen Veränderung liegt ein
Umdenken hinsichtlich der Karzinogenese des Mammakarzinoms zugrunde, wobei nicht länger von
einer lokalen Erkrankung der Brust, sondern von einer systemischen Erkrankung durch frühzeitige
Dissemination von Tumorzellen über die Lymph- und Blutbahnen ausgegangen wurde (Fisher
et al., 1995, Fisher, 2005, Veronesi et al., 2008). Die Entscheidung für eine zusätzliche adjuvante
Chemotherapie wird individuell in Abhängigkeit von Fernmetastasen sowie mit Hilfe der prognosti-
schen und prädiktiven Faktoren getro�en und zudem unter Berücksichtigung der neuen, nach St.
Gallen 2011 formulierten molekularpathologischen Definitionen der Tumorbiologie, wodurch neue
Therapiekonzepte für das frühe Mammakarzinom möglich sind (Harbeck et al., 2013a).
Zu den adjuvanten Systemtherapien zählt zudem die endokrine Therapie, die bei hormonemp-
findlichen Tumoren indiziert ist, sowie der monoklonale humanisierte Antikörper Trastuzumab
(Herceptin®), der zusammen mit einer Chemotherapie erfolgreich bei Patientinnen mit einem
HER2/neu positiven Mammakarzinom eingesetzt wird (Goldhirsch et al., 2011, Wolf et al., 2011).
Ein weiterer großer Stellenwert in der Behandlung des Mammakarzinoms wird der Radiotherapie
zugeschrieben, die nach einer brusterhaltenden Operation unter Berücksichtigung der individuellen
Tumorbiologie sowie nach einer modifizierten radikalen Mastektomie in Abhängigkeit von axillärem
Lymphknotenbefall und Tumorgröße empfohlen wird (Scheithauer et al., 2011, Nielsen et al.,
2006, Clarke et al., 2006, Holli et al., 2009, Harbeck et al., 2013a).

1.4 Prognostische und prädiktive Faktoren

Da das Mammakarzinom ein sehr heterogenes Krankheitsbild mit einem Rezidivrisiko von 30%
innerhalb von 10 Jahren darstellt (Kantelhardt et al., 2008), sind prognostische und prädiktive
Faktoren zur individuellen Vorhersage des Verlaufs sowie zur individuellen Therapieentscheidung von
besonderer Bedeutung. Prognosefaktoren werden zum Zeitpunkt der Diagnosestellung herangezogen,
um eine Vorhersage über den Krankheitsverlauf unabhängig von der Therapie tre�en zu können.
(Harbeck et al., 2002a, Schaller et al., 2011, Decker et al., 2009).
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1.4.1 Klassische prognostische und prädiktive Faktoren
Zu den etablierten traditionellen prognostischen Faktoren im klinischen Alltag zählen hauptsächlich
tumormorphologische Kriterien, die standardisiert bei jeder Erstdiagnose bestimmt werden. Der
axilläre Nodalstatus (pN) gilt diesbezüglich als wichtigster und stärkster Prognosefaktor, der Hinweis
auf die Mortalität und das Rezidivrisiko gibt. Als prädiktiver Faktor hat der Lymphknotenstatus
indes keine Bedeutung (Harbeck et al., 2002a).
Die Tumorgröße des Primums korreliert ebenfalls mit der Rezidivwahrscheinlichkeit. Patientinnen
mit einem kleinen Tumor (<1 cm) haben in der Regel eine sehr gute Prognose. Da die Größe
des Primärtumors mit dem axillären Lymphknotenbefall korreliert, spielt die Tumorgröße als
prognostischer Faktor bei Patientinnen mit einem nodal-poitiven Status eine untergeordnete Rolle
(Harbeck et al., 2002a).
Die Bestimmung des histologischen Typs gibt Aufschluss über das metastatische Potential des
Mammakarzinoms. Die häufigsten histologischen Typen, das invasive duktale (75%) und das invasive
lobuläre (10%) Karzinom, metastasieren häufiger als seltenere Subformen wie das tubuläre, muzinöse
oder medulläre Karzinom, die jeweils 5% der Mammakarzinom-entitäten darstellen und mit einer
guten Prognose verbunden sind (Ellis et al., 1992).
Der Malignitätsgrad des Tumors kann nur bedingt zur Prognoseabschätzung herangezogen werden.
Hilfreich erscheint er bei den Patientinnen, die einen sehr gut di�erenzierten Tumor (G1) oder einen
schlecht di�erenzierten Tumor (G3) aufweisen, da die G1-Tumoren im Vergleich zu einem G3-Stadium
mit einer sehr viel besseren Prognose einhergehen. Allerdings stellen die Patientinnen mit einer
G1- oder G3-Situation mit 20-30% nur eine geringe Anzahl aller Patientinnen dar. Ein mittelgradig
di�erenzierter Tumor (G2), welcher bei der Mehrzahl aller Patientinnen dokumentiert wird, reicht
alleine nicht aus, um eine zuverlässige prognostische Aussage tre�en zu können (Harbeck et al.,
2002a).
Das Alter als prognostischer Faktor gewinnt hauptsächlich bei Patientinnen unter 35 Jahren an
Bedeutung. Junge Patientinnen haben eine deutlich ungünstigere Prognose, da Tumoren in diesem
Alter meist aggressive histologische Merkmale aufweisen (Nixon et al., 1994).
Von großer Bedeutung ist zudem der Steroidhormonrezeptor-Status von Östrogen und Progesteron,
der primär eine prädiktive Aussagekraft besitzt. Bei Tumoren mit hoher Expression beider Rezeptoren
(ER+/PR+) ist ein deutlich besseres Ansprechen auf eine antihormonelle Therapie zu verzeichnen
(Kantelhardt et al., 2008). Patientinnen mit Östrogen- und/oder Progesteronrezeptorpositiven
Tumoren stellen mit etwa 75% die Mehrzahl aller Mammakarzinompatientinnen dar (Harbeck et al.,
2002a). Darüber hinaus zählt der HER2/neu- Expressions-Status zu den etablierten prognostischen
und prädiktiven Faktoren, der zum einen den Einsatz des humanisierten Antikörpers Trastuzumab
oder des Tyrosinkinaseinhibitors Lapatinib rechtfertigt und zum anderen als Proliferationsmarker
den Verlauf der Tumorerkrankung bestimmt (Harbeck et al., 2002a).
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1.4.2 Neuere prognostische und prädiktive Faktoren
Die Untersuchung neuer prognostischer und prädiktiver Faktoren dient vor allem dem Ziel, sowohl das
individuelle Risiko der Patientinnen bestmöglich abzuschätzen, als auch Methoden zu entwickeln, die
die individuelle Biologie des Primärtumors präziser zu definieren helfen mit dem vorrangigen Zweck,
eine Übertherapie zu vermeiden (Harbeck et al., 2004, Harbeck et al., 2002b, Kantelhardt
et al., 2011, Thomssen et al., 2000, Thomssen et al., 2003, Schneeweiss, 2009). In den letzten
Jahren konnte diesbezüglich durch neue molekulargenetische Untersuchungsverfahren ein tieferes
Verständnis für die Tumorbiologie des Mammakarzinoms gewonnen werden.
Mittels Microarrays wurden Genexpressionsprofile erstellt, die eine neue Taxonomie des Mamma-
karzinoms anhand der Expression von sogenannten „intrinsischen Genen“ im Zusammenhang mit
dem klinischen Bild ermöglichten (intrinsische Subgruppen) (Liedtke et al., 2009, Strehl et al.,
2011). Die Identifizierung sogenannter Multigensignaturen wurde mittels cDNA-Microarrays und
RT-PCR am Tumorgewebe durchgeführt. Diese Gensignaturen waren insbesondere den Bereichen
Signaltransduktion und Zellzykluskontrolle zuzuordnen. Die Di�erenzierung der Subgruppen wurde
nicht allein anhand des Genexpressionsprofils vorgenommen, sondern es wurden auch immunhisto-
chemische Untersuchungsergebnisse (z.B. ER/PR-oder HER2-Status, Zytokeratin-Analyse) sowie
FACS-Analysen (Cluster of Di�erentiation-Bestimmung) berücksichtigt (Perou et al., 2000, Prat
et al., 2009). Die damit gegebene präzisere Di�erenzierung der Tumorbiologie des Mammakarzinoms
erlaubte eine Einteilung in sechs intrinsische Subtypen (Luminal A, Luminal B, HER2-enriched-Typ,
Basal-like-Typ, Normal-like-Typ, Claudin-low-Typ; Perou2000, Soerlie2003), die jeweils anhand ihres
Genexpressionsprofils unterschiedlichen Entwicklungsstadien des Brustepithels zugeordnet werden
konnten (Prat et al., 2009, Lim et al., 2009).
Diese Subgruppendi�erenzierung ermöglichte zusätzlich zu den traditionellen Faktoren eine indivi-
duellere Aussage bezüglich der Prognose und Prädiktion zu tre�en, was in mehreren unabhängigen
Studien validiert wurde (Perou, 2011, Eroles et al., 2012, Lim et al., 2009, Gordon et al., 2003,
Sørlie et al., 2003). Des Weiteren wurden prognostische und prädiktive Marker, Gensignaturen wie
zum Beispiel die 70-Gen-Signatur, Mammaprint®, die 21-Gen-Signatur, Onkotype DX®, oder die
30-Gen-Signatur etabliert (Veer et al., 2002, Paik et al., 2004, Hess et al., 2006). Ferner wurden
einzelne Gene identifiziert, die neue zielgerichtete Therapiekonzepte (z.B. mTOR-Inhibitoren bei
Trastuzumab-unempfindlichen Patientinnen, BOLERO-III-Studie) versprechen lassen (deGra�en-
ried2004, Harbeck2013c). Die neuen prognostischen und prädiktiven Marker werden derzeit bereits
in Phase-III-Studien (z.B. MINDACT-Studie, TAILORx-Studie) erprobt, haben aber aufgrund einer
bisher fehlenden Standardisierung und hohen Kostenaufwands im klinischen Alltag noch keinen
Einzug gefunden (Veer et al., 2002, Liedtke et al., 2009, Paik et al., 2004, Cheang et al., 2008,
Schmitt et al., 2011).
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1.5 Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 als prognostischer und prädiktiver Faktor

Darüber hinaus spielen Tumor-assoziierte Proteolysefaktoren, der Plasminogenaktivator vom Uro-
kinasetyp (uPA) und sein Gegenspieler, der Plasminogenaktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), eine
entscheidende Rolle sowohl bei der Risikostratifizierung (Goldhirsch et al., 2005) als auch bei der
Therapieentscheidung. Ihre Konzentrationsbestimmung mittels ELISA aus frischem Tumorgewebe
(Vetter et al., 2007) ermöglicht die Einteilung in eine Hochrisiko- (PAI-1 Ø 14ng/mg und/oder
uPA Ø 3ng/mg)- und Niedrigrisikogruppe (PAI-1 < 14ng/mg und uPA < 3ng/mg) bei Patientinnen
mit einem primären nodal-negativen Mammakarzinom (Jänicke et al., 1989, Jacobs et al., 2013).
Diesen Proteinen kommt eine besondere Bedeutung bei der Tumorinvasion und Metastasierung zu.
Erhöhte, über dem jeweiligen Schwellenwert liegende uPA- bzw. PAI-1-Konzentrationen korrelieren
mit einer aggressiveren Form des Mammakarzinoms (Duffy et al., 1988, Jaenicke et al., 1993,
Harbeck et al., 2004). Ihre prognostische und prädiktive Stärke beim nodal-negativen Mammakar-
zinom erreichte das höchste Evidenzniveau (Level of Evidence, LoE-1) und erlaubt heute ihren
routinemäßigen Einsatz im klinischen Alltag (Harbeck et al., 2004).

1.6 Die Biomarker uPA und PAI-1 in ihrer Bedeutung für das Mammakarzinom

1.6.1 Etablierung des PAS als diagnostisches und therapierelevantes Instrument
Seit Ende des letzten Jahrhunderts verdichteten sich die Daten immer weiter dahingehend, dass
das Plasminogen-Aktivator System (PAS) nicht nur entscheidend für die Fibrinolyse ist, sondern
auch eine große Rolle bei der Proliferation, Invasion und Metastasierung solider Tumoren spielt
(Dano et al., 1985, Blasi et al., 1987, Vassalli et al., 1991, Andreasen et al., 1997, Dass et al.,
2008, McMahon et al., 2001). Die prädiktive und prognostische Signifikanz und damit der klinische
Nutzen von Plasminogen-Aktivator vom Urokinase-Typ und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
konnte bislang bei vielen soliden Tumoren, am aussagekräftigsten beim Mammakarzinom, durch
zahlreiche klinische Untersuchungen belegt werden (Thomssen et al., 2003, Dass et al., 2008).
Bereits 1988 wurde durch die Arbeitsgruppe von Du�y et al. ein statistisch signifikanter Zusam-
menhang nachgewiesen zwischen einer erhöhten Proteaseaktivität (uPA) im Tumorgewebe von
Patientinnen mit einem primären Mammakarzinom einerseits und der Tumorgröße, einem positiven
Nodalstatus sowie einem kürzeren krankheitsfreien Überleben andererseits. uPA wurde als möglicher
neuer prognostischer Marker beim primären Mammakarzinom vorgeschlagen (Duffy et al., 1988).
Diese Vermutung wurde kurz darauf durch die Arbeitsgruppe von Jänicke et al. bestätigt, die
eine erhöhte mittels ELISA bestimmte Konzentration von uPA im Tumorgewebe unabhängig von
traditionellen Biomarkern mit einer erhöhten Rezidivrate dieser Patientinnen nachweisen konnten
(Jänicke et al., 1989). 1991 wurde durch dieselbe Arbeitsgruppe erstmals der Faktor PAI-1 als
ein zu uPA komplementärer prognostischer Biomarker beschrieben, verbunden mit dem Nachweis,
dass erhöhte PAI-1-Konzentrationen im Primärtumorgewebe mit einer ungünstigeren Prognose
einhergingen (Jänicke et al., 1991).
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Die unabhängige prognostische Bedeutung von uPA und PAI-1 auf das krankheitsfreie Überleben
und Gesamtüberleben bei Patientinnen mit einem primären nodal-negativen Mammakarzinom wurde
daraufhin in vielen Studien bestätigt (Harbeck et al., 2004). Die erste prospektive multizentrische
Chemo-N0-Studie (1993-1998) mit einem heutigen Follow-up von zehn Jahren, trug wesentlich zur
Validierung der prognostischen und prädiktiven Stärke von uPA und PAI-1 als neue Biomarker bei.
Aufgrund der zahlreichen aussagekräftigen retrospektiven und prospektiven Studien sowie der Chemo-
N0-Studie erreichten uPA und PAI-1 als einzige Biomarker gemäß den Richtlinien des Tumor Marker
Utility Grading Systems (Hayes et al., 1996) die höchste Evidenzstufe, LoE-1, (Schmitt et al.,
2010, Harbeck et al., 2013a, Schmitt et al., 2011). Bereits 2002 wurden die Faktoren uPA und
PAI-1 aufgrund der vorliegenden klinischen Daten und der qualitätskontrollierten standardisierten
Nachweismethode mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA, Femtelle®) in die AGO
(Deutschen Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische Onkologie)- und 2007 in die ASCO (American
Society of Clinical Oncology)- Leitlinien aufgenommen (Harris et al., 2007, Annecke et al., 2008)
sowie 2008 in die National Academy of Clinical Biochemistry Laboratory Medicine Practice guidelines
(NACB) (Sturgeon et al., 2008).
Eine weitere wichtige multizentrische prospektive klinische Studie zur Validierung der Risikostratifi-
zierung durch uPA und PAI-1 im Vergleich zu den klassischen klinisch- pathologischen Faktoren ist
die von 2002 bis 2009 durchgeführte NNBC 3-Europe-Studie (Node Negative Breast Cancer 3-Europe,
www.germanbreastgroup.de/nnbc3/). Erste Zwischenergebnisse zeigen ein sehr gutes Ansprechen der
Hochrisikopatienten auf beide Chemotherapie-Varianten mit einer geschätzten Wahrscheinlichkeit
eines 2,5-jährigen krankheitsfreien Überlebens von über 97% und einem Gesamtüberleben von um
die 99% (Vetter et al., 2007, Kantelhardt et al., 2011, Harbeck et al., 2011, Thomssen et al.,
2012). Die seit 2009 laufende West German Study Group (WSG) Plan B Studie bei HER2-negativen
Mammakarzinompatientinnen geht einen Schritt weiter und nimmt eine Risikostratifizierung anhand
der uPA/PAI-1-Expressionsraten und dem 21-Gene Recurrence Score (Oncotype DX, Score 0-100)
vor1.

1.6.2 Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1)
Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) wurde 1983 erstmals als Inhibitor der Fibrinolyse
im Kulturmedium endothelialer Rinderzellen der Aorta entdeckt (Loskutoff et al., 1983). Er
gehört dem Plasminogen-Aktivator-System an und spielt zum einen eine wichtige Rolle in der
Homöostase des Blutgerinnungssystems, wo er im Rahmen der Fibrinolyse durch die Inhibition
des gewebespezifischen Plasminogen-Aktivators (tPA) die Bildung stabiler Thromben begünstigt
(Loskutoff et al., 1989). Zum anderen hat PAI-1 durch Inhibition des Plasminogen-Aktivators vom
Urokinase–Typ (uPA) einen entscheidenden Einfluss auf die Homöostase der extrazelluären Matrix in

1 www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01049425

www.clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01049425
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physiologischen als auch pathologischen Prozessen (Abb. 1 (Loskutoff et al., 1999, Schleef et al.,
1990, Lijnen, 2005, Löffler et al., 2007, McMahon et al., 2001, Andreasen et al., 1990). Darüber
hinaus wird PAI-1 eine entscheidende Rolle bei der replikativen Seneszenz, dem altersbedingten
Verlust der zellulären Teilungsfähigkeit, zugesprochen. In vitro- und in vivo-Untersuchungen wiesen
anhand p53-defizienter, PAI-1-überexprimierender Fibroblasten eine erhöhte PAI-1-Expressionsrate
in alternden Fibroblasten sowie eine von p53 unabhängige Regulation des Zellzyklus bezüglich der
replikativen Seneszenz nach (Kortlever et al., 2006). PAI-1 ist ein aus 379 bzw. 381 Aminosäuren

B.R. Binder, J. Mihaly / Immunology Letters 118 (2008) 116–124 121

with uPA; such “signaling” site is not contained in PAI-2 that is still
efficiently endocytosed via this receptor but does not induce sus-
tained mitogenic signaling events through VLDLR [104]. Similarly
uPA – PAI-1 complexes induced signaling via the MEK/ERK path-
way in MCF-7 and MDA-MB-435 breast cancer cells in an uPAR and
VLDLR dependent manner [105]. PAI-1 was also shown to prevent
in a vitronectin-dependent manner the cooperation of !v"3 inte-
grins leading to a decrease in insulin-induced AKT phosphorylation
in NIH3T3 fibroblasts [106]. Further, both active and inactive PAI-1
were shown to activate the JAK/STAT pathway thereby stimulating
cell migration in chemotaxis, haptotaxis, chemokinesis and wound
healing assays. This signaling effect might as well involve LRP as
mediator of the migration-promoting activity of PAI-1 [107].

These data indicate that in fact PAI-1 might be involved in cel-
lular signaling and such activity might probably not be related to
inhibition of uPA but might be caused by uPA induced unveiling of
a buried VLDLR binding site in PAI-1, whereby the involvement of
LRP-1 cannot be excluded. This notion is supported by data showing
that LRP-1-deficient cells can be rescued with respect to regulation
of Rac1 activity by VLDL receptor expression [108]. In these stud-
ies LRP-1 in a uPAR dependent fashion was shown to function as a
major regulator of Rac1 activation and in turn cell migration.

4.5. PAI-1 and increased malignancy: a model

When summarizing the available reported data on PAI-1 in can-
cer, it becomes more and more clear that the clinical correlation
between high PAI-1 levels and higher malignancy of the tumor
reflected by “bad” clinical outcome is not in contradiction with data
derived from animal experiments as well as in vitro data obtained
in cells. In agreement with the complexity of the uPAR-uPA sys-
tem that mediates focused proteolysis as well as signaling [109],
the views on the role of this system in cancer are certainly chang-
ing [110,111]. It is now accepted that the system is also significantly
involved in cell proliferation and angiogenesis and that “certain
endogenous protease inhibitors such as PAI-1 and TIMP-1 appear

to promote cancer metastasis rather than inhibiting the process”
[111].

However, what is the cellular basis for that correlation or is it
just an epiphenomenon with or without a biological consequence
and how can these data now be fitted into a model for a causal rela-
tion between high PAI-1 and increased malignancy of the tumor? It
certainly cannot be a “single cause” model, but has to incorporate
PAI-1 effects on several properties of the tumor as well as the host,
e.g. increased angiogenesis.

4.5.1. High PAI-1 levels as an epiphenomenon of more malignant
cells

It was reported that the alkylating agent N-methyl-N′-nitro-
N-nitrosoguanidine (MNNG), induced p53 phosphorylation at Ser
15 that resulted in induction of PAI-1 in a p53-dependent fash-
ion. This finding might link the tumor-suppressor protein p53 to
high PAI-1 levels that could contribute to tumor metastasis [112].
In this case, high PAI-1 would be an “epiphenomenon with bio-
logic consequence”. Another mechanism by which levels of PAI-1
would be increased in more aggressive tumors involves hypoxia:
in patients with head and neck cancer PAI-1 levels measured in
plasma correlated with the degree of tumor hypoxia leading to the
hypothesis that changes induced by hypoxia at the transcriptional
level could be responsible for a more aggressive phenotype. Up-
regulated genes in these tumors included among others PAI-1 and
related signal transducers such as LRP but also growth factors such
as fibroblast growth factor-3, vascular endothelial growth factor,
insulin-like growth factor-binding protein 3; PAI-1 mRNA gradu-
ally increased with hypoxia [113], but re-oxygenation could not
revert high PAI-1 levels indicating that hypoxia “irreversibly” trig-
gered pathways leading to PAI-1 upregulation [114]. Also in this
case high PAI-1 levels would be an “epiphenomenon with biologic
consequence”. Furthermore, TGF" induction during the inflamma-
tory response and in turn up-reglation of PAI-1 by active TGF"
[115] would also lead to the epiphenomenon “high PAI-1” as would
also the metabolic syndrome [116]; in the latter case, breast cancer

Fig. 1. Target mechanisms potentially contributing to increased malignancy induced by PAI-1. The components of the basic signaling complex consisting of uPAR (yellow),
uPA (red) and PAI-1 (green) are shown. Signal transducers such as LDLR members, integrins or G-protein coupled receptors are not shown. uPA mainly originates from the
tumor and inflammatory cells; PAI-1 is released by the tumor, inflammatory cells, cells involved in PAI-1 secretion in the metabolic syndrome (e.g. adipocytes) as well as
matrix cells. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
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Abbildung 1: Darstellung des vielfältigen Einflusses von PAI-1 auf die Karzinogenese
(D=Proteindomänen von PAI-1, D1 und D3 bilden zusammen die Bindungsstelle für die Urokina-
se uPA. Die Spaltung zwischen den Domänen D1 und D2 führt zu Fragmenten, die chemotaktische
Eigenschaften aufweisen). Abb. modifiziert nach Bernd R. Binder and Judit Mihaly: The plasminogen
activator inhibitor „paradox“ in cancer, Immunology Letters, 2008

(NH2-terminale Heterogenität) bestehendes Glykoprotein und zählt zu den Serinprotease-Inhibitoren
(SERPINE) (Lijnen, 2005). Unter physiologischen Bedingungen wird PAI-1 nur von wenigen Zellen
synthetisiert und in die extrazelluläre Matrix bzw. den Blutkreislauf freigesetzt. Zu diesen Zel-
len zählen hauptsächlich Endothelzellen, Adipozyten, glatte Gefäßmuskelzellen, Hepatozyten und
Thrombozyten, wobei die Leber und das Fettgewebe zu den „Hauptproduzenten“ von PAI-1 zählen.
In seiner aktiven Form inhibiert PAI-1 die Proteasen uPA und tPA (Binder et al., 2002).
In pathologischen Prozessen können weitere, durch inflammatorische Zytokine aktivierte Gewebe-
arten bzw. Zellen, wie Monozyten/Makrophagen und Fibroblasten, sowie zahlreiche Tumorzellen,
PAI-1 in großen Mengen produzieren (Loskutoff et al., 1998, Schneiderman et al., 1991, Binder
et al., 2002, Lijnen, 2005).
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Pathologisch erhöhte PAI-1-Spiegel und eine damit einhergehende verringerte fibrinolytische Ka-
pazität sind im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen beschrieben worden. Viele sind
den kardiovaskulären Erkrankungen zuzuordnen (Erickson et al., 1990, Juhan-Vague et al., 1996)
und jenen Erkrankungen, die das metabolische Syndrom ausmachen (Adipositas, kardiovaskuläre
Erkrankungen durch Arteriosklerose, Diabetes mellitus, Dyslipidämie) (Schäfer et al., 2001, Juhan-
Vague et al., 2003, Robbie et al., 1996, Craen et al., 2012). Erhöhte PAI-Werte wurden aber auch in
Assoziation mit tiefer Beinvenenthrombose (Francis, 2002), diversen Tumorerkrankungen (Ulisse
et al., 2009), Traumata und Infektionserkrankungen mit einem septischen Verlauf beschrieben (Hack,
2001, Dellas et al., 2005).

1.6.3 Die Regulation der PAI-1-Gen-Expression
Das humane PAI-1-Gen, das erstmals 1986 von vier unabhängigen Arbeitsgruppen beschrieben
wurde, ist etwa 12,2 kb lang und setzt sich aus 9 Exons und 8 Introns zusammen. Lokalisiert ist das
Gen auf dem langen Arm von Chromosom 7 in der Position q21.3-q22 (Pannekoek et al., 1986, Ny
et al., 1986, Ginsburg et al., 1986, Andreasen et al., 1986, Ulisse et al., 2009).
Zu den regulierenden Faktoren der Genexpression zählen, wie teilweise schon erwähnt, inflamma-
torische Zytokine wie TNF-– und IL-1, die PAI-1 als Akut-Phase-Protein in Endothelzellen sowie
HAT-1080-Fibrosarkomzellen induzieren und die tPA-Konzentration senken (Binder et al., 2002,
Craen et al., 2012). Des weiteren wurde in vitro bei humanen sowie Rinderendothelzellen und in
vivo eine Induktion der PAI-1-Syntheserate durch das Endotoxin Lipopolysaccharide (LPS), ein
Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, nachgewiesen (Samad et al., 1996, Yende et al.,
2007), was die Vermutung nahelegt, dass PAI-1 bei Patienten mit einer Gram-negativen-Sepsis von
Endothelzellen produziert und in den Blutkreislauf abgegeben wird (Zhang et al., 1997).
Von den Wachstumsfaktoren und Zytokinen, wie TGF-—1, EGF, FGF und CTGF, die ebenfalls
die PAI-1-Expression regulieren, kommt vor allem TGF-—1 bei der Onkogenese eine bedeutende
Funktion zu. Beim Mammakarzinom spielt TGF-—1 zum einen durch Inhibition der Proliferation als
Tumorsuppressor eine Rolle, zum anderen wurde aber auch beim fortgeschrittenen Mammakarzinom
eine erhöhte TGF-—1-Expression im Tumorgewebe mit einer supprimierten Immunantwort und einer
Induktion der Angiogenese in der Umgebung des Tumors in Verbindung gebracht (Roberts et al.,
2003, Siegel et al., 2003, Kajdaniuk et al., 2013).
Des Weiteren zählen zu den regulierenden Faktoren von PAI-1 die Triglyceride, freie Fettsäuren
und VLDL (very low density lipoproteins), Glukose sowie bestimmte Hormone (Insulin und Glu-
kokortikoide), Angiotensin II, der Hypoxie-induzierende Faktor (HIF-1) und Sauersto�radikale –
also Faktoren, die beim metabolischen Syndrom entscheidend sind bzw. als dessen Folgen auftreten
(Andreasen et al., 1990, Binder et al., 2002, Dellas et al., 2005, Nagamine et al., 2005). Die
erhöhte PAI-1-Expressionrate in metastasierten Tumoren könnte zudem auch durch HIF-1 erklärbar
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sein, dessen Bindungsstelle im PAI-1 Promotor bei -195/-198 zu finden ist (Nagamine et al., 2005,
Ulisse et al., 2009).
VLDL-Response-Elemente liegen in der Promotorregion des PAI-1-Gens zwischen -672 und -657. Ver-
mutet wird, dass möglicherweise Triglyceride über die VLDL-cis-Elemente entscheidenden Einfluss
auf die erhöhte PAI-1-Expression haben (Abb. 2) (Binder et al., 2002). Freie Fettsäuren, die typi-
scherweise bei Diabetes mellitus erhöht vorliegen und nachweislich in Leberzellkarzinom-Zelllinien
HepG2 die PAI-1-Expression positiv beeinflussen, interagieren über ein trans-Element, das zwischen
-528 und -599 an der Sequenz 5�-TG(G/C)1-2CTG-3�im Promotor binden kann (Chen et al., 2000).
Weiterhin könnte der Transkriptionsfaktor Sp1 (stimulating protein 1) regulatorischen Einfluss
haben, da seine Erkenungssequenz nahezu identisch mit der letztgenannten PAI-1-Promotorsequenz
ist.
In Mesangiumzellen des Nierenkörperchens konnte eine erhöhte PAI-1-Rate durch eine Hyperglykämie
via Sp1 induziert werden (Goldberg et al., 2000). Das zellzyklusregulierende Tumorsupressorprotein
p53, als ein die DNA in der Promotorregion -160 bis -139 direkt bindender Transkriptionsfaktor,
besitzt positiven Einfluss auf die PAI-1-Expressionsrate (Binder et al., 2002, Roberts et al., 2003),
negativen Einfluss hingegen auf die uPA- und tPA-Expressionsrate, wodurch die Stabilität der
extrazellulären Matrix gegeben ist (Binder et al., 2002). Im Zusammenhang mit dem zirkadianen
Rhythmus der PAI-1-Plasmakonzentration wurden mehrere Zeit-Gene beschrieben, die positiven
(Clock-Gen, Bmal1- und Bmal2-Gene) oder negativen (Perl-2-, Cryl-2- Decl-2-Gen) regulatorischen
Charakter auf die PAI-1-Expressionsrate besitzen (Lijnen, 2005, Chong et al., 2006, Singletary
et al., 2008). Darüber hinaus haben Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymor-

elements and 5 repeats of a long poly (Pur) element. These Alu-
Pur elements may represent a subset of the more abundant Alu
family of repetitive sequence elements. In addition, there also
exists a 4G/5G polymorphism and a G/A polymorphism in the
promoter; however, data on the clinical relevance of these
polymorphisms are controversial (8).

Regulation of PAI-1 biosynthesis in vitro

In vitro studies indicate that PAI-1 is synthesized by variety
of cells and that its biosynthesis can be induced by growth fac-
tors, cytokines, hormones, and other compounds (12). The
high expression of PAI-1 in cultured endothelial cells suggests
that these cells substantially contribute to plasma PAI-1. How-
ever, the lack of demonstration of endothelial PAI-1 by
immunohistochemistry or in situ hybridization and the pres-
ence of PAI-1 in various other cell types (e.g., hepatocytes,
smooth muscle cells, adipocytes) points toward the possibility
that plasma PAI-1 may originate from a variety of tissues. PAI-
1 is also contained in platelets.

Inflammatory mediators. Lipopolysaccharide (LPS) induces
elevated PAI-1 levels in the plasma of patients with Gram-neg-
ative septicemia. Analysis of the effects of LPS on PAI-1 gene
expression in cultured cells indicates that PAI-1 synthesis by
human and bovine endothelial cells is stimulated by LPS (20).
It seems that plasma PAI-1 levels observed in Gram-negative
sepsis result, at least in part, from increased biosynthesis of
PAI-1 by endothelial cells of the vessel wall where the increase
in PAI-1 antigen was preceded by an increase in the steady-
state level of PAI-1 mRNA. 

The effects of LPS are mediated in part by tumor necrosis
factor-! (TNF-!). It stimulates PAI-1 synthesis by endothelial
cells and HT-1080 fibrosarcoma cells and decreases t-PA pro-
duction by these cells. Thus the antifibrinolytic effects of this
molecule result from changes at the level of both PAI-1 and t-

PA. Another cytokine, interleukin-1 (IL-1), also stimulates the
production of PAI-1 synthesis by endothelial cells and sup-
presses t-PA production. Both TNF-! and IL-1 induce tissue
factor activity in endothelial cells. The decreased fibrinolytic
activity and increased procoagulant activity of endothelial
cells exposed to these cytokines may therefore promote both
the formation and maintenance of fibrin. The induction of tis-
sue factor activity by inflammatory mediators like TNF-! and
IL-1 ultimately leads to increased generation of thrombin,
which has also been reported to increase PAI-1 activity in the
medium of umbilical vein endothelial cells. This regulatory
loop therefore favors fibrin deposition.

TGF-"1. TGF-"1 is abundant in the !-granules of platelets,
from where it can be released after vascular injury and can
stimulate local PAI-1 expression. This can lead to insensitivity
of thrombi to become lysed, leading in turn to increased fibrin
deposits and progression of atherosclerosis. TGF-"1 was one of
the very first cytokines that was described to regulate PAI-1
expression on a transcriptional level, and since then substan-
tial progress has been made in understanding the processes
that mediate this regulatory mechanism. Parts of the PAI-1 pro-
moter are now common tools in studies dealing with TGF-"1
signal transduction. TGF-"1 response elements in the PAI-1
promoter concentrated on binding of nuclear proteins include
activator protein-1 binding sites but predominately binding
sites for SMA/Mothers against decapentaplegic (SMAD) pro-
teins, which play the key role in TGF-"1-mediated activation of
PAI-1 transcription (4). Smad3/Smad4-binding sequences,
termed CAGA boxes, were identified within the promoter and
are essential and sufficient for the induction by TGF-"1. The
protein complex that modulates the transcriptional control
seems to contain several more players, like transcription factor
for immunoglobulin heavy chain enhancer 3 (TFE3), the onco-
proteins c-Ski and c-Sno, as well as the nuclear hormone
receptor coactivator Ski-interacting protein (SKIP).

News Physiol Sci • Vol. 17 • April 2002 • www.nips.org 59

FIGURE 3. The PAI-1 promoter and consensus sequences. TGF, transforming growth factor; VLDL, very-low-density lipoprotein; CTF, CCAAT box binding tran-
scription factor; NF1, nuclear factor 1; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate; AP, activator protein; -RE, responsive element; TRE, tetradecanoyl phorbol acetate
response element.
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Abbildung 2: Darstellung des PAI-1-Promotors mit seinen regulatorischen Sequenzen (RE). Sequenzen,
an denen Transkriptionsfaktoren nachweislich binden, sind ebenfalls aufgeführt. Abb. nach BR Binder et
al. modifiziert: Plasminogen Activator Inhibitor 1: Physiological and Pathophysiological Roles, Physiology
2002

phism, SNP) Einfluss auf die Regulierung der Transkription von Genen (Betts et al., 2012). Im
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PAI-1-Gen wurden mehr als 180 SNPs identifiziert1, wobei der 4G/5G-Polymorphismus (Abb. 3) am
aussagekräftigsten untersucht wurde. Ferner kommt epigenetischen Phänomenen bei der Regulation
der PAI-1-Expressionrate eine Bedeutung zu. 25 CpG-Inseln wurden in der Region -805/+152
identifiziert, deren Demethylierung mit einem deutlichen Anstieg der PAI-1 mRNA verbunden ist
(Gao et al., 2005).

1.6.4 Der 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus
Der 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus wurde erstmals von Dawson et al. 1993 beschrieben und liegt
im Promotorbereich des PAI-1-Gens, vom Transkriptionsstartpunkt ausgehend „upstream“ an der
Position -675bp (Dawson et al., 1993) (Abb. 3). Dieser Bereich ist regulatorisch von Bedeutung,
so dass sich der kleine Unterschied zwischen 4 und 5 Guaninen (G) auf die PAI-1-Expressionsrate
auswirkt. Mehrere Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines 4G-Allels und
einer erhöhten PAI-1-Konzentration in vitro und in vivo (Plasmakonzentration) (Dawson et al., 1993,
Eriksson et al., 1995, Margaglione et al., 1998, Chong et al., 2006, Ding et al., 2006). Ergänzend
zu diesen Ergebnissen konnte anhand von in vitro Untersuchungen gezeigt werden, dass beim Vorliegen
des 4G-Allels beispielsweise die HepG2-Zelllinie nach Stimulation mit IL-1 6-fach-höhere PAI-1-
Konzentrationen aufwies als bei Präsenz des 5G-Allels (Dawson et al., 1993), oder Endothelzellen
nach Stimulation mit Angiotensin II im Vergleich zu dem 4G/5G- und vor allem zu dem 5G/5G-
Genotyp signifikant mehr PAI-1 exprimierten (Roncal et al., 2004). Ergänzend hierzu zeigte sich
derselbe E�ekt in vitro in durch LPS und Murein stimulierten Blutproben (Yende et al., 2007). Auch
beeinflussen VLDL via VLDL-spezifische Bindungssequenzen die PAI-1-Expression über Bindung
an eine benachbarte, das 5G-Allel überlappende Region, was vermuten lassen könnte, dass VLDL
mit einem bisher noch nicht identifizierten 5G-Allel-spezifischen Repressor (Ma et al., 2009) um die
Bindungsstelle konkurriert, was die erhöhten PAI-1-Konzentrationen in Reaktion auf VLDL erklären
könnte (Eriksson et al., 1995). Zudem regulieren die zirkadianen Clock-Proteine 4G-allelspezifisch
die PAI-1-Expression (Chong et al., 2006). Ferner wurde bei humanen Mastzellen (HMC-1) eine
erhöhte PAI-1-Konzentration nachgewiesen, vermittelt durch einen upstream stimulatory factor
1 (USF-1), der via eine 4G-Allel-abhängige E-Box (E-4G/5G) positiv regulatorischen Einfluss
zeigte (Ma et al., 2009). Wegen seines Einflusses auf die PAI-1-Expression steht der 4G/5G-PAI-
1-Polymorphismus im Zusammenhang mit zahlreichen Erkrankungen. Der homozygote 4G/4G-
Genotyp korreliert beispielsweise mit einem erhöhten Myokardinfarktrisiko (Boekholdt et al.,
2001), mit einer familiären Disposition für eine koronare Herzerkrankung (Margaglione et al.,
1998), bei Frauen mit einem erhöhten Prä-Eklampsie-Risiko (Zhao et al., 2012) und mit einem
Asthma bronchiale (Ma et al., 2009). Darüber hinaus zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
dem 4G/4G-Genotyp und einer ungünstigen Prognose bei ausgeprägten systemisch-entzündlichen

1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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have provided some hints that this may be the case,
although overall, the relation is weak. In a small Swed-
ish study of young men with cardiovascular disease
and normal men, there were no differences between
the two groups with respect to the prevalence of ei-
ther the dinucleotide-repeat or HindIII genotype.85

However, the prevalence of the 4G allele was higher
in the men with cardiovascular disease.85 Similar re-
sults were obtained in a small study of patients with
type 2 diabetes and myocardial infarction.92 In a study
of patients undergoing coronary angiography, the
4G allele was significantly associated with high plasma
PAI-1 concentrations, and the 4G allele was most
strongly associated with previous myocardial infarc-
tion in the patients with established atheroma.93

In a study of 1179 normal subjects and their first-
degree relatives, the 4G allele was associated with a
significant risk of myocardial infarction.94 A small
study found that the 4G allele was related to the de-
velopment of acute coronary syndromes46; however,
two large studies, the Etude Cas-Témoin de l’Infarctus
du Myocarde95 and the Physicians’ Health Study,96

found no relation between genotype and myocardial
infarction. In a study of 2565 subjects who under-
went coronary angiography for diagnostic purposes,
the PAI-1 genotype was related to the presence of
atheroma in the overall sample and to the severity of
atheroma in a subgroup of high-risk subjects,97 al-

though there was no relation between the PAI-1 gen-
otype and a history of myocardial infarction. These
findings must be considered in the context of the
difficulties in estimating the atheroma burden accu-
rately by standard angiographic techniques. A case–
control study of more than 600 patients with com-
puted tomographic evidence of cerebrovascular disease
revealed no differences in genotype frequency be-
tween the patients and the normal subjects.98

Despite several reports on the topic, there are still
conflicting data on the strength of the relation be-
tween PAI-1 gene polymorphisms and myocardial
infarction. The functional characteristics of the 4G/
5G polymorphism and its apparent interaction with
serum triglyceride concentrations suggest that the
4G allele is more likely to contribute to myocardial
infarction in the presence of hypertriglyceridemia as-
sociated with insulin resistance than in its absence. A
recent meta-analysis of all the relevant studies showed
a marginally significant effect of PAI-1 genotype on
myocardial infarction.99

PAI-1, Factor XIII Genotype, and Insulin Resistance

In patients with coronary artery disease, a com-
mon G-to-T point mutation in codon 34, exon 2, of
the factor XIII A-subunit gene that codes for a valine-
to-leucine change (FXIII Val34Leu) close to the site
of thrombin activation has been found to be protec-

Figure 4. Structure of the Gene for Plasminogen-Activator Inhibitor Type 1 (PAI-1) and the Site of the 4G/5G Polymorphism in the
Promoter Region.
The 4G/5G polymorphism at position ¡675 influences transcription and therefore plasma PAI-1 concentrations. Differential binding
of transcription-regulating proteins at this site has been identified. Increased gene transcription is associated with four guanine
bases (the 4G allele) and results in the binding of a transcriptional activator alone, whereas with five guanine bases (the 5G allele),
there is also binding of a repressor protein that decreases the binding of the activator.
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Abbildung 3: Mögliche Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus für die Bindung von Transkriptionsfak-
toren im PAI-1 Promotor. Abb. nach Kohler et al. modifiziert: Plasminogen-Activator Inhibitor Typ 1
and Coronary Artery Disease, The New England Journal of Medicine, 2000.

Erkrankungen, wie der Meningokokkensepsis, sowie bei schweren Traumata (Hermans et al., 2005).
Zudem wurde eine Korrelation des 4G/4G-Genotyps mit der Inzidenz des Prostatakarzinoms (Haas
et al., 2010) sowie mit der Inzidenz des Mammakarzinoms (Zhang et al., 2006) beschrieben. Das
4G-Allel wurde in Kombination mit einer Faktor V Leiden-Mutation in Zusammenhang mit einer
tiefen Beinvenenthrombose beschrieben (Francis, 2002) und mit einer höheren Anfälligkeit für
eine Pneumonie (Yende et al., 2007). In einer Metaanalyse von Wang et al., die den 4G/5G-
Polymorphismus im Zusammenhang mit der Inzidenz verschiedener Krebserkrankungen untersuchte,
ermittelten die Autoren eine Korrelation zwischen dem 4G-Allel und einer erhöhten Inzidenz, an
einem Kolon- oder Endometriumkarzinom zu erkranken (Wang et al., 2005).

1.7 PAI-1 im Plasminogen-Aktivator-System und Tumorentstehung

1.7.1 Zelldeadhäsion, Zellmotilität und Zellmigration
PAI-1 kommt bei der Tumorgenese eine multifunktionale Rolle zu: Regulation der Zelladhäsion,
Migration und Invasion sowie der Proliferation durch Inhibition der Apoptose und Tumorprogression,
letzteres vor allem infolge Beeinflussung der Angiogenese (Craen et al., 2012). Der Wirkungsmecha-
nismus von PAI-1 ist komplex und abhängig von vielen Faktoren wie beispielsweise der Zusammen-
setzung der extrazellulären Matrix, der Expressionsrate von uPAR, Integrinen und Rezeptoren, die
der Internalisierung dienen, oder der Quantität an Vitronektin, wovon dann auch proteolytische bzw.
nicht-proteolytische E�ekte abhängen, die in unterschiedlichen Zellen zugleich vorkommen können
(Craen et al., 2012). Der komplexe Wirkungsmechanismus des Plasminogen-Aktivator-Systems
könnte die Ursache der diesbezüglich voneinander abweichenden Forschungsergebnisse sein (Craen
et al., 2012).
Die Wirkung von PAI-1 auf die Tumorprogression lässt zunächst aufgrund der inhibitorischen
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Wirkung von uPA einen protektiven E�ekt auf die Degradation der EZM vermuten. Allerdings
legen der Nachweis erhöhter PAI-1-Konzentrationen in malignen Mammakarzinomzellen (Reilly
et al., 1992) sowie der Einfluss erhöhter PAI-1-Konzentrationen im Tumorgewebe auf eine ungünstige
Prognose, eine die Tumorprogression positiv beeinflussende Wirkung, nahe (Harbeck et al., 2004).
Der Einfluss von PAI-1 auf die Zellmotilität, unabhängig von seiner inhibitorischen Wirkung auf uPA,
hängt zum einen von der kompetitiven Bindung via der Somatomedin B-Domäne und RGD-Sequenz
an Vitronektin ab, was die Loslösung der Integrin- und uPAR-vermittelten Adhäsion der Zellen
an Vitronektin zur Folge hat (Dellas et al., 2005), und zum anderen von der von Vitronektin
unabhängigen Trennung der Zell-Matrix-Interaktion durch Bindung an den uPA/uPAR-Komplex,
wodurch durch die Ausbildung des uPA/uPAR/PAI-1-Komplexes und die folgende Interaktion mit
Integrin die rasche Internalisierung via LDL-Rezeptor stattfindet, was eine schnelle Loslösung der
beiden Rezeptoren von der EZM ermöglicht.
4 International Journal of Cell Biology
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which modulates PAI-1-stimulated migration directly via
LRP1, as uPA and uPAR are required for deadhesion but not
for the migratory response [25, 27, 43, 46]. Although LRP1-
mediated integrin endocytosis seems not to be necessary
for efficient cell detachment, integrin endocytosis would
allow for their subcellular redistribution (i.e., to the leading
edge) in support of cell locomotion and stromal invasion.
While the interaction between PAI-1 and uPA/uPAR/integrin
complexes would ultimately enhance the integrin/uPAR
“attachment-detachment-reattachment” cycle [47], thereby,
increasing cell motility, it is apparent that PAI-1 can utilize
multiple avenues to impact LRP1-dependent cell migration
(Figure 4, left and middle). Further complicating this process
is the potential for PAI-1 to modulate syndecan-dependent
keratinocyte migration, as evident during wound healing.
Keratinocytes at the wound margin begin to synthesize and
deposit unprocessed laminin-332, supporting syndecan-1
binding through the LG4/5 domain (Figure 4, right). PAI-
1, which is also expressed by cells at the wound edge,
stabilizes this interaction by preventing plasmin-initiated
proteolytic processing of laminin-332 [48] and syndecan-
1 shedding [49, 50]. The presence of VN at the wound
edge can augment this event through its ability to focalize
PAI-1 and extend the half-life of active PAI-1 (discussed
below) as well as engage syndecan-1 [51]. PAI-1, through
its ability to reduce pericellular levels of active plasmin,
promotes syndecan-1-dependent migration on unprocessed

laminin-332 by preventing cleavage of the syndecan-binding
site LG4/5. Additionally, PAI-1 inhibition of plasmin acti-
vation facilitates migration on unprocessed laminin-332 by
reducing the shedding of syndecan-1 from the cell surface.
As the proteolytic environment matures, PAI-1 and VN are
endocytosed and degraded [52, 53]. Syndecan-1 binding is
lost due to proteolytic processing of laminin-332, as well as
syndecan-1 ectodomain shedding; α3β1 binding to processed
laminin-332 begins to slow keratinocyte migration and
initiate hemidesmosome formation [48, 54] (see Figure 4,
right).

3. PAI-1-Regulated Cell Migration: Interactions
with Vitronectin

PAI-1/VN interactions impact several mechanisms associ-
ated with cell migration. Whereas PAI-1 had been recog-
nized earlier as a highly significant prognostic indicator for
malignant disease outcome [55], the importance of stromal
VN as inducer of cell motility came in focus only more
recently [56–58]. In part, it does so by stabilizing PAI-
1 in an active conformation, extending its half-life and
amplifying the inhibition of focal proteolysis modulating the
extent, locale, and duration of matrix remodeling, thereby
preserving a stromal architecture permissive for cell motility
[59, 60]. This is particularly important following cutaneous
injury where restoration of barrier function and tissue
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which modulates PAI-1-stimulated migration directly via
LRP1, as uPA and uPAR are required for deadhesion but not
for the migratory response [25, 27, 43, 46]. Although LRP1-
mediated integrin endocytosis seems not to be necessary
for efficient cell detachment, integrin endocytosis would
allow for their subcellular redistribution (i.e., to the leading
edge) in support of cell locomotion and stromal invasion.
While the interaction between PAI-1 and uPA/uPAR/integrin
complexes would ultimately enhance the integrin/uPAR
“attachment-detachment-reattachment” cycle [47], thereby,
increasing cell motility, it is apparent that PAI-1 can utilize
multiple avenues to impact LRP1-dependent cell migration
(Figure 4, left and middle). Further complicating this process
is the potential for PAI-1 to modulate syndecan-dependent
keratinocyte migration, as evident during wound healing.
Keratinocytes at the wound margin begin to synthesize and
deposit unprocessed laminin-332, supporting syndecan-1
binding through the LG4/5 domain (Figure 4, right). PAI-
1, which is also expressed by cells at the wound edge,
stabilizes this interaction by preventing plasmin-initiated
proteolytic processing of laminin-332 [48] and syndecan-
1 shedding [49, 50]. The presence of VN at the wound
edge can augment this event through its ability to focalize
PAI-1 and extend the half-life of active PAI-1 (discussed
below) as well as engage syndecan-1 [51]. PAI-1, through
its ability to reduce pericellular levels of active plasmin,
promotes syndecan-1-dependent migration on unprocessed

laminin-332 by preventing cleavage of the syndecan-binding
site LG4/5. Additionally, PAI-1 inhibition of plasmin acti-
vation facilitates migration on unprocessed laminin-332 by
reducing the shedding of syndecan-1 from the cell surface.
As the proteolytic environment matures, PAI-1 and VN are
endocytosed and degraded [52, 53]. Syndecan-1 binding is
lost due to proteolytic processing of laminin-332, as well as
syndecan-1 ectodomain shedding; α3β1 binding to processed
laminin-332 begins to slow keratinocyte migration and
initiate hemidesmosome formation [48, 54] (see Figure 4,
right).

3. PAI-1-Regulated Cell Migration: Interactions
with Vitronectin

PAI-1/VN interactions impact several mechanisms associ-
ated with cell migration. Whereas PAI-1 had been recog-
nized earlier as a highly significant prognostic indicator for
malignant disease outcome [55], the importance of stromal
VN as inducer of cell motility came in focus only more
recently [56–58]. In part, it does so by stabilizing PAI-
1 in an active conformation, extending its half-life and
amplifying the inhibition of focal proteolysis modulating the
extent, locale, and duration of matrix remodeling, thereby
preserving a stromal architecture permissive for cell motility
[59, 60]. This is particularly important following cutaneous
injury where restoration of barrier function and tissue
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for the migratory response [25, 27, 43, 46]. Although LRP1-
mediated integrin endocytosis seems not to be necessary
for efficient cell detachment, integrin endocytosis would
allow for their subcellular redistribution (i.e., to the leading
edge) in support of cell locomotion and stromal invasion.
While the interaction between PAI-1 and uPA/uPAR/integrin
complexes would ultimately enhance the integrin/uPAR
“attachment-detachment-reattachment” cycle [47], thereby,
increasing cell motility, it is apparent that PAI-1 can utilize
multiple avenues to impact LRP1-dependent cell migration
(Figure 4, left and middle). Further complicating this process
is the potential for PAI-1 to modulate syndecan-dependent
keratinocyte migration, as evident during wound healing.
Keratinocytes at the wound margin begin to synthesize and
deposit unprocessed laminin-332, supporting syndecan-1
binding through the LG4/5 domain (Figure 4, right). PAI-
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Abbildung 4: Darstellung einer gerichteten Zellmigration. Die Fortbewegung der Zelle ist durch eine
Ablösung der Zelle von der Matrix bei gleichzeitiger Zelladhäsion an den entgegengesetzten Polen der
Zelle möglich. Nach Czekay et al. modifiziert: PAI-1: An Tntegrator of Cell Signaling and Migration,
International Journal of Cell Biology, 2011.

Diese Internalisierung des uPA/uPAR/PAI-1/Integrin/LRP1-Komplexes führt nicht nur zu einer
Trennung der Zell-Matrix-Interaktion, sondern ermöglicht der Zelle eine gerichtete Migration durch
Exozytose der internalisierten Rezeptoren nach Transzytose am führenden Pol der Zelle (Abb.
4) (Dellas et al., 2005). Dies führt zum einen erneut zu einer Stabilisierung der Zelle innerhalb
der EZM, aber auch zu einer weiteren lokalen Degradation der EZM. Zudem konnte durch die
Arbeitsgruppe von Degryse et al. der Einfluss von PAI-1 in Abhängigkeit seiner Konzentration auf
die Zellform und Umstrukturierung des Zellskeletts in vitro nachgewiesen werden. Diese Wirkung
entfaltet sich über chemotaktische Bindung eines Lipoprotein Receptor-related Proteins (LRP) mit
Signaltransduktion via Jak/Stat-Signalkaskade. Niedrige PAI-1-Konzentrationen induzieren die
Migration, wohingegen hohe Konzentrationen die Migration verhindern (Degryse et al., 2004).
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1.8 Tumorangiogenese, Tumorprogression und Tumormetastasierung

PAI-1 wird für die Neo-Angiogenese bei der Tumorprogression eine Bedeutung zugesprochen. Es
wird hierbei von Tumorzellen selbst, aber auch von Fibroblasten, Endothelzellen oder Entzündungs-
zellen exprimiert, welche die Tumorzellen umgeben. Damit Angiogenese stattfinden kann, sind eine
gerichtete Migration und Proliferation von Endothelzellen und weitere proteolytische Schritte für die
Kapillarausprossung erforderlich (Andreasen et al., 2000, Binder et al., 2008). Die Bedeutung von
PAI-1 für die Tumorangiogenese wurde durch die Arbeitsgruppe von Bajou an einem inaktivierten
PAI-1-Gen-Mausmodell nachgewiesen. In Abwesenheit von PAI-1 blieb in dieser Untersuchung die
Tumorkapillarisierung aus, wohingegen nach Zugabe von PAI-1 die Kapillaraussprossung stattfand.
Zudem legten sie durch in vitro Untersuchungen die Vermutung nahe, dass für die Migration und
Kapillaraussprossung eine kontrollierte Proteolyse stattfinden muss, da unter einer exzessiven Pro-
teolyse keine Neoangiogenese beobachtet wurde (Bajou et al., 1998).
Diese Annahme wurde kurze Zeit später durch Devy et al. durch in vitro Untersuchungen bestätigt.
Devy et al. postulierten, dass PAI-1 während der Angiogenese die uPA-abhängige proteolytische
Aktivität und damit die Zellmigration kontrolliert, allerdings nur in einer physiologischen Konzen-
tration (Devy et al., 2002). Erhöhte PAI-1-Konzentrationen hingegen wiesen einen anti-angiogenen
E�ekt auf, was zu der Annahme führte, dass aufgrund der unkontrollierten Proteolyse keine präzise
Anordnung der Endothelzellen für eine Gefäßneubildung erfolgen kann (Bajou et al., 1998, Czekay
et al., 2011, Bajou et al., 2004). Induziert und koordiniert wird die Neovaskularisation durch den
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), der beispielsweise durch Hypoxie von Tumorzellen
exprimiert wird (Binder et al., 2007). Endothelzellen müssen sich für die Gefäßneubildung zunächst
aus einem Zellverband lösen und sich nach dem uPA/uPAR-abhängigen „proteolytischen Führungs-
ende“ für eine gerichtete Migration ausrichten (Binder et al., 2007). Eine gerichtete Migration
der Endothelzellen ist durch die VEGF-induzierte uPAR-Expression am Führungsende der Zelle
möglich, wodurch zunächst eine uPA-abhängige Proteolyse stattfindet, worauf nach zusätzlicher
Bindung von PAI-1 sowie möglicherweise Integrin an den uPA/uPAR-Komplex via LDL-Rezeptor
eine Internalisierung des Komplexes erfolgt und uPAR recycelt an dem führenden Teil der Zelle
wieder exprimiert wird (Prager et al., 2004, Binder et al., 2007).
Der Einfluss von PAI-1 auf die Proliferation von Tumorzellen wird zum einen auf seine in vitro
nachgewiesene antiapoptotische Wirkung zurückgeführt, zum anderen auf eine in MCF-7 Brust-
krebszellen beschriebene Ausbildung des uPA/uPAR/PAI-1-Komplexes, die zur Auslösung einer
Signaltransduktion via Erk-Signalweg mit folgender Proliferation führt (Schneider et al., 2008,
Lademann et al., 2008).



KAPITEL 2

Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Bedeutung des 4G/5G-single nucleotide-Polymorphismus
des PAI-1-Gens für die Entwicklung und die Progression des primären invasiven Mammakarzinoms
zu untersuchen.
Zum einen untersuchte ich einen möglichen Zusammenhang zwischen Genotyp-Häufigkeit und
Mammakarzinom-Inzidenz und verglich dazu die Verteilung der drei 4G/5G-Genotypen innerhalb
einer Gruppe von Mammakarzinompatientinnen mit der innerhalb einer Kontrollgruppe. Zum
anderen ermittelte ich, ob der Polymorphismus eine Rolle beim Kranksheitsverlauf spielt und ob
er für die Malignität des Tumors, gekennzeichnet durch die klassischen klinisch-pathologischen
Parametern, von Bedeutung ist. Auch analysierte ich, inwieweit der 4G/5G-Polymorphismus die
Expression von PAI-1 im Tumorgewebe beeinflusst.
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KAPITEL 3

Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Geräte

Chemikalien
Agarose: SERVA standard EEO, Heidelberg
Ammonium acetat (NH4 Ac): 10 M NH4 Ac, AppliChem GmbH
Chloroform: AppliChem, Darmstadt
Ethanol: 70 Vol-%, BIOMEL GmbH Dessau
Ethidiumbromid Lösung: 1% (10 mg/ml) Stammlösung;

Arbeitslösung: 0,1% in H2O
Isopropanol: 100 Vol-%, ROTH, Karlsruhe
Phenol äquilibriert, stabilisiert: AppliChem, Darmstadt
Chloroform: Isoamylalkohol 25:24:1: AppliChem, Darmstadt

Lösungen
Aqua: 10 ml Ampullen, Ampuwa, Bad Homburg
PBS-Pu�er (Phosphatgepu�erte Salzlö-
sung):

1,5 M NaCl, 0,03 M KCl,

0,08 M Na2HPO4,
0,01 M KH2PO4 pH 7,5

Proteinkinase-K-Pu�er: 50 mM Tris, pH 7,6, (2,5 ml von 1 M Stammlösung);
25 mM EDTA (2,5 ml von 1 M Stammlösung);
0,5% NP40 (1,25 ml von 20%iger Stammlösung);
0,5% SDS (1,25 von 20%iger Stammlösung)

5 x TBE-Pu�er (Elektrophoreselaufpuf-
fer):

27,5 g Borsäure,

54 g TRIS Base,
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) auf 1 Liter deionisiertem H2O
Arbeitslösung: 0,5-fach TBE

TE-Pu�er: 10 mM Tris; 1 mM EDTA, pH 7,5
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Enzyme
Bsl1: 10,000 U⁄ml; BioLabs (RO555L)
Proteinkinase-K: 20 mg⁄ml in TE-Pu�er gelöst
RNase: 10 mg⁄ml in Storge-Bu�er
GoTaq® Green Master Mix, 2X: GoTaq® DNA Polymerase in 2X Green GoTaq® Reaction

Bu�er (pH 8,5), 400µM dATP, 400µM dGTP, 400µM dCTP,
400µM dTTP, 3mM MgCl2; Promega, USA

Primer
PAI-BsiY1-Forw1 5�-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-�3 (29 pmol⁄µl, 22-mer)
PAI-BsiY1-Forw3 5�-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGTGGGGG-�3 pmol⁄µl, 27-mer)
PAI-BsiY1-Rev 5�-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-�3 (30 pmol⁄µl, 21-mer)

Eurofin-MWG-Biotech AG, Ebersberg
Alvarez-Millán et al. 2002

PAI-5G/Blasiak-F 5�-GTCTGGACACGTGGGGG-�3 (39 pmol⁄µl, 17-mer)
PAI-4G/Blasiak-F 5�-GTCTGGACACGTGGGGA-�3 (36 pmol⁄µl, 17-mer)
PAI-Blasiak-Rev 5�-TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-�3 (28 pmol⁄µl, 25-mer)

Eurofin-MWG-Biotech AG, Ebersberg
Blasiak et al. 1999

DNA-Ladder
BENCH TOP ladder 100 bp, Promega
Mass Ruler, DNA Ladder Mix, ready-to-use (80-10.000 bp), Fermentas
pUC Mix Marker 8 (19-1118 bp), Fermentas, O’Range
RulerTM 50 bp DNA-Ladder, ready-to-use (Fermentas),
O’Range RulerTM 20 bp DNA-Ladder, ready-to-use (Fermentas),
O’Range RulerTM 100+500 bp DNA- Ladder, ready-to-use (Fermentas)

Kits
Wizard® Genomic
DNA Purification Kit: Promega
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Geräte
Elektrophoresekammer: Whatman Biometra® (Biometra GmbH Göttingen, Germa-

ny)
Inkubationsbad: GFL®, Burgwedel
Mikrowelle: Bosch
Mischungsgerät/Inkubator: Thermomixer comfort 1, 5 ml (Eppendorf, Germany)
PCR-Prozessor: Whatman Biometra®, T-Gradient, Software-Version 4.00,

Biometra GmbH, Göttingen
Pipetten: Eppendorf AG, Hamburg
Pipettierhilfe: pipetus-akku, Pipettboy®, Hirschmann, Eberstadt
Schüttler: HyperShaker, neoLab, Heidelberg
Sicherheitswerkbank: Hera safe, Kendro Laboratory Products
Spannungsgerät: Whatman Biometra®, Standard Power Pack P25, Biometra

GmbH Göttingen
Spectrophotometer: PharmaciaBiotech, Ultrospec 1000, Cambridge
Waage: Scaltec SPB62, Göttingen
Zentrifugen: Biofuge pico, Kendro Laboratory Products, Germany

Micro Cenrifuge 6.000 RPM, Carl Roth®, Taiwan

Verbrauchsmaterialien
Eppendorf Safe Lock Tubes 2,0 ml: Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf Safe Lock Tubes 1,5 ml: Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf Safe Lock Tubes 0,5 ml: Eppendorf AG, Hamburg
Handschuhe: Transaflex®, Latex-Handschuhe Wehrheim

Nitra-Tex®, Nitrile, UK
Pipettenspitzen: Eppendorf, Hamburg

3.2 Patientenkollektiv

Das Kollektiv, welches für die Untersuchung des 4G/5G-Polymorphismus im PAI-1-Gen zur Verfü-
gung stand, umfasste 104 Mammakarzinom-Patientinnen, die im Zeitraum zwischen 2004 bis 2007
an der Universitätsklinik der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg erstdiagnostiziert und
therapiert wurden, und deren Gewebeproben im Zuge ihrer Behandlung gewonnen wurden und
mit schriftlicher Einwilligung der Patientinnen für weitere wissenschaftliche Untersuchungen zur
Verfügung standen. Einschlusskriterium war der Nachweis einer malignen Tumorerkrankung der
Brustdrüse mit Erstdiagnose im oben genannten Zeitraum.
Das mittlere Alter der Patientinnen betrug bei Erstdiagnose 57 Jahre, wobei die jüngste Patientin 33
und die älteste 88 Jahre alt war. Der Altersmedian lag bei 52 Jahren. 65% der Patientinnen waren
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bei Erstdiagnose über 50 Jahre alt. In 85,6% der Fälle handelte es sich um duktale intraepitheliale
Neoplasien (DIN) – diese wiederum zu 91% im T1- und T2-Stadium -, was etwas über der in
der Literatur angegebenen Häufigkeitsverteilung von 65-80% liegt (Zielinski et al., 2004). Die
verbleibenden 14% entfielen auf lobuläre intraepitheliale Neoplasien (LIN, 9,62%), medulläre und tu-
buläre Mammakarzinomentitäten (4,8%). Die Häufigkeitsverteilung einer lobulären intraepithelialen
Neoplasie wird in der Literatur mit ca. 10-15% angegeben (Harbeck et al., 2002a). Die Histologie
wurde vom Institut für Pathologie der medizinischen Fakultät der Universität Halle ermittelt.
Hinsichtlich des Gradings wiesen 61,5% der Frauen einen mäßig di�erenzierten (G2) Tumor und
22,12% einen schlecht di�erenzierten (G3) Tumor auf. Diese Daten sind ebenfalls annähernd ver-
gleichbar mit den Daten des Tumorzentrums in München (G1-Status in 11,8%, G2-Status in 55,3%
und G3-Status in 32,8%) (Tab. 1)(Mayr et al., 2011).
Die Östrogen (ER)- und/oder Progesteronrezeptor (PR)-positiven Tumoren stellten in dieser Arbeit
die Mehrzahl der Mammakarzinomentitäten dar. 82% der Frauen waren positiv für den Östrogen-
Rezeptor, 68% für den Progesteron-Rezeptor und 66% der 104 Fälle waren positiv für beide
Hormonrezeptoren. Diese Daten entsprechen ebenso ungefähr denen, die von Harbeck et al. 2002
mit etwa 75% dokumentiert wurden (Harbeck et al., 2002a). Der HER2/neu positive Status des
Patientenkollektivs liegt mit 18,3% knapp unter der in der Literatur angegebenen Häufigkeitsvertei-
lung von 25- 30% (Slamon et al., 1987, Ross et al., 2009).
Insgesamt drei der 104 Patientinnen wiesen bei Diagnosestellung bereits Metastasen auf. Aufgrund
dieser geringen Anzahl wurde das Vorliegen von Metastasen statistisch nicht gesondert berücksichtigt.
Tabelle 1 fasst die Verteilung der wichtigsten prognostischen und prädiktiven Faktoren innerhalb
des Patientenkollektivs zusammen.
Von 91 Patientinnen, die zum Teil in die derzeit noch fortlaufende NNBC-3-Studie eingeschlossen
waren, lagen uPA/PAI-1-Werte vor, die im Labor der Gynäkologie am Universitätsklinikum Halle
(Saale) mittels ELISA aus frischem Tumorgewebe bestimmt wurden. Diese Werte wurden mit in
diese Arbeit aufgenommen und mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen.

3.3 Kontrollkollektiv

Als Kontrollgruppe wurden 104, im Alter der Testgruppe gleichende und in sonstigen Kriterien
zufällig ausgewählten, gesunde Frauen ausgewählt, die als Patientinnen in der Abteilung für Urogy-
näkologie des Universitätsklinikums Halle aufgrund einer gutartigen Erkrankung in Behandlung
waren, sowie gesunde Frauen, die Blut im Institut für Transfusionsmedizin gespendet hatten. Das
Durchschnittsalter der Frauen in der Kontrollgruppe lag bei 56,8 Jahre und ist damit mit dem
Durchschnittsalter der Frauen im Patientenkollektiv vergleichbar. Hierbei war die jüngste Patientin
32 Jahre und die älteste Patientin 83 Jahre alt. Der Altersmedian lag bei 56 Jahren.
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3.4 Brustkrebszelllinien

Um die Methoden zur Bestimmung des 4G/5G-Polymorphysmus im Promotorbereich des PAI-1-Gens
zu etablieren, wurden drei verschiedene humane Brustkrebszelllinien verwendet (American Type
Culture Collection, www.atcc.org): MDA-MB-231, MCF-7 und SK-BR-3. Die Arbeitsgruppe von
Sheridan et al. charakterisierten diese Brustkrebszelllinien anhand ihres Genexpressionsprofils und
ordneten sie einem Brustkrebs-Subtypen zu (Sheridan et al., 2006). Die tripel-negative Brustkrebs-
zelllinie MDA-MB-231 wird dem mesenchymalen Zelltyp (bzw. Basal-like-Typ) eines Adenokarzinoms
zugeordnet. SK-BR-3 ist eine Brustkrebszelllinie, die dem luminalen Zelltyp eines Adenokarzinoms
mit positiver HER2/neu-Expression und negativem Hormonrezeptorstatus zuzuordnen ist. Bei der
Brustkrebszelllinie MCF-7 handelt es sich um eine Zelllinie, die einem infiltrierenden duktalen
Adenokarzinom mit luminaler Zelltypklassifikation mit positiver Expression des Östrogenrezeptors.

3.5 Bestimmung der PAI-1 und uPA-Protein-Konzentration im Tumorgewebe

Bestimmt wurden die uPA- und PAI-1-Protein-Konzentrationen aus dem Operationspräparat des
Primärtumors (100-300 mg Frischgewebe) oder aus Stanzbiopsien (10 bis 50 mg). Das Frischgewebe
wurde schockgefroren, durch einen Dismembrator pulverisiert und in einem Triton-X-haltigen
Lysepu�er lysiert. Anschließend wurde die uPA- und PAI-1-Protein-Konzentration mittels eines
kommerziellen ELISA-Tests (FEMTELLE® uPA/PAI-1 Test von American Diagnostica GmbH,
Pfungstadt) bestimmt. Bezogen auf den Gesamtproteingehalt (BCA-Proteinbestimmung, Pierce) im
Tumorgewebe wird die uPA- und PAI-1-Protein-Konzentration in ng/mg Gesamtprotein angegeben.

Tabelle 1: Übersicht der Verteilung prognostischer und prädiktiver Faktoren des Patientenkollektivs

Merkmale Fallzahl in %
Patientinnen gesamt 104 100,0
Alter (Jahre)
< 50 37 35,6
> 50 67 64,4
Nodalstatus
Negativ 68 65,4
Positiv 36 34,6
Histologie
Duktal 89 85,6
Lobulär 10 9,6
Andere 5 4,8
Tumorgröße
T1 57 54,8
T2 38 36,5
T3/T4 9 8,7

Weiter auf nächster Seite...

www.atcc.org
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Tabelle 1 – Fortsetzung von letzter Seite.
Merkmale Fallzahl in %
ER-Status
Negativ 19 18,3
Positiv 85 81,7
PR-Status
Negativ 34 32,7
Positiv 70 67,3
HER2/neu
Negativ 85 81,7
Positiv 19 18,3
Grading
G1 17 16,3
G2 64 61,5
G3 23 22,1

3.6 Isolierung genomischer DNA und PAI-1-4G/5G-Genotypisierung

Die DNA-Isolierung zur PAI-1 4G/5G-Genotypisierung erfolgte aus Leukozyten, die als Bu�y
Coat von Patientinnen und gesunden Frauen zur Verfügung standen. Zudem erfolgte zum Teil die
zusätzliche Genotypisierung aus Tumorgewebe (Biopsat oder Tumorresektat), welches in Form von
Zellpellets zur Verfügung stand. Die Aufarbeitung des Tumorgewebes wurde im gynäkologischen
Labor des Universitätsklinikums Halle (Saale) durchgeführt. Nach operativer Entfernung wurde
das Tumorgewebe in Sticksto� schockgefroren, anschließend im gefrorenen Zustand in einem Mikro-
Dismembrator pulverisiert und bei ≠80¶C gelagert.
Eine Genehmigung für diese Untersuchungen durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultät
der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg lag vor.

3.6.1 DNA-Isolierung aus Tumorgewebe
Bei der Isolierung genomischer DNA aus dem Zellpellet des Tumorgewebes und der Brustkrebszellli-
nien wurde folgendes Verfahren angewandt: Nach Auftauen des Zellpellets und Rehydrierung in 1%
Triton-X-haltigem TBS (Tris-bu�ered saline) wurde dieses zur Waschung in 1,8 ml phosphatgepuf-
ferte Salzlösung (PBS-Pu�er) aufgenommen (2 ml Röhrchen) und vorsichtig mit einer Pipette in
Lösung gebracht. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 10.000 rpm wurde der Überstand verworfen
und nochmals 1,0 ml PBS-Pu�er dazugegeben. Ein weiteres Mal wurde eine Minute bei 10.000 rpm
zentrifugiert und der Überstand abgenommen.
Nach Überführung des nach Zentrifugation erhaltenen Zell-Pellets in ein 1,5 ml Röhrchen wur-
den 400µl Proteinkinase-K-Pu�er sowie 15µl des Enzyms Proteinkinase-K dazugegeben, um die
Zellmembran- und Zellkern-Lyse, die Denaturierung sowie den Verdau der Proteine bei einer mindes-
tens dreistündigen Inkubation bei 56¶C zu erreichen. Um die denaturierten Proteine von der DNA
zu trennen, wurde die Phenol-Chloroform-Extraktion angewandt, bei der die Nukleinsäurelösung
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nacheinander mit jeweils einem Volumen von 500µl Phenol, Phenol-Chloroform-Gemisch und Chlo-
roform ausgeschüttelt wird. Zwischen den Arbeitsschritten wurde jeweils zentrifugiert und die obere
wässrige Phase mit der DNA abpipettiert.
Das erhaltene DNA-Lysat von ca. 300 µl wurde mittels 3 M NH4 Ac (100 µl) und Isopropanol
(800 µl) über Nacht bei -20 °C präzipitiert. Nach 20-minütiger Zentrifugation bei 4 °C wurde das
DNA-Pellet in 70% Ethanol gewaschen und anschließend für 10 Minuten bei Raumtemperatur
getrocknet. Aufgenommen wurde das DNA-Pellet in 10 µl H20 (Aqua) und zur vollständigen Lösung
der hochmolekularen DNA über Nacht bei -4 °C inkubiert.
Ein weiterer Reinigungsschritt der genomischen DNA war eine Behandlung mit 2 µl RNase I (10
mg/ml) pro 10 µl DNA-Lösung für 10 Minuten bei 37 °C. Die so isolierte genomische DNA lag zum
größten Teil in Fragmentlängen von 50 bis 100 Kilobasen (kb) vor. Zwei Mikroliter dieser Lösung
wurden in 98 µl TE-Pu�er für die Konzentrationsbestimmung am Spektralphotometer eingesetzt. Ei-
ne Quantifizierung der DNA erfolgte durch Messung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge
von 260 nm. Ein OD-Wert von eins entspricht einer DNA-Konzentration von 50 µl/ml. Die Reinheit
der DNA wurde über den Quotienten 260 nm/280 nm errechnet. Bei einem Quotienten zwischen 1,8
und 2,0 wurde davon ausgegangen, dass die DNA rein ist. Um die Qualität der genomischen DNA
zu untersuchen, wurde die DNA in einer Gelelektrophorese (1,8% Agarosegel, zunächst 10 Minuten
bei 25 V, anschließend 20 Minuten bei 45 V) aufgetrennt und anschließend mit Ethidiumbromid
unter UV-Licht sichtbar gemacht (nach McDonell et al., 1977). Als qualitativ gute genomische
DNA wurde jene angesehen, die sich als hochmolekulare DNA im Gel darstellte.

3.6.2 DNA-Isolierung aus Leukozyten
500 µl Bu�y Coat wurden zusammen mit 1500 µl Cell Lysis Solution (Erythrozyten-lysierende Lösung)
in ein 2 ml Röhrchen pipettiert, vorsichtig gemischt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und intermittierend leicht geschüttelt. Anschließend wurde die Suspension bei Raumtemperatur mit
13.000 rpm für 20 Sekunden zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet (weiße Blutzellen) wurde durch
kurzes Vortexen wieder in Suspension gebracht und für die Zellkern-Lyse in 300 µl „Nuclei Lysis
Solution“ in 1,5 ml Röhrchen überführt. Durch mehrmaliges Pipettieren wurde die Lösung gemischt
und bei 37 °C inkubiert, um eine visköse Lösung ohne größere sichtbare Bestandteile zu erhalten.
Im nächsten Schritt wurden 1,5 µl RNase I zugefügt und bei 37 °C für 15 Minuten inkubiert. Zur
weiteren Bearbeitung musste die Lösung wieder Raumtemperatur erreichen, um dann 100 µl „Protein
Precipitation Solution“ zuzugeben. Nach 20 Sekunden vortexen und 3 Minuten Zentrifugation bei
13.000 rpm konnte der Überstand für die DNA-Fällung in ein neues 1,5 ml Röhrchen mit 300 µl
Isopropanol überführt werden. War eine vollständige Trennung der Proteine von der DNA nicht
möglich, wurde eine zusätzliche Phenol-Chloroform-Extraktion vor der DNA-Fällung durchgeführt.
Die DNA wurde durch einminütige Zentrifugation bei 13.000 rpm als weißes Pellet sichtbar und mit
demselben Volumen 70%igen Ethanols gewaschen. Nach wiederholter Zentrifugation (13.000 rpm
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für 1 Min.) wurde die DNA bei Raumtemperatur für 10 Minuten getrocknet, anschließend in 20 µl
„Rehydration Solution“ aufgenommen und bei 4 °C über Nacht gelöst.

3.7 Ermittlung des Genotyps

Um den Genotyp auf den 4G/5G-Polymorphysmus im Promotorbereich des PAI-1 Gens auf Chro-
mosom 7 (7q21.3-q22) zu bestimmen, wurde eine konventionelle Genotyp-Determination mittels
Polymerasen-Ketten-Reaktion (PCR) und anschließender restriktionsenzymatischer Aufspaltung per
Bsl-1-Enzym durchgeführt. Die entstandenen DNA-Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese auf-
getrennt. Als Vorlage zur Etablierung des Verfahrens dienten die Publikationen von Alvarez-Millán
et al., 2002, und Blasiak et al., 1999, die zum Teil modifiziert wurden. Für die Etablierung der
Methoden wurden humane Brustkrebszelllinien verwendet. Die Methoden wurden von mir zusammen
mit Nicole Tscheppan etabliert.

3.7.1 Methode 1 (modifiziert nach Alvarez-Millán et al., 2002)
Zunächst wurde eine 98bp. (4G) bzw. 99bp (5G)-lange DNA im Bereich der Nukleotide an der Stelle
-675 mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden die Primer
5’-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3’ (forward 1; -697/-676) und
5’-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3’ (reverse; -598/-619) eingesetzt, Der „upstream primer“
(PP1) war so modifiziert (....CCACGT statt....ACACGT wie im PAI-1 Promotor), dass Bsl-1
(Erkennungssequenz: CCNNNNNNNGG) beim Vorliegen des 5G-Genotypes schneiden konnte. Um
zu prüfen, dass das Enzym prinzipiell schneiden kann, wurde parallel für jede DNA noch eine zweite
PCR mit einem alternativen Primer
5’-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGTGGGGG-3’ (forward 2; -697/-669) durchgeführt. Dieser
Primer enthielt bereits die Bsl-1 Bindungsstelle. Das Bsl-1-Enzym sollte daher die mit diesem Primer
entstandene DNA vollständig schneiden:

5G  
CACAGAGAGAGTCTGGCCACGTGGGGGGTC…   (PP1) 
CACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGGGGGTC…  (Erkennungssequenz) 
  
4G 
CACAGAGAGAGTCTGGCCACGTGGGGAGTC…  (PP1) 
CACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGGGAGTC…  (Erkennungssequenz) 

Bsl-1 

Bsl-1 

5G  
CACAGAGAGAGTCTGGCCACGTGGGGGGTC…   (PP2) 
CACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGGGGGTC…  (Erkennungssequenz) 
  
4G 
CACAGAGAGAGTCTGGCCACGTGGGGGGTC  (PP2) 
CACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGGGAGTC  (Erkennungssequenz) 

Bsl-1 

Bsl-1 

 
 

Der PCR-Mastermix setzte sich aus 18 µl H20, 9 µl des jeweiligen Primerpaares  und 54 µl Go 

Taq® Green Master Mix (Promega) zusammen. Pro Amplifikationsansatz wurden 10 µl 

Mastermix und 2 µl der jeweiligen DNA (50 ng/µl) in ein 0,5 ml-Röhrchen gegeben, in einer 

Mikrozentrifuge bei 6.000 rpm kurz zentrifugiert und anschließend die Amplifikation (40 

Zyklen) in einem Thermocycler bei folgenden PCR-Bedingungen ermöglicht:  

 

Hot Start bei 95°C für 2 Minuten 

Denaturierung bei 95°C für 1 Minute 

Hybridisierung bei 60°C für 60 Sekunden 

Synthese bei 72°C für 2 Minuten 

Stopp bei 4°C 

 

Als Negativkontrolle wurde der Mastermix alleine ohne DNA unter denselben Bedingungen 

inkubiert. Für den Bsl-1 Verdau der DNA wurde ein Verdau-Mastermix angesetzt: 66 µl H20 

plus 9,5 µl Bsl-1-Restriktionsenzym (10.000 U/ml). 6 µl des PCR-Produktes und 4 µl des 

Verdau-Mastermixes wurden pro Verdau angesetzt und für eine Stunde bei 55°C im Wasserbad 

inkubiert.  Die Restriktionsfragmente und der Rest ungeschnittener PCR-Produkte wurden auf 

einem 2,1% Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt (160V für 45 Minuten) und das 

Bandenmuster dokumentiert. Die Auswertung des Gels wurde folgendermaßen vorgenommen 

(vgl. Abb. 3.2) Zunächst wurde anhand der DNA-Leiter die Fragmentgröße festgestellt.  Beim 

Vorliegen eines 5G-Allels konnte neben des 99bp zusätzlich ein kürzeres DNA-Fragment von 

85bp identifiziert werden. Beim 5G/5G-homozygoten Genotypen war nur das 85bp-Fragment 

sichtbar (Abb. 5). 
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Der PCR-Mastermix setzte sich aus 18 µl H2O, 9 µl des jeweiligen Primerpaares und 54 µl Go Taq®
Green Master Mix (Promega) zusammen. Pro Amplifikationsansatz wurden 10 µl Mastermix und 2
µl der jeweiligen DNA (50 ng/µl) in ein 0,5 ml-Röhrchen gegeben, in einer Mikrozentrifuge bei 6.000
rpm kurz zentrifugiert und anschließend die Amplifikation (40 Zyklen) in einem Thermocycler bei
folgenden PCR-Bedingungen ermöglicht:

- Hot Start bei 95°C für 2 Minuten
- Denaturierung bei 95°C für 1 Minute
- Hybridisierung bei 60°C für 60 Sekunden
- Synthese bei 72°C für 2 Minuten
- Stopp bei 4°C

Als Negativkontrolle wurde der Mastermix alleine ohne DNA unter denselben Bedingungen inkubiert.
Für den Bsl-1 Verdau der DNA wurde ein Verdau-Mastermix angesetzt: 66 µl H2O plus 9,5 µl
Bsl-1-Restriktionsenzym (10.000 U/ml). 6 µl des PCR-Produktes und 4 µl des Verdau-Mastermixes
wurden pro Verdau angesetzt und für eine Stunde bei 55 °C im Wasserbad inkubiert. Die Restrikti-
onsfragmente und der Rest ungeschnittener PCR-Produkte wurden auf einem 2,1% Agarose-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt (160 V für 45 Minuten) und das Bandenmuster dokumentiert. Die
Auswertung des Gels wurde folgendermaßen vorgenommen (vgl. Abb. 5) Zunächst wurde anhand der
DNA-Leiter die Fragmentgröße festgestellt. Beim Vorliegen eines 5G-Allels konnte neben des 99bp
zusätzlich ein kürzeres DNA-Fragment von 85bp identifiziert werden. Beim 5G/5G-homozygoten
Genotypen war nur das 85bp-Fragment sichtbar.

3.7.2 Methode 2 (modifiziert nach Blasiak et al., 2000b)
Das Prinzip dieser Methode nach Blasiak et al. zur PAI-1 4G/5G-Genotypisierung beruht auf
Sequenzunterschied in den „forward“ Primern. Zwei allel-spezifische Primer wurden eingesetzt: Der
5G-Primer detektiert 5G-Abfolge: 5’-GTCTGGACACGTGGGGG-3’, der 4G-Primer die 4G-Abfolge
gefolgt von einem Adenin: 5’-GTCTGGACACGTGGGGA-3’. In beiden Fällen fungierte als „reverse“
Primer: 5’-TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG-3’:

forward Primer - 5G: GTCTGGACACGTGGGGG
forward Primer - 4G: GTCTGGACACGTGGGGA

Die Amplifizierung (40 Zyklen) erfolgte nach folgenden PCR-Bedingungen:

- Hot Start bei 95°C für 2 Minuten
- Denaturierung bei 94°C für 1 Minute
- Hybridisierung bei 64°C für 30 Sekunden
- Elongation bei 72°C für 40 Sekunden
- Stopp bei 4°C
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MDA$MB$231%
4G/4G' MCF$7%

4G/5G' SK$BR$3%
5G/5G'

Pa3entenproben%
5G/5G 4G/4G' 4G/5G'

PP'1' PP'2' PP'2' PP'1' PP'2'
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''85'bp"'
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M' u'''''v'''''u'''''v'''''''u'''''v''''''u'''''v''''''u'''''v''''''u'''''v'''''    

u'''''v'''''u''''''v'''''u'''''v'''''u''''''v'''''u'''''v'''''u'''''v''''''''''''''''''''''''''

  M' PP1'

M : Molecular weight stan-
dard;

4G/4G : homozygot für die
Deletion einer Guanin-
base;

4G/5G : heterozygot;
5G/5G : homozygot für die

Insertion einer Guanin-
base.

u : unverdautes amplifiziertes
PCR-Produkt;

v : Fragment nach enzymati-
schem Verdau;

PP1 : Primerpaar 1;
PP2 : Primerpaar 2.

Abbildung 5: PAI-1 4G/5G-Genotypisierung nach Alvarez et al.

In der anschließenden Analyse mittels Gelelektrophorese war nur dann eine PCR-Produkt sichtbar,
wenn zu dem jeweils eingesetzten Primer das zugehörige Allel in hetero- oder homozygoter Form im
Genom der jeweiligen untersuchten Zelllinie bzw. dem jeweiligen Probanden vorlag (Abb. 6).

M : Molecular weight stan-
dard;

PP3 : Primerpaar 3;
PP4 : Primerpaar 4;
DLD-1 : humane Kolonkarzi-

nomzelllinie.

!'100bp'

M'

MDA$%
MB$231%
4G/4G'

MCF$7%
4G/5G'

DLD$1%
5G/5G'

SKBR$3%
4G/5G'

PP3''''''''PP4''''''''PP3''''''''PP4'''''''''''PP3''''''PP4''''''''''PP3'''''PP4'

Abbildung 6: PAI-1 4G/5G-Genotypisierung nach Blasiak et al.
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Beide Untersuchungsmethoden (nach Blasiak und Alvarez) ergaben die gleichen Ergebnisse. Nach
Etablierung beider Methoden wurden weitere Untersuchungen nach der Methode von Alvarez et al.
durchgeführt.

3.8 Statistik

Der Zusammenhang zwischen PAI-1- bzw. uPA-Konzentration und dem Genotyp wurde einerseits
mittels univariater Varianzanalyse mit Post-hoc-Test nach Bonferroni, andererseits nach Einteilung
der Proteinkonzentration in Gruppen (ober- und unterhalb definierter Schwellenwerte) mittels
‰2-Tests berechnet.
Die Assoziation zwischen Genotyp und Allelfrequenzen des 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus und
klinisch-pathologischen Parameter wurden mithilfe des ‰2-Tests korreliert. Das Signifikanzniveau
wurde auf 0.05 festgelegt. Die Ergebnisse aller Tests sollten exploratorisch interpretiert werden.
Mittels univariater Analyse durch Kaplan-Meier-Schätzung wurde das ereignisfreie Überleben ab
Diagnosestellung in den verschiedenen Allelfrequenzen (4G/4G, 4G/5G, 5G/5G, 4G, 5G) ermittelt.
Ereignisse waren hierbei als das Auftreten von Rezidiven, Metastasen oder Tod definiert. Für die
statistischen Kalkulationen wurde das Programm Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
in der Version 15 verwendet.
Zur Berechnung des Hardy-Weiberg-Equilibriums wurde die DeFinetti-Software verwendet, die
kostenlos vom Institut für Humangenetik der Technischen Universität München und dem Helmholtz-
Zentrum1 zur Verfügung gestellt wird.
Schließlich wurde in einer follow up-Studie die Überlebenswahrscheinlichkeit abhängig von Genotyp,
Proteinkonzentrationen und klinisch-pathologischen Faktoren durch Logrank-Tests berechnet.

1 http://ihg.gsf.de

http://ihg.gsf.de


KAPITEL 4

Ergebnisse

4.1 PAI-1-4G/5G-Genotypisierung von Brustkrebszelllinien

Zunächst wurde der PAI-1-4G/5G-Genotyp für die Brustkrebszelllinien MCF-7, MDA-MB-231 und
SK-BR-3 bestimmt. Die Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 wies eine Homozygotie für das 4G-Allel
auf, MCF-7 ist heterozygot und SK-BR-3 zeigt eine Homozygotie für das 5G-Allel (Tab. 2).

Tabelle 2: Genotypen der Brustkrebszelllinien MCF-7, MDA-MB-231 und SK-BR-3

Brustkrebszelllinie Genotyp

MDA-MB-231 4G/4G
MCF-7 4G/5G
SK-BR-3 5G/5G

4.2 Allel- und Genotypfrequenz des PAI-1-4G/5G-Polymorphismus

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen dem PAI-1 4G/5G-Polymorphismus und der Inzi-
denz des Mammakarzinoms zu untersuchen, erfolgte eine Genotypisierung bei einer Gruppe von
104 Brustkrebspatientinnen und einer Kontrollgruppe von 104 Probandinnen, die nicht an einem
Mammakarzinom erkrankt waren.
Unter den 104 Patientinnen wiesen 35 den Genotyp 4G/4G (33,7%) auf, 50 hatten den Genotyp
4G/5G (48%) und 19 den Genotyp 5G/5G (18,3%). Die Häufigkeit des 4G- und 5G-Allels betrug
entsprechend 57,7% bzw. 43,3%. Im Vergleich zu den nicht an einem Mammakarzinom erkrankten
Frauen ergab sich kein wesentlicher Unterschied in der Verteilung des Genotyps und der Allel-
Frequenz. 51 der Frauen in der Kontrollgruppe wiesen den 4G/5G-Genotyp (49,0%) auf, 32 hatten
den Genotyp 4G/4G (30,8%), und bei 20,2% der Frauen wurde der 5G/5G-Genotyp identifiziert.
Hinsichtlich der Allelverteilung lag das 4G-Allel etwas häufiger (57,7%) im Vergleich zu dem 5G-Allel
(42,3%) vor (Tab. 3).
Die Verteilung der Allele befand sich innerhalb des Hardy-Weinberg-Äquilibriums (p=0,934 für
Kontrollen und p=0,877 für Patientinnen).
Mittels Chi-Quadrat-Tests wurde die Chance, an einem Mammakarzinom in Abhängigkeit des
jeweiligen Genotyps zu erkranken, berechnet. Dabei wurden der 4G/4G- und der 4G/5G-Genotyp

28
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Tabelle 3: Allel- und Genotypfrequenz des PAI-1-4G/5G-Polymorphismus bei Patientinnen mit Mamm-
akarzinom und bei Probandinnen der Kontrollgruppe

Brustkrebs-Patientinnen Probandinnen der Kontrollgruppe
(n=104) (n=104)

Anzahl Häufigkeit Anzahl Häufigkeit
4G/4G-Genotyp 35 0,34 32 0,31
4G/5G-Genotyp 50 0,48 51 0,49
5G/5G-Genotyp 19 0,18 21 0,20

4G-Allel 120 0,58 115 0,55
5G-Allel 88 0,42 93 0,45

mit dem 5G/5G-Genotyp verglichen. Aus dieser Berechnung ergab sich, dass für Frauen mit einem
4G/4G-Genotyp eine 1,21-fache Chance (95% KI [0,55-2,65]; p=0,635) und für Frauen mit einem
4G/5G-Genoty eine 1,08-fache Chance (95% KI [0,52-2,25]; p=0,830) als für Frauen mit einem
5G/5G-Genotyp besteht, an einem Mammakarzinom zu erkranken. Dieser Unterschied ist gering
und statistisch nicht signifikant. Bezüglich der 4G- bzw. 5G-Allelhäufigkeit und der Chance, an
einem Mammakarzinom zu erkranken, ergab sich ebenfalls kein nennenswerter Unterschied. Mit Vor-
handensein eines 4G-Allels besteht für die Frauen eine 1,11-fache Chance an einem Mammakarzinom
zu erkranken (4G-Allel: (95% KI [0,44-1,92]; p=0,83); 5G-Allel: (95% KI [0,60-2,07]; p=0,73)).

4.3 Vergleich der Allel-und Genotypfrequenz des PAI-1-4G/5G-Polymorphismus mit den

klinisch-pathologischen Faktoren

Als nächstes sollte die Frage nach einer möglichen Korrelation zwischen der 4G/5G-Allelhäufigkeit
und den klinisch-pathologischen Daten der Patientinnen mit Mammakarzinom beantwortet werden.
Die Analyse wurde mittels des Chi-Quadrat-Tests durchgeführt. In den jeweiligen Vergleichen wurden
wichtige klinisch-pathologische Parameter wie Nodalstatus, Tumorgröße, histologischer Typ, und
Grading sowie der ER- und PR- sowie HER2/neu-Status miteinbezogen.
Zwischen dem PAI-1-4G/5G-Polymorphismus und den klinisch-pathologischen Faktoren ergaben
Chi-Quadrat-Tests keine statistisch signifikante Korrelation (Tab. 4).

Tabelle 4: Vergleich der Genotyp-Häufigkeit des 4G/5G-Polymorphismus mit klinisch-pathologischen
Daten beim Mammakarzinom

Variable N 4G/4G 4G/5G 5G/5G p
n % n % n %

104
Nodalstatus 0,234
Negativ 68 22 32 37 55 9 13
Positiv 36 13 36 13 36 10 28

Weiter auf nächster Seite...
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Tabelle 4 – Fortsetzung von letzter Seite.
Variable N 4G/4G 4G/5G 5G/5G p

n % n % n %

Tumorgröße 0,242
pT1 57 18 32 28 49 11 19
pT2 38 12 31 20 53 6 16
pT3/4 9 5 56 2 22 2 22
Histologischer Grad 0.637
Duktal 88 30 34 41 47 17 19
Lobulär 10 2 20 6 60 2 20
Andere 6 3 50 3 50 0 0
Grading 0,452
G1 17 7 41 7 41 3 18
G2 64 23 36 28 44 13 20
G3 23 5 22 15 65 3 13
ER 0,261
Negativ 19 7 37 11 58 1 5
Positiv 85 28 33 39 46 18 21
PR 0,467
Negativ 34 13 38 17 50 4 21
Positiv 70 22 32 33 47 15 21
HER2/neu 0,843
Negativ 85 28 33 42 49 15 18
Positiv 19 7 37 8 42 4 21

Die Vergleiche der klinisch-pathologischen Parameter mit der Häufigkeitsverteilung des 5G-Allels bei
den Patientinnen mit den Genotypen 4G/5G und 5G/5G sowie des 4G-Allels bei den Patientinnen
mit einem 4G/4G- und 4G/5G-Genotyps ließen keine statistisch signifikante Korrelation im Chi-
Quadrat-Test erkennen (Tab. 5 u. 6).

Tabelle 5: Vergleich der 5G-Allel-Häufigkeit mit klinisch-pathologischen Parametern bei Mammakarzi-
nompatientinnen

Variable N 5G-negativ 5G-positiv p
n % n %

104
Nodalstatus 0.847
Negativ 68 22 32 46 68
Positiv 36 13 36 23 64
Tumorgröße 0,299
pT1 57 18 32 39 68
pT2 38 12 31 26 68
pT3/4 9 5 56 4 44

Weiter auf nächster Seite...
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Tabelle 5 – Fortsetzung von letzter Seite.
Variable N 5G-negativ 5G-positiv p

n % n %

Histologischer Grad 0,458
Duktal 88 30 34 58 66
Lobulär 10 2 20 8 80
Andere 6 3 50 3 50
Grading 0,360
G1 17 7 41 10 59
G2 64 23 36 41 64
G3 23 5 22 18 78
ER 0,745
Negativ 19 7 37 12 63
Positiv 85 28 33 57 67
PR 0,491
Negativ 34 13 38 21 62
Positiv 70 22 32 48 69
HER2/neu 0,791
Negativ 85 28 33 57 67
Positiv 19 7 37 12 63

Tabelle 6: Vergleich der 4G-Allel-Häufigkeit mit klinisch-pathologischen Daten der Mammakarzinompa-
tientinnen

Variable N 4G-negativ 4G-positiv p
n % n %

104
Nodalstatus 0,109
Negativ 68 9 13 59 87
Positiv 36 10 29 24 71
Tumorgröße 0,183
pT1 57 11 19 46 81
pT2 38 6 16 32 84
pT3/4 9 2 22 7 78
Histologischer Grad 0,490
Duktal 88 17 19 71 81
Lobulär 10 2 20 8 80
Andere 6 0 0 6 100
Grading 0,739
G1 17 3 18 14 82
G2 64 13 20 51 80
G3 23 3 13 20 87

Weiter auf nächster Seite...
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Tabelle 6 – Fortsetzung von letzter Seite.
Variable N 4G-negativ 4G-positiv p

n % n %

ER 0,105
Negativ 19 1 5 18 95
Positiv 85 18 21 67 79
PR 0,232
Negativ 34 4 12 30 88
Positiv 70 15 21 55 79
HER2/neu 0,728
Negativ 85 15 18 70 82
Positiv 4 21 15 79 63

4.4 Untersuchung des Zusammenhanges zwischen 4G bzw. 5G-Sequenz mit der

PAI-1-Proteinexpression im Mammakarzinom

Da die PAI-1-Gentranskription durch die 4G/5G-Sequenz reguliert werden kann, stellte sich die Frage,
inwieweit diese genetisch bedingte Variation auf die PAI-1-Expression im Mammakarzinom Einfluss
hat. Von 91 Patientinnen des Gesamtpatientenkollektivs lagen PAI-1-Proteinexpressionswerte vor, die
mittels ELISAs von Proteinextrakten aus Tumorfrischgewebe erstellt wurden (s. Material Methoden,
3.6.1). Auch lagen die Proteinwerte für uPA, dem Bindungspartner von PAI-1, vor. Diese Werte
wurden zum Vergleich benutzt. Für beide Proteine sind klinisch relevante Schwellenwerte bekannt
(PAI-1: 14 ng/mg, uPA: 3 ng/mg), anhand deren Therapieentscheidungen getro�en werden können.
Die Verteilung des Genotyps bei diesen 91 Patientinnen ergab sich wie folgt: 32 (35,1%) wiesen
den Genotyp 4G/4G auf, 44 den Genotyp 4G/5G (48,4%) und 15 der Patientinnen hatten den
Genotyp 5G/5G (16,5%). Um eine mögliche Korrelation zwischen den Genotypen bzw. Allelen und
dem PAI-1/uPA-Expressionslevel zu identifizieren, wurden die Patientinnen nach ihrem jeweiligen
Genotyp und in Abhängigkeit ihrer ermittelten PAI-1- und uPA-Konzentration – also nach PAI-1-
und uPA-Konzentrationen oberhalb oder unterhalb des entsprechenden Schwellenwertes eingeteilt.
Mittels Boxplot wurde zunächst die graphische Darstellung der PAI-1- und uPA-Proteinkonzentra-
tionen in Abhängigkeit des jeweiligen 4G/5G-Genotyps veranschaulicht (Abb. 7). Anhand des Box-
plots ließ sich tendenziell eine steigende PAI-1-Expression mit der Anzahl der vorhanden 4G-Allele
nachweisen. Für die uPA-Expression gab es diesen Zusammenhang nicht.
In dem einfaktoriellen ANOVA- und dem Post-Hoc-Test nach Bonferroni ergab sich allerdings kein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der PAI-1- bzw. der uPA-Expression und der
Bescha�enheit des Genotyps. Für die Beziehung der PAI-1-Konzentration mit dem Genotyp ergab
die ANOVA p=0,581 (KI für 4G/4G [11,28 – 26,38], KI für 4G/5G [8,45 – 24,71], KI für 5G/5G
[6,54 – 16,25]).
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Für die Berechnung des Zusammenhangs zwischen uPA-Konzentration und Genotyp ergab die
Berechnung ebenfalls keine statistische Signifikanz (p=0,347, bei einem KI für 4G/4G [1,97 – 4,23],
KI für 4G/5G [1,76 – 2,83], KI für 5G/5G [1,51 – 3,78]).
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Abbildung 7: Grafische Darstellung der uPA/PAI-1-Expressionsratenverteilung im Tumorgewebe in
Abhängigkeit des jeweiligen Genotyps. Tendenziell steigt die PAI-1-Proteinexpressionsrate mit Anzahl
der 4G-Allele (Extrem abweichende Werte wurden nicht dargestellt).

Wurden die PAI-1-Daten anhand des Schwellenwertes (PAI-1<14 ng/mg bzw. PAI-1 Ø14 ng/mg) in
zwei Gruppen eingeteilt, zeigte sich im Chi-Quadrat-Test ein tendenzieller Zusammenhang zwischen
dem Vorliegen des 4G-Allels und einer höheren PAI-1-Konzentration. Wie erwartet, gab es keine
Korrelation zwischen den Genotypen und den uPA-Konzentrationen (Tab. 7).
Wurden die Analysen nach Aufteilung der Patientinnen nach Tumoren mit hoher und niedriger PAI-
1-Proteinexpression und nach der Präsenz des 5G-Allels durchgeführt, so ergab sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen einer niedrigen PAI-1-Expression und dem Vorliegen von
mindestens einem 5G-Allel (p=0,018) (Tab. 8). So war das 5G-Allel in der Patientinnengruppe
mit einer tumoralen PAI-1-Expression unterhalb des Schwellenwertes viel häufiger (73%) vertreten.
In der Gruppe mit einer tumoralen PAI-1-Expression oberhalb des Schwellenwertes hielten sich
Patientinnen mit mindestens einem 5G-Allel oder keinem 5G-Allel in etwa die Waage.
Ein ähnlicher Zusammenhang ließ sich hingegen zwischen der uPA-Expression und der 5G-Präsenz
erwartungsgemäß nicht nachweisen.
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Tabelle 7: Verteilung der 4G- und 5G-Sequenz in Abhängigkeit von der PAI-1- und uPA-
Proteinexpression oberhalb oder unterhalb des jeweiligen Schwellenwertes.

Variable N 4G/4G 4G/5G 5G/5G p
n % n % n %

91
PAI-1 (ng/mg) 0,061
<14 60 16 27 33 55 11 18
Ø14 31 16 52 11 35 4 13
uPA (ng/mg) 0,420
<14 64 20 31 32 50 12 19
Ø14 27 12 44 12 44 3 11

Tabelle 8: Häufigkeit des 5G-Allels bei hohen und niedrigen PAI-1- und uPA-Werten

Variable N 5G-negativ 5G-positiv p
n % n %

91
PAI-1 (ng/mg) 0,018
<14 60 16 27 44 73
Ø14 31 16 52 15 48
uPA (ng/mg) 0,229
<14 64 20 31 44 69
Ø14 27 12 44 15 56

Eine analoge Analyse für die Präsenz des 4G-Allels führte nicht dazu, einen Zusammenhang zwischen
der PAI-1-Expression und dem Vorliegen der 4G-Sequenz (Tab. 9) festzustellen. Es scheint, als
spiele der 4G/5G-umfassende Promotorbereich für die tumorale PAI-1-Expression als repressorische
Einheit über die 5G-Sequenz eine wichtigere Rolle als die aktivierende Einheit über die 4G-Sequenz.

Tabelle 9: Häufigkeit des 4G-Allels bei hohen und niedrigen PAI-1- und uPA-Werten

Variable N 4G-negativ 4G-positiv p
n % n %

91
PAI-1 (ng/mg) 0,508
<14 60 11 18 49 82
Ø14 31 4 13 27 87
uPA (ng/mg) 0,370
<14 64 12 19 52 81
Ø14 27 3 11 24 89
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4.5 Vergleich der klassischen klinisch-pathologischen Parametern mit den PAI-1-Schwellenwerten

Um einen möglichen Zusammenhang zwischen der PAI-1-Expressionsrate und den klassischen
klinisch-pathologischen Parametern zu erfassen, verglich ich die von 91 Patientinnen vorliegenden
PAI-1-Proteinkonzentrationen mit den vorliegenden klinisch-pathologischen Parametern. Dafür teilte
ich die Patientinnen nach der PAI-1-Konzentration (PAI-1< bzw. Ø14 ng/mg) in zwei Gruppen ein.
Eine statistisch signifikante Korrelation war im Chi-Quadrat-Test nicht nachweisbar. Wohl aber
zeigte sich ein tendenzieller Zusammenhang zwischen einem höheren Malignitätsgrad und PAI-1-
Konzentrationen über dem Schwellenwert. 15 Patientinnen mit einem G1-Tumor wiesen hauptsächlich
(zu 66,7%) PAI-1-Werte unterhalb des Schwellenwertes auf, wohingegen die 18 Patientinnen mit einem
G3-Tumor tendenziell (zu 44,4%) häufiger PAI-1-Werte über dem Schwellenwert aufzeigten (p=0,091).
Zudem zeigte sich bei den Patientinnen mit Tumoren, die einen oder beide der Hormonrezeptoren
exprimierten, dass diese deutlich geringere tumorale PAI-1-Konzentrationen aufwiesen (ER p=0,139;
PR p=0,138). Im Vergleich dazu hatten auch jene Patientinnen geringere PAI-1-Konzentrationen, bei
denen ein negativer HER2/neu-Status vorlag (p=0,399). Zudem wurden auch bei den Patientinnen
ohne Lymphknotenmetastasen eher geringere PAI-1-Konzentrationen gemessen (p=0,314) (Tab. 10).

Tabelle 10: Vergleich der 5G-Allel-Häufigkeit mit klinisch-pathologischen Parametern bei Mammakarzi-
nompatientinnen

Variable N PAI-1<14 ng⁄mg PAI-1Ø14 ng⁄mg p
n % n %

91
Nodalstatus 0,314
Negativ 62 43 69 19 31
Positiv 29 17 59 12 41
Tumorgröße 0,412
pT1 52 36 69 16 31
pT2 34 22 65 12 35
pT3/4 5 2 40 3 60
Histologischer Grad 0,998
Duktal 88 17 19 71 81
Lobulär 10 2 20 8 80
Andere 6 0 0 6 100
Grading 0,091
G1 15 10 67 5 33
G2 58 42 72 16 28
G3 18 8 44 10 56
ER 0,139
Negativ 16 8 50 8 50
Positiv 75 52 69 23 31

Weiter auf nächster Seite...
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Tabelle 10 – Fortsetzung von letzter Seite.
Variable N PAI-1<14 ng⁄mg PAI-1Ø14 ng⁄mg p

n % n %

PR 0,138
Negativ 29 16 55 13 88
Positiv 62 44 71 18 29
HER2/neu 0,399
Negativ 75 48 64 27 36
Positiv 16 12 75 4 25

4.6 Prognostische Bedeutung von 4G/5G-Polymorphismus und PAI-1-Proteinlevel

Es wurde die Überlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen vom Zeitpunkt der Erstdiagnose
(2004-2007) bis 2012 analysiert. Daraus ergab sich eine mittlere Nachbeobachtungszeit von 62,83
Monaten (min. 1 Monat/max. 93 Monate) ergab. Acht Patientinnen wurden aus der Überlebenszeit-
analyse aufgrund fehlender Rückmeldung ausgeschlossen, so dass von insgesamt 96 Patientinnen
die Überlebenswahrscheinlichkeit mittels Kaplan-Meier-Analysen berechnet werden konnte. Die
Überlebenswahrscheinlichkeit wurde in Abhängigkeit des Genotyp- und Allel-Status des 4G/5G-
Polymorphismus, der tumoralen Expression von PAI-1 und uPA- sowie in Abhängigkeit des Nodalsta-
tus, der Tumorgröße und des Gradings berechnet. Zusätzlich wurde die Überlebenswahrscheinlichkeit
der Patientinnen, die eine Chemotherapie erhalten hatten, in Abhängigkeit der genannten Variablen
evaluiert und mit der Gruppe der Frauen verglichen, die keine Chemotherapie erhalten hatten.
Der Einfluss des Hormonrezeptorstatus (Östrogen, ER- und Progesteron-Rezeptor, PR) sowie des
HER2/neu-Status auf die Überlebenswahrscheinlichkeit konnte nicht erfasst werden, da in den
jeweiligen Subpopulationen zu wenige Ereignisse für eine statistische Analyse auftraten. Für die
Berechnung der Bedeutung der tumoralen Proteinexpression von PAI-1 und uPA auf die Prognose
lagen Daten von 84 Patientinnen vor.
Bei 13 Patientinnen der 96 Patientinnen trat in diesem Zeitraum ein Ereignis auf. Bei all diesen
Patientinnen bestand das Ereignis im Auftreten von Metastasen, bei zwei Patientinnen wurde
zeitgleich mit der Diagnose der Metastasierung auch ein Lokalrezidiv festgestellt. Neun dieser
Patientinnen verstarben im weiteren Verlauf der Beobachtungszeit. Von den 96 Patientinnen wiesen
33 Patientinnen den Genotyp 4G/4G auf, 45 Patientinnen den Genotyp 4G/5G und 18 Patientinnen
den Genotyp 5G/5G.

4.6.1 Prognose in Abhängigkeit der tumoralen Proteinexpression von PAI-1 und uPA
Die Patientinnen wurden entsprechend dem Schwellenwert von 14 ng/mg Protein für PAI-1 bzw. 3
ng/mg Protein für uPA in jeweils zwei Untergruppen eingeteilt. 29 der 84 Patientinnen zeigten eine
tumorale PAI-1-Expression, die oberhalb des Schwellenwertes lag. Bei den uPA-Werten waren das
24 der 84 Patientinnen. 16 Patientinnen wiesen sowohl für PAI-1 als auch für uPA Werte oberhalb
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des Schwellenwertes auf.
Bei Patientinnen mit hohen PAI-1Werten traten 7 Ereignisse auf, bei denjenigen mit niedrigen
PAI-1 Werten 5 Ereignisse, so dass sich über den Beobachtungszeitraum für Patientinnen mit
erhöhten PAI-1-Konzentrationen eine 76%ige Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben im
Vergleich zu einer 91%igen Wahrscheinlichkeit für Patientinnen mit niedrigen Werten ergab. Nach
Log-Rank-Test war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant (p=0,077), (Abb. 8(a)).
Ein ähnliches Bild ergab sich bei einer analogen Analyse mit den uPA-Werten. Auch hier traten mit
7 Fällen häufiger Ereignisse in der Gruppe mit hohen uP-Werten als bei Patientinnen mit niedrigen
uPA-Werten (5 Ereignisse) auf. Die Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überlebens betrug hier
für Patientinnen mit hohen Werten 71%, während sie für Patientinnen mit niedrigen Werten 91%
betrug. Der Vergleich der beiden Gruppen erbrachte hier einen signifikanten Unterschied (p=0,025),
(Abb. 8(b)).
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Abbildung 8: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von der tumoralen PAI-1- und uPA-
Expression

In einer weiteren Berechnung wurden beide Proteinwerte berücksichtigt; die Patientinnenpopulation
wurde hierzu in 3 Untergruppen eingeteilt: Patientinnen mit Werten für PAI-1 und uPA oberhalb des
Schwellenwertes (Abb. 9-a), mit Werten für PAI-1 oder uPA oberhalb des Schwellenwertes (Abb. 9-b)
und mit Werten für beide Proteine unterhalb des Schwellenwertes (Abb. 9-c). Die Wahrscheinlichkeit
für ein ereignisfreies Überleben betrug für die Gruppe mit hohem PAI-1- plus hohem uPA-Werten
69%, die für die Gruppe mit hohem PAI-1 oder hohem uPA-Wert 86% und für die Gruppe mit
niedrigen Werten für beide Proteine 94%. Der Unterschied war allerdings statistisch nicht signifikant
(p=0,067).
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Abbildung 9: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von der tumoralen PAI-1- und uPA-
Expression (kombiniert)

Diese Ergebnisse entsprechen denen früherer Studien (Look et al., 2002, Harbeck et al., 2004,
Harbeck et al., 2013b). Hier ergab sich aber aufgrund der höheren Anzahl der in der Studie
eingeschlossenen Patientinnen ein statistisch signifikanter Unterschied.

4.6.2 Prognose in Abhängigkeit des Genotyps
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Abb. 10: Überlebenswahrscheinlichkeit in Ab-
hängigkeit vom Genotypen-Status des 4G/5G-
Polymorphismus

Nachdem ich zeigen konnte, dass die tumoralen PAI-
1-Werte auch in dem von mir verwendeten Kollek-
tiv, wenn auch nicht statistisch signifikant, so doch
einen klinisch relevanten Einfluss auf die Prognose
der Brustkrebspatientinnen haben, untersuchte ich
die Bedeutung des Genotypen- und Allel-Status des
PAI-1-Polymorphismus auf die Prognose.
Die meisten Ereignisse traten in der 4G/4G- und
der 4G/5G-Gruppe mit jeweils 6 Ereignissen (dies
bedeutet eine Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies
Überleben von 82% bzw. 87%) auf. In der 5G/5G-
Gruppe war nur 1 Ereignis (ereignisfreies Überleben:
94%) zu verzeichnen. Der Vergleich der Gruppen mit-
tels Log-Rank-Test ergab allerdings keinen statistisch
signifikanten Unterschied (p=0,506) (Abb. 10).
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Eine Einteilung der untersuchten Population nach Allel-Status des 4G/5G-Polymorphismus ergab
folgende Verteilung: 78 Patientinnen waren 4G-positiv (mindestens ein 4G-Allel), 18 4G-negativ, 63
5G-positiv (mindestens ein 5G-Allel) und 33 5G-negativ. 4G-positive Patientinnen wiesen mit 12
Ereignissen (15%) häufiger Ereignisse auf als 4G-negative Patientinnen mit einem Ereignis (5,6%).
Der Unterschied erreichte im Log-Rank-Test jedoch nicht das Signifikanzniveau (p=0,292). Unter
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Abbildung 11: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit des Allel-Status des 4G/5G-
Polymorphismus

den 5G-positiven Patientinnen traten 7 Ereignisse (11%) auf, während 5G-negative Patientinnen 6
Ereignisse (18%) aufwiesen. Auch hier zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,397),
(Abb. 11(a) und 11(b)).

4.7 Prognose in Abhängigkeit von Genotyp, Allelstatus und der tumoralen PAI-1- Expression

unter Berücksichtigung der klinisch-pathologischen Daten

4.7.1 Stratifizierung nach Nodalstatus
Bei Stratifizierung nach Nodalstatus ergab sich, dass der PAI-1-Genotypen-Status bei Patientinnen
mit einem nodalnegativen Mammakarzinom die Überlebenswahrscheinlichkeiten nicht beeinflusst.
Tendenzielle Unterschiede wurden für nodalpositive Patientinnen beobachtet: Hier wiesen Patien-
tinnen mit dem Genotyp 4G/4G und einer Überlebenswahrscheinlichkeit von 67% die schlechteste
Prognose auf, wohingegen die Untergruppe mit 5G/5G-Genotyp kein Ereignis aufzeigte. Die Überle-
benswahrscheinlichkeit in der Gruppe mit heterozygotem Genotyp lag dazwischen.
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Tabelle 11: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit vom Genotypen- und Nodalstatus (p=0,394)

Nodalstatus Genotyp Patientinnen Anzahl der Anteil ohne
(gesamt) Ereignisse Ereignisse

negativ 4G/4G 21 2 91%
4G/5G 34 3 91%
5G/5G 8 1 88%
Gesamt 63 6 91%

positiv 4G/4G 12 4 67%
4G/5G 11 3 73%
5G/5G 10 0 100%
Gesamt 33 7 79%

Gesamt 96 13 87%

Dieses Ergebnis wird auch in der Kaplan-Meier-Darstellung deutlich (Abb. 12(a) und 12(b)).
Allerdings ist der Unterschied innerhalb der nodalpositiven Gruppe statistisch nicht signifikant
(p=0,394).
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Abbildung 12: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit vom Genotypen- und Nodalstatus

Auch ein Vergleich nur der homozygoten Genotypen in der nodalpositiven Gruppe erreicht nicht das
Signifikanzniveau (p=0,209). Diese Resultate deuten darauf hin, dass der Nodalstatus möglicherweise
einen entscheidenden Einfluss auf den Zusammenhang zwischen dem PAI-1-Polymorphismus und
der Prognose ausübt. Allerdings ergab sich wahrscheinlich wegen der mit 45 Patientinnen geringen
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Größe der nodalnegativen Gruppe keine statistische Signifikanz.
Wurde eine analoge Analyse für den 4G-Allel-Status durchgeführt, ergab sich ein ähnliches Bild (Abb.
13(a) und 13(b)). Nur in der nodalpositiven Gruppe zeigte sich ein tendenzieller Unterschied in der
Prognose zwischen den 4G-positiven und 4G-negativen Patientinnen in der Weise, dass 4G-positive
Patientinnen eine schlechtere Überlebenswahrscheinlichkeit haben als 4G-negative Patientinnen
(p=0,179). Damit ist die Präsenz von mindestens einem 4G-Allel ungünstig für die Prognose von
Patientinnen mit nodalpositiven Tumoren.
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Abbildung 13: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit vom 4G-Allel- und vom Nodalstatus

Tabelle 12: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von der PAI-1-Expression und von dem
Nodalstatus

Nodalstatus PAI-1 Konzentration Patientinnen Anzahl der Anteil ohne
(gesamt) Ereignisse Ereignisse

negativ PAI-1Ø14 ng/mg 19 4 79%
PAI-1<14 ng/mg 39 2 95%
Gesamt 58 6 90%

positiv PAI-1Ø14 ng/mg 10 3 70%
PAI-1<14 ng/mg 16 3 81%
Gesamt 26 6 77%

Gesamt 96 13 87%
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Zum Vergleich wurde auch der Einfluss der tumoralen PAI-1-Expression auf die Prognose in der
nodalpositiven und nodalnegativen Gruppe getrennt betrachtet. Es ergab sich das Bild, dass PAI-1-
Werte oberhalb des Schwellenwertes sowohl bei nodalnegativen als auch bei nodalpositiven Tumoren
die Ereignisrate erhöhen (Tab. 12), ohne jedoch eine statistische Signifikanz im Chi-Quadrat-Test
erkennen zu lassen (p=0,112), (Abb. 14(a) und 14(b)).
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Abbildung 14: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von der PAI-1-Expression und vom
Nodalstatus

4.7.2 Stratifizierung nach Tumorgröße
Analog zur Einteilung nach Nodalstatus wurde eine Einteilung nach Tumorgröße – gemäß TNM-
Klassifikation - vorgenommen, indem Patientinnen mit T1-klassifizierten Tumoren denen mit T2-
bis T4-klassifizierten Tumoren gegenübergestellt wurden.
In dieser Gegenüberstellung ergab sich ein ähnliches Bild wie bei der Stratifizierung nach Nodalstatus:
Für das Überleben der Patientinnen mit weniger fortgeschrittenem Tumor (T1) zeigte sich kein
Zusammenhang mit dem Genotyp-Status (Tab. 13, Abb. 15(a) und 15(b)). Hingegen lässt sich
anhand der Überlebenswahrscheinlichkeit bei weiter fortgeschrittenen Mammakarzinomen (T2-T4)
ein Einfluss des Genotyps vermuten. Eine statistische Signifikanz konnte im Chi-Quadrat jedoch
nicht nachgewiesen werden (p=0,466).
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Tabelle 13: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit vom Genotypenstatus und von der Tumor-
größe

Tumorgröße Genotyp Patientinnen Anzahl der Anteil ohne
(gesamt) Ereignisse Ereignisse

T1 4G/4G 17 1 94%
4G/5G 26 3 89%
5G/5G 10 1 90%
Gesamt 53 5 91% p=0,466

T2-4 4G/4G 12 4 69%
4G/5G 11 3 84%
5G/5G 10 0 100%
Gesamt 33 7 81% p=0,230

Gesamt 96 13 87%
Tumorgröße_1vs234 = T1
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Tumorgröße T2-T4

5G/5G n=8

4G/5G n=19

4G/4G n=16

(b) Tumorgröße T2-T4

Abbildung 15: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit des Genotypenstatus und der Tumorgröße

Stellt man die für das 4G- bzw. 5G-Allel homozygoten Patientinnen gegenüber, wird der p-Wert
geringer (p=0,209), aber es wird nach wie vor keine statistische Signifikanz erreicht.
Eingeteilt nach Vorliegen des 4G-Allels in der Gruppe mit T2-T4-Mammakarzinomen ergibt sich eine
Überlebenswahrscheinlichkeit für 4G-positive Patientinnen von 77% gegenüber 100% für 4G-negative
Patientinnen (p=0,230), (Abb. 16(a) und 16(b)).
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Abbildung 16: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit des 4G-Allel-Status und der Tumorgröße

Entsprechende Analysen für die tumorale PAI-1-Expression zeigten, dass eine geringere Überlebens-
wahrscheinlichkeit mit einem erhöhten PAI-1-Wert sowohl für T1-klassifizierte Tumoren (81% vs.
97%) als auch für fortgeschrittene Tumoren (69% vs. 82%) verbunden ist (Tab. 14, Abb. 17(a) und
17(b)). Im Chi-Quadrat-Test ergibt sich allerdings keine statistische Signifikanz (p=0,089).
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Abbildung 17: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit des PAI-1-Wertes und der Tumorgröße
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Tabelle 14: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von der PAI-1-Expression und der Tumorgröße
p=0,089

Tumorgröße PAI-1 Konzentration Patientinnen Anzahl der Anteil ohne
(gesamt) Ereignisse Ereignisse

T1 PAI-1Ø14 ng/mg 16 3 81,3%
PAI-1<14 ng/mg 33 1 97,0%
Gesamt 49 4 91,8%

T2-4 PAI-1Ø14 ng/mg 13 4 69,2%
PAI-1<14 ng/mg 22 4 81,8%
Gesamt 35 8 77,1%

Gesamt 84 12 85,7%

4.7.3 Stratifizierung nach Grading
Die Stratifizierung nach Grading (G1 im Vergleich zu G2-G4) ließ bei der G2-G4-Gruppe einen
tendenziellen Zusammenhang zwischen dem des 4G/4G-Genotyps und einer schlechteren Prognose
feststellen (Tab. 15, Abb. 18(a)), ohne allerdings im Chi-Quadrat-Test einen signifikanten Zusam-
menhang zu ergeben (p=0,398).

Tabelle 15: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von dem Genotypenstatus und dem Grading
p=0,398

Grading Genotyp Patientinnen Anzahl der Anteil ohne
(gesamt) Ereignisse Ereignisse

G1 4G/4G 7 0 100%
4G/5G 6 0 100%
5G/5G 2 0 100%
Gesamt 15 0 100%

>G1 4G/4G 26 6 77%
4G/5G 39 6 85%
5G/5G 16 1 94%
Gesamt 81 13 84%

Gesamt 96 13 87%

In der G1-Gruppe konnten wegen fehlender Ereignisse keine Rückschlüsse auf den Einfluss des
Genotyp-Status auf die Prognose gezogen werden.
Ein Vergleich der Patientinnen mit nur homozygotem Genotyp zeigte ebenfalls keinen statistisch
signifikanten Unterschied in der Prognose (p=0,18). Eine Gegenüberstellung der 4G-Allel-positiven
mit den 4G-negativen Patientinnen in der Gruppe mit G2, G3 und G4-Tumoren ergab eine geringere
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Wahrscheinlichkeit für ein ereignisfreies Überleben für 4G-positive Patientinnen Im Log-Rank-Test
zeigte sich allerdings keine statistische Signifikanz (p=0,248), (Abb. 18(b)).
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Abbildung 18: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit des Genotyps und 4G-Allel-Status bei
Patientinnen mit G2-, G3- und G4-Tumoren

4.7.4 Stratifizierung nach Chemotherapie
Von den 91 Patientinnen hatten 51 Patientinnen eine Chemotherapie erhalten, 45 Patientinnen
waren nicht durch eine Chemotherapie behandelt worden (Tab. 16).

Tabelle 16: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von dem Genotypenstatus bei chemothera-
pierten und unbehandelten Patientinnen

Chemotherapie Genotyp Patientinnen Anzahl der Anteil ohne
(gesamt) Ereignisse Ereignisse

nein 4G/4G 18 1 94%
4G/5G 22 0 100%
5G/5G 5 0 100%
Gesamt 45 1 98%

ja 4G/4G 15 5 67%
4G/5G 23 6 74%
5G/5G 13 1 92%
Gesamt 51 12 77%

Gesamt 96 13 87%
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In der unbehandelten Gruppe waren zu wenig Ereignisse, um Rückschlüsse auf die Bedeutung
des PAI-1 Genotyps auf die Prognose zu erlauben. Für die Gruppe der Patientinnen, die eine
Chemotherapie erhalten hatten, zeigte sich tendenziell ein Zusammenhang zwischen dem Genotyp
und der Wahrscheinlichkeit eines ereignisfreien Überlebens. Patientinnen mit dem 4G/4G-Genotyp
hatten häufiger ein Ereignis als Patientinnen mit dem 5G/5G-Genotyp, allerdings bestand statistisch
keine Signifikanz (p=0,222), (Abb. 19(a)).
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Abbildung 19: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit des Genotyp- und 4G-Allel-Status bei
chemotherapierten Patientinnen
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Abb. 20: Überlebenswahrscheinlichkeit in Ab-
hängigkeit von der PAI-1-Expressions bei che-
motherapierten Patientinnen

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Patientinnen, die in
Abhängigkeit des Risikoprofils des Mammakarzinoms
eine Chemotherapie erhalten hatten und den 4G/4G-
Genotyp aufwiesen, im Vergleich mit den anderen Ge-
notypen eine insgesamt geringere Wahrscheinlichkeit
für ereignisfreies Überleben hatten (Abb. 19(a)).Die
Patientinnen, die Trägerinnen mindestens eines 4G-
Allels waren, wiesen eine tendenziell ungünstige-
re Überlebenswahrscheinlichkeit auf (71% vs. 92%;
p=0,129), Abb. 19(b)).
Untersucht man die Bedeutung der tumoralen PAI-1-
Expression in chemotherapierten und nicht behandel-
ten Patientinnen (Tab. 17), so zeigt sich tendenziell
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sowohl für die chemotherapierten Patientinnen als auch für die nicht behandelten eine höhere
Wahrscheinlichkeit eines Ereignisses beim Vorliegen erhöhter PAI-1-Werte (p=0,134, Abb. 20).

Tabelle 17: Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von der PAI-1-Expression bei chemothera-
pierten Patientinnen

Chemotherapie PAI-1- Patientinnen Anzahl der Anteil ohne
Konzentration (gesamt) Ereignisse Ereignisse

nein PAI-1Ø14 ng/mg 12 1 92%
PAI-1<14 ng/mg 29 0 100%
Gesamt 41 1 98%

ja PAI-1Ø14 ng/mg 17 6 65%
PAI-1<14 ng/mg 26 5 81%
Gesamt 43 11 74%

Gesamt 84 12 86%



KAPITEL 5

Diskussion

Das Anliegen dieser Arbeit war es zum einen, den Zusammenhang zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus
im Promotorbereich des PAI-1-Gens und der Inzidenz des primären Mammakarzinoms der Frau
einerseits und zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und den etablierten klinisch-pathologischen
Faktoren andererseits zu identifizieren. Zum anderen wurde die PAI-1-Expressionsrate im Brust-
krebsgewebe im Zusammenhang mit dem 4G/5G-Polymorphismus und den klinisch-pathologischen
Faktoren analysiert. Weiterhin wurde die 5-Jahres-Überlebenswahr- scheinlichkeit in Abhängigkeit
des jeweiligen 4G/5G-Genotyps, der PAI-1-Expression und den klinisch-pathologischen Daten (No-
dalstatus, Tumorgröße und Grading) berechnet. Darüberhinaus wurde die Erkrankungschance in
Abhängigkeit von 4G/5G-Polymorphismus und PAI-1-Expressionslevel im Vergleich zu den literari-
schen Angaben betrachtet.
Es sind bereits Untersuchungen zur Bedeutung des 4G/5G-Polymorphismus beim Mammakarzinom
publiziert worden (Blasiak et al., 2000b, Alvarez-Millán et al., 2002, Castelló et al., 2006,
Sternlicht et al., 2006, Zhang et al., 2006, Minisini et al., 2007, Lei et al., 2008, Yagmurdur
et al., 2008, Palmirotta et al., 2009, Lee et al., 2013) jedoch ist die Datenlage diskordant. Anhand
eines Halleschen Kollektivs sollte die Rolle des 4G/5G-Polymorphismus beim Mammakarzinom in
dieser Arbeit erneut untersucht werden. Das untersuchte Kollektiv umfasste 104 Patientinnen und
104 gesunde Frauen. Bei 12 Patientinnen wurde die Genotypisierung zum Vergleich außer anhand
von Leukozyten auch anhand von Tumorgewebe durchgeführt. Der Genotyp war in den Leukozyten
und im Tumorgewebe bei allen 12 Patientinnen identisch.
Dieses Ergebnis entsprach der Erwartung, da es sich beim 4G/5G-Polymorphismus um einen
Keimbahn-SNP, und nicht um eine Neumutation, die im Laufe der Karzinogenese erworben wurde,
handelt. Türkmen et al. wiesen ebenfalls bei fünf an einem Ovarialtumor erkrankten Frauen keinen
Unterschied des 4G/5G-Genotyps im Promotorbereich des PAI-1-Gens in Leukozyten und Tumor-
gewebe nach, ebenso Blasiak et al. bei 25 Patienten mit einem Kolonkarzinom (Turkmen et al.,
1997, Blasiak et al., 2000a). Palmirotta et al., die den 4G/5G-Polymorphismus bei 99 Patientinnen
mit einem Mammakarzinom aus Tumorzellen und Lymphozyten bestimmten, beobachteten nur in
5% der Fälle einen abweichenden Genotyp, was im Zuge der Karzinogenese mit einer möglichen
genetischen Instabilität der Tumor-DNA diskutiert wurde (Palmirotta et al., 2009, Zhang et al.,
2006).
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5.1 Der 4G/5G-Polymorphismus und die Inzidenz des primären Mammakarzinoms

Aufgrund der hohen prognostischen und prädiktiven Aussagekraft der PAI-1-Expression im Tu-
morgewebe beim primären Mammakarzinom wurde in dieser Arbeit der Frage nachgegangen, ob
der 4G/4G-Genotyp mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko für ein Mammakarzinom einhergehen
könnte. Basierend auf in vitro Daten sollte der 4G/4G-Genotyp theoretisch zu einer höheren PAI-1
Expression führen und könnte somit eine höhere Inzidenz an Mammakarzinom und/oder einen
aggressiveren Krankheitsverlauf zur Folge haben. Meine Untersuchungen erbrachten allerdings keine
statistisch signifikante Korrelation zwischen der Inzidenz eines Mammakarzinoms und dem 4G/5G-
Polymorphismus im Promotorbereich des PAI-1-Gens. Vielmehr besteht eine nahezu identische
Verteilung des Genotyps zwischen der Gruppe der untersuchten Patientinnen und der Gruppe der
untersuchten gesunden Frauen. Dabei trat der dominierende heterozygote 4G/5G-Genotyp in beiden
Gruppen mit etwa 50% gleich häufig auf. Die Häufigkeit des 4G/4G-Genotyps war in der Gruppe der
Patientinnen nur leicht erhöht, so dass das Odds Ratio für Patientinnen mit einem 4G/4G-Genotyp
im Vergleich zu Patientinnen mit 5G/5G-Genotyp nicht signifikant etwa 1,21 betrug.
Vergleicht man diese Daten mit Untersuchungsergebnissen anderer Studien am primären Mammakar-
zinom, so wiesen mehrere Studien eine ähnliche Verteilung des Genotyps auf (Blasiak et al., 2000b,
Alvarez-Millán et al., 2002, Castelló et al., 2006, Sternlicht et al., 2006, Zhang et al., 2006,
Lei et al., 2008, Yagmurdur et al., 2008). Die Arbeitsgruppe von Blasiak et al. zeigte ebenfalls
bei 100 Frauen mit einem duktalen Mammakarzinom im Vergleich zu 106 gesunden Frauen einen
unwesentlichen Unterschied in der Verteilung des Genotyps bzw. in der Häufigkeitsverteilung der
Allele (Blasiak et al., 2000b). Ebenso wiesen Sternlicht et al., die eine große Population von 2539
britischen Patientinnen und 1832 gesunden Frauen auf ihren 4G/5G-Genotyp hin untersuchten, eine
nahezu identische Verteilung des Genotyps in diesen zwei Gruppen ohne statistisch signifikanten
Unterschied nach (Sternlicht et al., 2006). Diese Ergebnisse wurden außerdem bestätigt von der
Arbeitsgruppe Palmirotta et al., die 99 Brustkrebspatientinnen im Vergleich zu 50 gesunden Frauen
untersuchten (Palmirotta et al., 2009), und auch durch Minisini et al., die den Genotyp von 193
Patientinnen und 142 Kontrollen analysierten (Minisini et al., 2007).
Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen beschrieben zwei Studien einen Einfluss des 4G-Allels auf die
Inzidenz des Mammakarzinoms: Castello et al. wiesen einen tendenziellen Einfluss des 4G-Allels
bei 104 Patientinnen nach (Castelló et al., 2006), Eroglu et al. fanden ein signifikant erhöhtes
Risiko des 4G/4G-Genotyps bei 22 Patientinnen (Eroglu et al., 2006). Eine hierzu verö�entlichte
Metaanalyse von Lee et al. umfasste die zehn wichtigsten Studien, die den 4G/5G-Polymorphismus
beim Mammakarzinom untersuchten, von denen wiederum sieben Studien – mit insgesamt 3976
Patientinnen und 3276 Kontrollen - den Zusammenhang zwischen 4G/5G-Polymorphismus und
Inzidenz berücksichtigten. Dieser Metaanalyse ließ sich entnehmen, dass der 4G/4G-Genotyp mit
einem 39% erhöhten Risiko einen signifikanten Einfluss auf die Brustkrebsinzidenz ausübt, im
Vergleich zu den anderen Genotypen (Lee et al., 2013).
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Hinsichtlich des Einflusses des 4G/5G-Polymorphismus auf die Inzidenz anderer Tumorerkrankun-
gen liegen zwei große kürzlich erschienene Metaanalysen vor, die den 4G/5G-Polymorphismus im
Zusammenhang mit dem Ovarial-, Endometrium-, Zervix-, Prostata-, Kolon-, Rektum-, Magen-,
Mundhöhlen-, Leberzell- und auch Mammakarzinom untersuchten. Die Metaanalyse von Wang
et al., die 25 Fall-Kontroll-Studien (9205 Fälle, 11827 Kontrollen), davon acht Mammakarzinom-
studien, umfasste, dokumentierte einerseits einen Zusammenhang zwischen dem 4G/4G-Genotyp
und einem erhöhten Krebsrisiko - besonders für die im angelsächsischen Sprachraum sogenannten
„Kaukasier“ - und andererseits ein höheres Risiko für Patienten mit bereits einem 4G-Allel, an einem
Kolonkarzinom (5 Studien) oder einem Endometriumkarzinom (2 Studien) zu erkranken. Dagegen
fand sich laut dieser Analyse kein Hinweis für ein erhöhtes Risiko, an Brustkrebs, Ovarialkarzinom,
Mundbodenkarzinom oder einem hepatozellulären Karzinom zu erkranken (Wang et al., 2013).
Betrachtet man die einzelnen Studien, so wiesen sie bezüglich des Kolonkarzinoms und des En-
dometriumkarzinoms die meisten übereinstimmenden Ergebnisse auf: der 4G/4G-Genotyp wurde
beim Kolonkarzinom vorwiegend im Zusammenhang mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium
festgestellt, und die zwei Studien zum Endometriumkarzinom zeigten, dass sich Trägerinnen des
4G/4G-Genotyps vor allem unter den Patientinnen fanden (Loktionov et al., 2003, Försti et al.,
2007, Vossen et al., 2011, Woo et al., 2007, Gilabert-Estellés et al., 2012, Su et al., 2011).
Eine vergleichbare Metaanalyse von Xu et al., die insgesamt 21 Studien berücksichtigte, wovon 19
ebenso in der Metaanalyse von Wang et al. einbezogen wurden, bestätigte das erhöhte Krebsrisiko
für „kaukasische“ Trägerinnen des 4G/4G-Genotyps im Allgemeinen, sowie das erhöhte Risiko bei
Vorliegen des 4G-Allels, an einem Endometriumkarzinom zu erkranken (Xu et al., 2012). Andere
Studien fanden dagegen Hinweise für ein erhöhtes Risiko durch ein vorliegendes 5G-Allel, an einem
hepatozellulären Karzinom und einem familiären Prostatakarzinom zu erkranken (Weng et al., 2010,
Jorgenson et al., 2007).
Aufgrund der diskordanten Datenlage kann der PAI-1-4G/5G-Polymorphismus bislang nicht als
zusätzlicher Faktor zur Abschätzung des Brustkrebsrisikos herangezogen werden. Allerdings bleibt
es erwähnenswert, dass trotz der unterschiedlichen Untersuchungsergebnisse die Metaanalyse von
Lee et al. ein erhöhtes Brustkrebsrisiko für Patientinnen mit einem 4G/4G-Genotyp bestätigte (Lee
et al., 2013). Möglicherweise war die Anzahl der eingeschlossenen Patientinnen und Kontrollen in den
einzelnen Studien zu gering, so dass erst die erhöhte Power durch Zusammenführung der Ergebnisse
in der Metaanalyse eine ausreichende Aussagekraft schuf.

5.2 Der PAI-1-4G/5G-Polymorphismus und die “klassischen“ klinisch-pathologischen Parameter

Der Vergleich des PAI-1-4G/5G-Polymorphismus mit den klinisch-pathologischen Daten der Patien-
tinnen zeigte in meiner Untersuchung ebenfalls keine statistisch signifikante Korrelation. Au�allend
war jedoch, dass fünf der neun Patientinnen mit der Tumorgröße pT3/4 den 4G/4G-Genotyp
aufwiesen. Dieses Ergebnis könnte allerdings aufgrund der geringen Patientenzahl auch einen zufäl-
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ligen Befund darstellen (vgl. Tab. 4). Hinsichtlich der Allelverteilung ist erwähnenswert, dass bei
Patientinnen mit 4G-Allel häufiger ein negativer Hormonrezeptorstatus (ER/PR) festgestellt wurde
(vgl. Tab. 4).
Auch im Hinblick auf den Vergleich des 4G/5G-Genotyps mit klinisch-pathologischen Faktoren
existieren in der Literatur sehr unterschiedliche Daten. Blasiak et al., Sternlicht et al. und Palmirotta
et al. verzeichneten keinen Zusammenhang zwischen dem Genotyp bzw. den Allelen und den klinisch-
pathologischen Daten (Blasiak et al., 2000b, Sternlicht et al., 2006, Palmirotta et al., 2009).
Alvarez-Millan et al. hingegen, die 28 Patientinnen einschlossen, stellten für den 5G/5G-Genotyp
eine nahezu statistisch signifikante Korrelation dahingehend fest, dass Tumoren dieser Patientinnen
weniger aggressiv und besser di�erenziert waren und tendenziell mehr Patientinnen einen positiven
Hormonrezeptorstatus – und damit bessere therapeutische Möglichkeiten und prognostische Merk-
male - aufwiesen (Alvarez-Millán et al., 2002). Ergänzend zu diesen Daten von Alvarez-Millan
sind die Ergebnisse von Castello et al. zu betrachten, die einen signifikanten Zusammenhang zwi-
schen der Häufigkeit des 4G-Allels und einem höheren histologischen Malignitätsgrad (G3) sowie
einer Tumorgröße >2 cm identifizierten (Castelló et al., 2006). Einen positiven Zusammenhang
zwischen 4G/4G-homozygoten Trägerinnen und einem positiven Nodalstatus wiesen Minisini und
seine Arbeitsgruppe nach (Minisini et al., 2007).
Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen stellten Lei et al. bei 959 an einem Mammakarzinom erkrankten
schwedischen Frauen eine Korrelation zwischen dem 5G/5G-Genotyp einerseits und einem erhöhten
Vorkommen regional befallener Lymphknoten, einem höheren Malignitätsgrad und der Tumorgröße
andererseits fest (Lei et al., 2008). Betrachtet man nun die Ergebnisse der bereits oben genannten
Metaanalyse von Lee et al., so wurde laut selbiger in der Auswertung von fünf Studien ein positiver
Zusammenhang zwischen dem 5G/5G-Genotyp und Lymphknotenmetastasen ermittelt (p=0,018).
Keine Korrelation ergab der Vergleich der Genotypen mit dem histologischen Befund anhand von vier
vergleichbaren Studien (Lee et al., 2013). Dieser Vergleich zwischen Genotyp bzw. Allel-Häufigkeit
und den klinisch-pathologischen Daten lässt ebenfalls aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse
keinen eindeutigen Zusammenhang erkennen. Ein unmittelbarer Einfluss des 4G/5G-Genotyps auf
die Schwere der Tumorerkrankung erscheint daher zum gegenwärtigen Kenntnisstand nicht wahr-
scheinlich. Allerdings dürfen die zum Teil gegensätzlichen Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Lei et al.
nicht außer acht gelassen werden, die – anders als die anderen berücksichtigten Studien - eine größere
Population von 959 Frauen mit einem primären Mammakarzinom untersuchten und eine deutliche
Korrelation zwischen dem 5G/5G-Genotyp und einem aggressiveren Tumor dokumentierten (Lei
et al., 2008). Die Di�erenz könnte zum einen auf die im Studienmaterial teilweise fehlenden Angaben
zu klinisch-pathologischen Faktoren zurückzuführen sein, zum anderen diskutierten Sternlicht et
al. eine mögliche Diskrepanz nicht nur im Rahmen der unterschiedlich modifizierenden molekular-
genetischen Faktoren, sondern auch im Rahmen von Lebensgewohnheiten (z.B. Rauchen, Ausmaß
körperlicher Bewegung, fettreiche Ernährung, Aufnahme von Antioxidantien), demographischen und



5.3 Der PAI-1-4G/5G-Polymorphismus und die PAI-1/uPA-Expression im Tumorgewebe 53

biologischen (z.B. Menopause) Einflüssen (Lei et al., 2008, Sternlicht et al., 2006, Hoekstra
et al., 2003).

5.3 Der PAI-1-4G/5G-Polymorphismus und die PAI-1/uPA-Expression im Tumorgewebe

Ich betrachtete in dieser Arbeit nicht nur die PAI-1, sondern auch die uPA-Expression im Tumor-
gewebe im Vergleich zum 4G/5G-Genotyp, da interessanterweise Sarah Vogel im Rahmen ihrer
Masterarbeit in dem Forschungslabor der Gynäkologie in Halle an zwei unterschiedlichen mesen-
chymalen, tripel-negativen Brustkrebszelllinien (HS578T- und MDA-MB 231-Zellen) gezeigt hatte,
dass PAI-1 und uPA sich gegenseitig in ihrer Expression beeinflussen (Vogel, 2012). So wurde
nachgewiesen, dass PAI-1 je nach Zelltyp nicht nur inhibitorische Wirkung auf uPA haben kann,
sondern die uPA-Expression auch stimulieren und überdies uPA auch positiven Einfluss auf die
PAI-1-Expression ausüben kann. Dies könnte auch die zum Teil korrelierenden Ergebnisse in meiner
Arbeit zwischen der uPA-Konzentration und dem 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus erklären und zwar
dahingehend, dass mit Vorliegen des 4G-Allels und erhöhten PAI-1-Konzentrationen ebenfalls die
uPA-Konzentration steigt (vgl. Tab. 9).
Der 4G/4G-Genotyp wurde tendenziell häufiger bei jenen Patientinnen nachgewiesen, die PAI-1-
Werte über dem definierten Schwellenwert aufwiesen, wohingegen der 5G/5G-Genotyp häufiger
bei solchen Patientinnen mit geringerem PAI-1-Level identifiziert wurde. Der Genotyp 4G/5G war
vorwiegend in der Subgruppe mit PAI-1-Werten unterhalb des Schwellenwertes zu verzeichnen.
Hinsichtlich der uPA-Werte bestand, in Parallelität zum Befund der PAI-1-Expression, ein leichter
Trend dahingehend, dass mehr Patientinnen mit einem 4G/4G-Genotyp uPA-Werte oberhalb des
festgesetzten Schwellenwertes aufwiesen und Patientinnen mit einem 5G/5G-Genotyp eher Werte
unterhalb desselben (vgl. Tab. 7). Auch im Vergleich der PAI-1- und uPA-Konzentrationen mit den
einzeln betrachteten Allelen zeigte sich bei Patientinnen, die homozygot für das 5G-Allel bzw. Trä-
gerinnen eines 5G-Allels waren, dass diese signifikant häufiger PAI-1-Werte unter dem Schwellenwert
erkennen ließen (p=0,018) – und zugleich zeigte sich auch ein diskreter Zusammenhang für niedrige
uPA-Konzentrationen und Vorliegen eines 5G-Allels (vgl. Tab. 8). Das 4G-Allel betrachtend ergab
sich keine statistisch signifikante Korrelation, wohl aber ein diskreter Zusammenhang zwischen dem
4G-Allel und erhöhten PAI-1- (87% vs. 82%) und uPA- (89% vs. 81%) Konzentrationen (vgl. Tab.
9).
Diese Befunde könnten darauf hinweisen, dass die die PAI-1-Expression mindernde Auswirkung
des 5G-Allels die Wirkung des 4G-Allels, die zu einer Zunahme der Expression führt, quantitativ
übersteigt.
Viele Studien haben auf Grund des Einflusses von PAI-1 auf die Schwere zahlreicher Tumorerkran-
kungen, Erkrankungen des kardiovaskulären Systems und entzündlichen Erkrankungen die PAI-1-
Konzentration im Tumorgewebe bzw. im Plasma im Zusammenhang mit dem 4G/5G-Polymorphismus
untersucht. Bezüglich des Mammakarzinoms bestätigte die Arbeitsgruppe von Castello et al. eben-
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falls bei 104 Patientinnen, die ein 4G-Allel aufwiesen, eine statistisch signifikante Erhöhung der
PAI-1-Konzentration im Tumorgewebe (Castelló et al., 2006). Sternlicht et al. und Palmirotta et
al. bestätigten diesen Zusammenhang beim Mammakarzinom hingegen nicht, allerdings ermittelten
Palmirotta et al. die PAI-1-Konzentration im Plasma anstatt im Tumorgewebe (Palmirotta et al.,
2009). In einer Untersuchung bei Patientinnen mit einem Endometriumkarzinom wurde ebenfalls
eine Zunahme der mRNA-PAI-1-Expression beim Vorliegen des 4G-Allels im Vergleich zum 5G-Allel
(Gilabert-Estellés et al., 2012) gefunden.
Weitere Studien, die den Zusammenhang zwischen dem PAI-1-4G/5G-Polymorphismus und PAI-1-
Werten beim Myokardinfarkt, ischämischen Hirninfarkt, tiefer Beinvenenthrombose, beim allergischen
Asthma sowie der Sepsis im Serum oder in Mastzellen untersuchten, dokumentierten ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen dem 4G-Allel und erhöhten PAI-1-Konzentrationen (Eriksson et al., 1995,
Iwai et al., 1998, Segui et al., 2000, Goor et al., 2005, Hermans et al., 2005, Ding et al., 2006,
Ma et al., 2009), wohingegen die Arbeitsgruppe von de Paula Sabino et al. bei jungen Patienten mit
einem ischämischen Hirninfarkt dies nicht beobachtete (Paula Sabino et al., 2011).
Wie zuvor erwähnt, führten frühere Untersuchungen zu der Hypothese, dass mit Vorliegen eines
4G-Allels im Rahmen des 4G/5G-SNPs im Promotorbereich des PAI-1-Gens die Bindung eines
5G-abhängigen Repressors während der Transkription erschwert oder verhindert wird, was wiederum
zu einer erhöhten PAI-1-Expression führt. Die unterschiedlichen Untersuchungsergebnisse sind er-
klärbar, führt man sich die vielfältigen Faktoren, die ebenfalls Einfluss auf die PAI-1-Expressionsrate
haben, vor Augen. Dazu gehören zahlreiche regulatorische Faktoren, die die Transkription von
PAI-1 regulieren können, wie Wachstumsfaktoren (z.B. EGF), Hormone (z.B. Insulin oder Glu-
kokortikoide), Zytokine (z.B. TGF-—1, TNF-–, IL-1 oder IL-6) oder das Apoptose-regulierende
Protein p53 (Binder et al., 2002). Aktuelle Untersuchungen beschreiben zudem eine Genregulation
mittels „Long-Range“ regulatorischen Elementen, die in nicht kodierenden DNA-Abschnitten distal
des Promotorbereichs liegen und anhand von Long-Range-DNA-Interaktionen durch Ausbildung
von Chromatin-Loops das Ziel-Gen bzw. seine Transkriptionsfaktoren positiv oder negativ beein-
flussen (Betts et al., 2012). Außer den Tumorzellen selbst können auch stromale Zellen, welche
die Tumorzellen umgeben, wie Fibroblasten, Makrophagen oder Endothelzellen (Bianchi et al.,
1995, Usher et al., 2005) an der PAI-1 Expression beteiligt sein und zur Komplexität der PAI-1
Expression im Tumorgewebe beitragen. Ferner zeigte sich, dass die einzelnen Komponenten des
Plasminogen-Aktivator-Systems in verschiedenen Zellen unterschiedlich stark exprimiert werden
können (Hildenbrand et al., 2008, Charafe-Jauffret et al., 2006). Darüber hinaus beeinflussen
ebenso epigenetische Veränderungen und Genamplifikation die PAI-1 Expression (Sternlicht et al.,
2006). Einige Autoren gehen davon aus, dass letztgenannte Faktoren sogar noch einen viel größeren
Stellenwert bezüglich der PAI-1 Genexpression einnehmen (Bissell et al., 1999) als zum Beispiel
der 4G/5G-Polymorphismus. Das Ausmaß, in dem PAI-1 exprimiert wird, muss sicherlich als Folge
des komplexen Zusammenspiels all der genannten Faktoren zu sehen sein.
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5.4 Unterschiedliche PAI-1-Expression und ihre Auswirkung auf klinisch-pathologische Parameter

Aufgrund des bekannten negativen Einflusses von PAI-1 auf die Prognose des Mammakarzinoms
sowie der Kenntnis über den Einfluss von PAI-1 auf Tumorgenese und Tumorprogression untersuchte
ich, inwieweit die PAI-1-Expression im Zusammenhang mit günstigen – d.h. weniger fortgeschrittenen
- bzw. ungünstigen klinisch-pathologischen Faktoren steht.
Der Vergleich von PAI-Konzentrationen mit klinisch-pathologischen Daten zeigte in meiner Unter-
suchung keinen signifikanten Zusammenhang. Allenfalls konnte ein tendenzieller E�ekt bei jenen
Patientinnen nachgewiesen werden, deren Tumor positiv für den Östrogen- und/oder Progesteronre-
zeptor war und PAI-1-Expressionen unterhalb des Schwellenwertes aufwiesen. Zudem zeichnete sich
ein diskreter Zusammenhang zwischen positivem Nodalstatus (41% vs. 31%), höherem Malignitäts-
grad (G3 56% vs. G2 28% vs. G1 33%) und einer erhöhten PAI-1-Konzentration ab (vgl. Tab. 10),
der teilweise auch in der Literatur beschrieben wurde.
Eine Metaanalyse, die 18 Studien mit insgesamt 8377 Mammakarzinom-Patientinnen umfasste,
bestätigte eine positive Korrelation zwischen einer erhöhten PAI-1-Expression auf der einen und
einem positiven Nodalstatus, einem höheren Malignitätsgrad, negativem Hormonrezeptorstatus (ER
und/ oder PR), einer Tumorgröße von T2 bis T4 und dem Alter der Patientinnen (<35 und >70
Jahren) auf der anderen Seite (Look et al., 2002). Einen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen erhöhtem PAI-1-Level und negativem Hormonrezeptorstatus zeigten auch Jänicke et al.
(Jaenicke et al., 1993). Ebenso fand die Arbeitsgruppe von Castello et al. eine statistisch signifikante
Korrelation zwischen einer erhöhten PAI-1-Konzentration und einem höheren Malignitätsgrad und
auch der Tumorgröße (Castelló et al., 2006). Palmirotta et al. konstatierten ergänzend einen
statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen einem erhöhten PAI-1-Wert und der Tumorgröße
T3/T4 (Palmirotta et al., 2009). Demgegenüber stehen die Ergebnisse von Alvarez et al., die eine
positive Assoziation zwischen erhöhten intrazellulären uPA-PAI-1-Komplexen und einem tendenziell
weniger aggressiven und besser di�erenzierten Tumor aufzeigten (Alvarez-Millán et al., 2002).
PAI-1 ist ebenfalls bekannt als Risikofaktor für kardiovaskuläre und entzündliche Erkrankungen.
Auch beim Diabetes mellitus Typ 2 spielt PAI-1 möglicherweise eine pathogenetische Rolle, da sich
eine Korrelation zwischen einer erhöhten PAI-1-Konzentration im Serum und der Ausprägung der
Insulin-Resistenz zeigte, was wiederum mit einem erhöhten Risiko für eine koronare Herzerkrankung
assoziiert war (Mansfield et al., 1996). Zudem wurde eine erhöhte PAI-1-Serumkonzentrationen
bei Patienten, die einen ischämischen Hirninfarkt erlitten, im Vergleich zu einer gesunden Population
dokumentiert (Margaglione et al., 1994) (Lindgren et al., 1996). Die Arbeitsgruppe von van
Goor et al. bestätigte diesen Zusammenhang bei 125 niederländischen Patienten allerdings nicht
(Goor et al., 2005). Ferner korrelierten erhöhte PAI-1-Konzentrationen bei Frauen und Männern,
die ein erhöhtes kardiovaskuläres Risikoprofil aufwiesen, mit einer positiven Wahrscheinlichkeit, an
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einem akuten Koronarsyndrom neu zu erkranken (Thögersen et al., 1998). Auch unabhängig von
einem kardiovaskulären Risikoprofil wurden erhöhte PAI-1-Werte in Korrelation mit einer koronaren
Herzerkrankung nachgewiesen (Anvari et al., 2001).
Die teils unterschiedlichen, teils korrelierenden Ergebnisse bezüglich des Mammakarzinoms könnten
einerseits auf die Komplexität von PAI-1 im Rahmen des Plasminogen-Aktivator-Systems mit seinen
proteolytischen, aber auch nicht-proteolytischen Eigenschaften in Abhängigkeit von der Bescha�en-
heit der extrazellulären Matrix, andererseits auf die unterschiedliche Beeinflussung der einzelnen
Komponenten des uPA-Systems untereinander zurückzuführen sein (Dellas et al., 2005, McMahon
et al., 2007, Vogel, 2012). Zudem wird PAI-1, wie bereits beschrieben, von unterschiedlichen Zellen
in unterschiedlicher Konzentration exprimiert und wirkt in Abhängigkeit davon inhibierend oder
fördernd auf die Tumorgenese (Hildenbrand et al., 2008, Bajou et al., 1998, Gutierrez et al.,
2000, Stefansson et al., 2001, McMahon et al., 2001, Bajou et al., 2004). PAI-1 wurde als ein
von den klassischen klinisch-pathologischen Faktoren unabhängiger Prognosefaktor, als welcher es
beim primären Mammakarzinom mittlerweile etabliert ist, in dieser Arbeit bestätigt.

5.5 Der 4G/5G-Polymorphismus und die Prognose des Mammakarzinoms

Um einen möglichen Einfluss des 4G/5G-Genotyps auf die Prognose der Mammakarzinom-Patientinnen
zu untersuchen, wurde nach einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 62,83 Monaten von 96 Pati-
entinnen des Gesamtkollektivs in Abhängigkeit ihres jeweiligen 4G/5G-Genotyps, der einzelnen 4G-
bzw. 5G-Allele sowie der PAI-1- und uPA-Konzentrationen die Überlebenswahrscheinlichkeit mittels
Kaplan-Meier-Analysen berechnet. Zudem wurde die Prognose mit den bereits genannten Variablen
in Abhängigkeit des jeweiligen Nodalstatus, der Tumorgröße und des Gradings in Zusammenhang
gebracht. Schließlich betrachtete ich den Einfluss des 4G/5G-Genotyps auf die Progression der
Erkrankung unter Berücksichtigung, ob die untersuchten Patientinnen eine Chemotherapie erhalten
hatten und ob eine vom Genotyp abhängige Therapiesensitivität bestand.

5.6 Der 4G/5G-Genotyp und die Allelverteilung bezogen auf die Prognose des Mammakarzinoms

Insgesamt wurde keine signifikante Korrelation zwischen den einzelnen Genotypen und der einzelnen
Allele auf die Überlebenswahrscheinlichkeit gefunden. Bemerkenswert ist allerdings, dass in den
Subgruppen der Patientinnen mit 4G/4G-oder 4G/5G-Genotyp jeweils sechs von insgesamt dreizehn
Ereignissen zu verzeichnen waren und demgegenüber nur ein Ereignis bei für das 5G-Allel homo-
zygoten Patientinnen auftrat. Die Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens lag somit bei
Patientinnen mit einem 5G/5G-Genotyp am höchsten. Dementsprechend stellt sich die Überlebens-
wahrscheinlichkeit in Abhängigkeit der jeweiligen Allele dar: Zwölf Ereignisse traten bei Patientinnen
mit 4G-Allel auf, die damit eine Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens von 84,6% (vs.
94,4% im Vergleich zu den 4G-negativen Patientinnen) besaßen.
Keinen deutlichen Unterschied in der Überlebenswahrscheinlichkeit erbrachte die Berechnung für das
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5G-Allel. Allerdings zeichnete sich auch hier eine schlechtere Prognose bei 5G-negativen Patientinnen
ab (vgl. Abb. 10-11(b)). Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse kann ein Zusammenhang zwischen
Vorliegen des 4G/4G-Genotyps bzw. des 4G-Allels auf der einen und einer höheren Ereignisrate -
und damit einer insgesamt schlechteren Überlebenswahrscheinlichkeit auf der anderen Seite - ange-
nommen werden. Allerdings bleibt die Aussagekraft aufgrund der geringen Ereignisrate unterhalb
der statistischen Signifikanz. Bemerkenswert ist, dass es sich bei allen dreizehn Ereignissen um das
Auftreten einer Metastasierung handelte, wobei zwei Patientinnen gleichzeitig auch ein erneutes
Lokalrezidiv aufwiesen. Nicht sicher sagen lässt sich jedoch, ob dieser Befund für ein vom Genotyp
abhängiges Risiko einer Metastasierung spricht – denkbar wäre eine Verbindung zwischen dem
Vorliegen eines 4G-Allels und einer erhöhten Wahrscheinlichkeit der Metastasenentwicklung.
Für einen Vergleich mit anderen Kriterien der Tumorprogression, wie etwa dem Auftreten eines
Lokalrezidivs, wäre jedoch eine größere zu untersuchende Fallzahl erforderlich.
Vergleichbare Untersuchungen diesbezüglich zeigten unterschiedliche Ergebnisse. Sternlicht et al., die
von 2539 britischen Frauen mit einem Mammakarzinom die Prognose in Abhängigkeit des jeweiligen
Genotyps bestimmten, stellten keinen Zusammenhang fest (Sternlicht et al., 2006), ebenso eine
Metaanalyse der Arbeitsgruppe von Lee et al., welche die wichtigsten Arbeiten zu diesem Thema
berücksichtigte (Lee et al., 2013).
Die Arbeitsgruppe von Zhang dagegen, die 1083 chinesische Patientinnen mit Mammakarzinom
untersuchten, fand bei 4G-homozygoten Patientinnen eine statistisch signifikant erhöhte Ereignisrate
sowie ein dadurch vermindertes Gesamtüberleben im Vergleich zu 5G-homozygoten Trägerinnen
(Zhang et al., 2006). Diesem Befund entgegengesetzt fanden Lei und Mitarbeiter einen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen Vorliegen des 5G/5G-Genotyps und einem ungünstigeren
Gesamtüberleben (Lei et al., 2008).
In Hinblick auf andere Tumorerkrankungen stellten De Haas et al., die den 4G/5G-Polymorphysmus
bei 324 Männern mit einem Hodentumor (Nichtseminom) untersuchten, ebenfalls eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen dem 4G/4G-Genotyp und einer verminderten Überlebenswahr-
scheinlichkeit fest (Haas et al., 2010). Eine günstigere Überlebenswahrscheinlichkeit zeigte sich
zudem bei Patienten mit einem Kolonkarzinom (Stadium A und B nach der Dukes-Klassifikation)
und dem Nachweis des 5G/5G-Genotyps in einer Arbeit von Försti et al., die 308 Patienten dahinge-
hend untersuchten (Försti et al., 2007). In einer Studie von Halamkova et al., die ebenfalls den
4G/5G-Polymorphismus im Zusammenhang mit der Überlebenswahrscheinlichkeit bei 80 Patienten
mit einem Kolonkarzinom untersuchten, wurde hingegen kein Zusammenhang gefunden (Halam-
kova et al., 2013).



5.7 PAI-1- und uPA-Expression und Prognose des Mammakarzinoms 58

5.7 PAI-1- und uPA-Expression und Prognose des Mammakarzinoms

Von den 96 Patientinnen, bei denen eine Nachbeobachtung möglich war, lagen von 84 Patientinnen
die PAI-1- und uPA-Konzentrationen vor, so dass zusätzlich die Prognose dieser Patientinnen
in Abhängigkeit der Expression von PAI-1 und uPA bestimmt wurde. Hierbei ergab sich in der
Tendenz für Patientinnen mit erhöhten PAI-1-Konzentrationen eine geringere (75,9%ige vs. 90,9%ige)
Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens. Für uPA zeigte sich ein noch deutlicherer, statistisch
signifikanter E�ekt mit geringerer Wahrscheinlichkeit ereignisfreien Überlebens (70,8% im Vergleich
zu 91,7%) bei hohen uPA-Konzentrationen. Unter Berücksichtigung beider Parameter ergab sich
ein nahezu signifikanter Unterschied des ereignisfreien Überlebens zwischen den Patientinnen, die
niedrige (93,5%) bzw. hohe (68,8%) Werte für PAI-1 und uPA aufwiesen (vgl. Abb. 8(a)-9). Diese
Ergebnisse sind konkordant mit den Befunden mehrerer bereits publizierter Untersuchungen zum
Mammakarzinom (Jänicke et al., 1991, Harbeck et al., 1999, Look et al., 2002, Duffy et al.,
2004, Sternlicht et al., 2006, Harbeck et al., 2013a) und auch zu anderen Tumorerkrankungen
wie beispielsweise dem Plattenepithelkarzinom der Mundhöhle (Hundsdorfer et al., 2004), dem
Magenkarzinom (Sakakibara et al., 2006), dem Kolonkarzinom (Halamkova et al., 2013, Blasiak
et al., 2000a, Berger, 2002), dem Endometriumkarzinom (Gilabert-Estellés et al., 2012) sowie
dem Schilddrüsenkarzinom (Baldini et al., 2012) und dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom
(Werle et al., 2004). Ferner korrelieren erhöhte PAI-1-Werte mit einem erhöhten Rezidivrisiko für
eine tiefe Beinvenenthrombose (Schulman et al., 1996) sowie mit der Schwere und einer ungünstigen
Prognose bei einer septischen Systemerkrankung (Hermans et al., 2005). Die Bedeutung von uPA
und PAI-1 als prognostische Marker bei einer Vielzahl von Erkrankungen ist damit wiederholt
untermauert worden.

5.8 Nodalstatus, 4G/5G-Genotyp, PAI-1- und uPA-Expression in der Prognose des

Mammakarzinoms

In der Gruppe von Patientinnen, die keine Lymphknotenmetastasen aufwiesen, existierte nur ein
geringfügiger Unterschied zwischen den Genotypen hinsichtlich der Verteilung der Ereignisse und
in der Überlebenswahrscheinlichkeit. Interessanterweise zeigte sich jedoch im Vergleich zu den
Patientinnen mit einem nodal-positiven Status, dass der 4G/5G-Genotyp sehr wohl Einfluss auf
die Prognose hat und zwar dahingehend, dass Patientinnen mit 4G/4G- und 4G/5G-Genotyp im
Vergleich zu jenen mit einem 5G/5G-Genotyp eine wesentlich ungünstigere Wahrscheinlichkeit des
ereignisfreien Überlebens aufwiesen (vgl. Abb. 12(a) und 12(b)).
Ein ähnliches Bild zeigte sich bei der Berechnung der Prognose in Abhängigkeit des 4G-Allels
verglichen mit dem 5G-Allel. Für die Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen ergab sich hierbei
erneut kein relevanter Unterschied hinsichtlich der Prognose, wohingegen bei positivem Lymphkno-
tenstatus und Vorhandensein eines 4G-Allels nur noch eine Überlebenswahrscheinlichkeit von 69,6%
(vs. 100% in der 4G-negativen Subpopulation) zu verzeichnen war (vgl. Abb. 13(a) und 13(b).). Diese
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Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass in einem Stadium, in dem der Tumor in situ bzw. als
wenig aggressive Neoplasie vorliegt, der 4G/5G-Genotyp keine relevante Aussagekraft bezüglich der
Prognose besitzt, sondern dass über die Prognose vielmehr die klassischen prognostischen Parameter
sowie die PAI-1-Konzentration im Tumor Aufschluss geben können. Wenn allerdings der Prozess
der Invasion und Metastasierung beim Mammakarzinom eingesetzt hat und damit tendenziell hohe
PAI-1-Konzentrationen zu erwarten sind, scheint sich der weitere Verlauf der Erkrankung durchaus
auch in Abhängigkeit vom 4G/5G-Polymorphismus zu vollziehen. Dies stützt die Annahme, dass
bei Vorliegen der Genotypen 4G/4G und 4G/5G transkriptionale Repressorproteine, die nur an die
5G-Sequenz binden können, nicht bzw. weniger stark die PAI-1-Konzentration inhibieren können, so
dass die Invasion und Metastasierung begünstigt wird.
Betrachtet man nun die Überlebenswahrscheinlichkeit in Abhängigkeit von Nodalstatus und der
PAI-1-und uPA-Konzentrationen, ergibt sich das Bild, dass sowohl bei nodalnegativen wie auch
nodalpositiven Patientinnen erhöhte PAI-1-und/oder –uPA-Werte die Ereignisrate erhöhen und
somit die Prognose negativ beeinflussen. Liegt zusätzlich eine nodalpositive Situation vor, so haben
die Patientinnen mit zusätzlich über dem Schwellenwert liegenden PAI-1- und/oder uPA-Werten eine
noch weniger günstige Prognose (vgl. Abb. 14(a) und 14(b)). Diese Ergebnisse lassen die unabhängige
Einflussstärke von PAI-1 sowohl bei nodalnegativen als auch bei nodalpositiven Patientinnen deutlich
erkennen sowie auch die unabhängige prognostische Aussagekraft des Nodalstatus. Viele Studien
liegen bereits vor, die ebenfalls die prognostische Stärke von PAI-1 und uPA beim Mammakar-
zinom bestätigt sowie den Zusammenhang zwischen erhöhten PAI-1- und uPA-Konzentrationen
und fortgeschrittenen bzw. aggressiveren Tumorformen beschrieben haben (Jaenicke et al., 1993,
Harbeck et al., 1999, Duffy et al., 2004, Harbeck et al., 2004, Harbeck et al., 2008, Look et al.,
2002, Palmirotta et al., 2009, Eljuga et al., 2011). PAI-1- als prognostischer Parameter sowie
als Parameter für eine aggressivere bzw. invasivere Tumorverlaufsform wurde zudem beim Ovarial-
und Endometriumkarzinom beschrieben, bei Karzinomen des Gastrointestinaltraktes (Ösophagus-,
Magen-, Kolorektalkarzinom) und auch beim hepatozellulären Karzinom, beim Pankreaskarzinom,
Nierenzellkarzinom und Gliom sowie im Zusammenhang mit einer Leukämie (Ulisse et al., 2009).

5.9 Tumorgröße, 4G/5G-Genotyp, PAI-1- und uPA-Expression in der Prognose des

Mammakarzinoms

Die Berechnung der Überlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf die Tumorgröße (gering fortgeschrit-
tene Tumoren der Größe T1 vs. mäßig bis weit fortgeschrittene Tumoren der Größen T2-T4) und in
Abhängigkeit des jeweiligen Genotyps zeigte, dass die unterschiedlichen Genotypen bei Vorliegen
eines Tumors mit einer Größe von bis zu 2cm keinen relevanten Einfluss auf die Prognose hatten. Im
Gegensatz hierzu zeigen meine Ergebnisse bei Tumoren, die größer als 2cm im Durchmesser waren,
einen deutlichen Einfluss des 4G/4G- und 4G/5G-Genotyps auf die Überlebenswahrscheinlichkeit
mit erhöhter Ereignisrate im Vergleich zum 5G/5G-Genotyp (68,8% vs. 84,2% vs. 100%, vgl. Abb.
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15(a)-16(b)). Desgleichen zeigte sich erneut bei der Berechnung der Überlebenswahrscheinlich-
keit in Abhängigkeit der Tumorgröße und der PAI-1-Konzentration der ungünstige Einfluss von
PAI-1 auf die Prognose. Patientinnen mit einem T1-Tumor und einer hohen PAI-1-Konzentration
wiesen eine 81,3%ige Überlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu einer 97,0%igen Überlebens-
wahrscheinlichkeit für Patientinnen mit niedrigen PAI-1-Werten auf. Eine deutlich ungünstigere
Überlebenswahrscheinlichkeit von 69,2% zeigte sich dann bei Patientinnen, die ein fortgeschrittenes
Mammakarzinom (T2-T4) und zusätzlich erhöhte PAI-1-Werte aufwiesen (vgl. Abb. 17(a) und 17(b)).

5.10 Grading, 4G/5G-Genotyp, PAI-1- und uPA-Expression in der Prognose des Mammakarzinoms

Ebenso wie in den vorherigen Kalkulationen ließ sich bei einem geringen Malignitätsgrad (G1)
kein Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen Genotypen und der Ereignisrate feststellen, es
war in jeder Untergruppe kein Ereignis aufgetreten. Hinsichtlich der Überlebenswahrscheinlichkeit
der Mammakarzinom-Patientinnen mit einem höheren Malignitätsgrad (G2-G4) zeigte sich erneut
eine deutlich ungünstigere Überlebenswahrscheinlichkeit für Patientinnen mit 4G/4G- oder 4G/5G-
Genotyp (76,9% vs. 84,6%), wohingegen für jene Patientinnen mit einem 5G/5G-Genotyp eine
93,8%ige Überlebenswahrscheinlichkeit bestand (vgl. Abb. 18(a) und 18(b)).
Interessanterweise wurde in der Arbeit von De Haas et al. ebenfalls darüber berichtet, dass der 4G/4G-
Genotyp häufiger bei Patienten mit einer aggressiveren Form des Hodentumors nachgewiesen wurde
und damit auch mit einer ungünstigeren Prognose verbunden war (Haas et al., 2010). Gleichermaßen
wurde dies von der Arbeitsgruppe Försti et al. und Loktionov et al. beim Kolonkarzinom beschrieben
(Loktionov et al., 2003, Försti et al., 2007). Diese Ergebnisse unterstützen die auch von mir
aufgestellte Hypothese, dass der 4G/5G-Genotyp vor allem bei aggressiveren und fortgeschrittenen
Tumorformen als prognostischer Faktor dienen kann.

5.11 Adjuvante Chemotherapie, 4G/5G-Genotyp, PAI-1- und uPA-Expression in der Prognose des

Mammakarzinoms

Schließlich untersuchte ich die Abhängigkeit des PAI-1-Polymorphismus vom Erhalt einer adju-
vanten Chemotherapie. Hierbei betrachtete ich zum einen, inwieweit sich die Verlaufsformen bei
unterschiedlichem Genotyp ohne Erhalt einer Chemotherapie darstellten, zum anderen ging ich
der Frage nach, ob unterschiedliche Genotypen mit einer unterschiedlichen Sensitivität auf eine
Chemotherapie reagierten.
Für Patientinnen ohne Chemotherapie ergab sich in Abhängigkeit des jeweiligen Genotyps hin-
sichtlich des ereignisfreien Überlebens kein deutlicher Unterschied, da nur ein Ereignis - in der
Untergruppe mit 4G/4G-Genotyp – aufgetreten war.
Dahingegen zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem jeweiligen Genotyp und der Wahr-
scheinlichkeit des ereignisfreien Überlebens für jene Patientinnen, die mit einer Chemotherapie
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behandelt wurden. Auch in dieser Betrachtung zeichnete sich deutlich ab, dass Patientinnen mit
einem 4G/4G-Genotyp die ungünstigste Prognose hatten im Vergleich zu jenen Patientinnen, die
Trägerinnen des 4G/5G- bzw. 5G/5G-Genotyp waren (66,7% vs. 73,9% vs. 92,3%). Dieser Un-
terschied wurde noch deutlicher in der Gegenüberstellung der beiden Allele (vgl. Abb. 19(a) und
19(b)). Zunächst ist der Unterschied in den Subgruppen sicherlich dadurch zu erklären, dass die
Patientinnen ohne Erhalt einer Chemotherapie zu jenen zählten, die ein Mammakarzinom in einem
frühen Stadium bzw. eine ohnehin weniger aggressive Form eines Mammakarzinoms aufwiesen - und
die auch just deswegen keine adjuvante Chemotherapie erhalten hatten-, und dass im Gegenzug
diejenigen Patientinnen, die mit einer Chemotherapie behandelt wurden, entsprechend ein fortge-
schrittenes bzw. aggressiveres Mammakarzinom aufwiesen.
Diese Ergebnisse rechtfertigen zum einen die Vermutung, dass die unterschiedlichen Genotypen
bei Patientinnen mit einer weniger aggressiven Form des Mammakarzinoms und ohne Erhalt einer
Chemotherapie keinen Einfluss auf die Prognose haben, zum anderen lassen die Ergebnisse keinen
Einfluss des Genotyps auf die Therapiesensitivität erkennen. Ebenso zeichnete sich kein Ansprechen
auf eine Chemotherapie in Abhängigkeit der PAI-1-Konzentration ab (vgl. Abb. 20). Diesem Ergeb-
nis stehen die kürzlich erschienenen Ergebnisse der Chemo-N0-Studie gegenüber, die einen hohen
prädiktiven Wert erhöhter PAI-1- und uPA-Konzentrationen für das Ansprechen einer adjuvanten
Chemotherapie beschrieben (mit ca. 80% krankheitsfreiem Überleben innerhalb von 10 Jahren)
(Harbeck et al., 2013b).

5.12 Das Plasminogen-Aktivatorsystem als Zielstruktur für „targeted drugs“

Aufgrund der sich zunehmend verdichtenden Daten hinsichtlich des Plasminogen-Aktivator-Systems
und seines positiven Einflusses auf die Tumorgenese bei Patienten mit soliden Tumoren erscheinen
die einzelnen Komponenten uPA, uPAR und PAI-1 als sinnvolle neue potente Zielstrukturen für eine
Anti-Krebs-Therapie, zumal in Tiermodellen gezeigt wurde, dass der Verlust der einzelnen Kom-
ponenten keinen Einfluss auf die Lebensfähigkeit, Fruchtbarkeit und Gesundheit hat (Carmeliet
et al., 1993, Carmeliet et al., 1994, Dewerchin et al., 1996). Dies führt zu der Annahme, dass
andere Protease-Systeme die von uPAS induzierten physiologischen Funktionen übernehmen könnten,
wenn es zu einer pharmakologischen Inhibition seiner Wirkung käme. Eine funktionelle Überlappung
von Plasmin und Matrixmetalloproteinasen bei der Wundheilung, plazentärer Entwicklung und
Brustdrüseninvolution nach Laktation wurde tatsächlich von der Arbeitsgruppe von Dano et al.
bestätigt (Usher et al., 2005).
Erste Untersuchungen zur Wirkung einer uPA-Inhibition datieren bereits einige Zeit zurück: 1983
erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Ossowski der Nachweis einer verminderten Metastasierungsrate
humaner Leberkarzinomzellen (Hep3B) durch monoklonale Antikörper gegen das humane uPA in
vitro (Ossowski et al., 1983). Seitdem wurden viele therapeutische Verfahrensweisen oder gegen
Malignomzellen gerichtete Toxine entwickelt, welche die Inhibition der Genexpression und Aktivi-
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tät der einzelnen Komponenten sowie die Inhibition der uPA/uPAR-Interaktion zum Ziel haben
(Ulisse et al., 2009). Viele dieser Ansätze zeigten vielversprechende Ergebnisse durch Reduktion
der Tumorprogression und Dissemination wie auch Induktion der Tumorregression in Tiermodellen
(Mohan et al., 1999, Gondi et al., 2004, Gondi et al., 2007, Kondraganti et al., 2006). PAI-1-
neutralisierende monoklonale Antikörper wurden ebenfalls bereits in den achtziger Jahren von der
Arbeitsgruppe Nielsen et al. beschrieben (Nielsen et al., 1982). Im Verlauf wurden zwar mehrere
Varianten von monoklonalen Antikörpern gescha�en sowie Inhibitoren der PAI-1-Synthese, allerdings
gibt es bis heute keinen potenten PAI-1-Inhibitor, der Einzug in klinische Krebstherapie-Studien
erhalten hätte, was höchstwahrscheinlich an einer unzureichenden Spezifität des Inhibitors liegen
dürfte (Schmitt et al., 2011, Craen et al., 2012).
Wenige uPA-Inhibitoren haben unlängst Einzug in klinische Studien gefunden wie beispielsweise die
synthetischen uPA-Inhibitoren (WX-UK1, WX-671/Mesupron®, die Vorstufe von WX-UK1), die von
der WILEX AG (München, Germany) entwickelt wurden, sowie das von Ångstrom Pharmaceuticals
Inc.’s (CA, USA) entwickelte Å6-Peptid.
In präklinischen Studien konnte von der Arbeitsgruppe Setyono-Hen eine statistisch hochsignifikante
Reduktion von Tumorwachstum und Metastasierung durch WX-UK1 ohne Auftreten von Nebenwir-
kungen nachgewiesen werden (Setyono-Han et al., 2005). Zudem wurde vor dem Hintergrund der
durchgeführten Phase I/Ib/IIa-Studie von einer guten Verträglichkeit ohne ernsthafte Nebenwirkun-
gen berichtet (Goldstein, 2008). Im August 2008 wurde eine Phase-II-Studie beim metastasierten,
HER2/neu negativen Mammakarzinom begonnen, welche die Wirksamkeit der Mesupron-Therapie in
Kombination mit Capecitabin im Vergleich zu einer Capecitabin-Monotherapie verglich, nachdem be-
reits erste vielversprechende Ergebnisse einer abgeschlossenen Phase-II-Studie verö�entlicht wurden,
w elche die Wirksamkeit von Mesupron beim inoperablen nichtmetastatierten Pankreaskarzinom
untersuchte (Schmitt et al., 2011). Möglich ist, dass die uPA-Inhibitoren WX-UK1 und WX-671
neue Therapiemöglichkeiten nicht nur bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom darstellen, sondern
auch beim Mamma-, Ovarial-, Magen- und Kolonkarzinom eingesetzt werden können.
Das Å6-Peptid, ein Derivat des Plasminogenaktivators vom Urokinase-Typ, beeinflusst die Zelladhä-
sion durch Bindung an das Transmembranprotein CD44, welches an der Oberfläche von Gewebs-
und Blutzellen sowie Tumorzellen exprimiert wird (Damaj et al., 2010). Vermutet wird, dass durch
die Bindung von Å6 die Zelladhäsion verstärkt wird und dadurch Angiogenese, Zellwanderung und
-Invasion und damit auch die Metastasierung verhindert werden. Es wird von einem „onkoparalyti-
schen E�ekt“ durch Å6 gesprochen, der in präklinischen Studien (Guo et al., 2000, Piotrowicz
et al., 2011, Gold et al., 2012) und in bereits erfolgten klinischen Phase I und II Studien beim
asymptomatischen Ovarialkarzinom (Schmitt et al., 2011) erfolgreich nachgewiesen wurde.
So vielversprechend diese Ansätze klingen, müssen allerdings weitere Untersuchungen zeigen, ob sich
im Einsatz dieser Präparate das beschriebene Nutzen-Risiko-Verhältnis weiterhin reproduzieren läßt,
bevor uPA-Inhibitoren Einzug in die klinische Therapie halten.



KAPITEL 6

Zusammenfassung

Der 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus stellt einen single nucleotide-Polymorphismus im Promotorbe-
reich des Plasminogen-Aktivator-1 (PAI-1)-Gens dar und ist im Zusammenhang mit der Regulation
der Genexpression beschrieben worden. Dem 5G-Allel wird hierbei hypothetisch eine Funktion als
Erkennungssequenz für reprimierende Transkriptionsfaktoren zugesprochen. Entsprechend dieser
Hypothese geht ein 4G-Allel mit einer verminderten Repression – und damit mit einer erhöhten
PAI-1 Transkription - einher. PAI-1 ist als Teil des Plasminogen-Aktivator-Systems ein Mediator
verschiedener physiologischer und pathophysiologischer Prozesse. Im Rahmen neoplastischer Er-
krankungen ist PAI-1 durch Modulation der extrazellulären Matrix an der Zellmigration beteiligt
und erfüllt Funktionen im Rahmen der auch für eine Tumorprogression wichtigen Angiogenese.
PAI-1 ist heutzutage als sicherer, unabhängiger prognostischer und prädiktiver Parameter beim
Mammakarzinom etabliert.
Die Ergebnisse meiner Untersuchungen ließen keinen Einfluss des 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus
auf die Inzidenz des Mammakarzinoms erkennen. Die unterschiedlichen Genotypen waren etwa
gleichmäßig sowohl im Patientinnen- als auch im Kontrollkollektiv verteilt. Auch fanden sich keine
Hinweise auf eine Assoziation von Genotyp und Ausprägung der Malignität des Mammakarzinoms.
In Einklang mit den Erwartungen zeigte sich eine vom Polymorphismus abhängige Konzentration
von PAI-1 im Tumorgewebe, wobei beim Vorliegen eines 5G-Allels die Konzentration geringer war.
Bezüglich des Krankheitsverlaufs beim Mammakarzinom kommt laut meinen Ergebnissen dem
4G/5G-Polymorphismus keine unmittelbare prognostische Aussagekraft zu. Die Überlebenskurven
verliefen bei allen drei Genotypen ähnlich. Allerdings ergaben Subgruppenanalysen, dass das 4G-
Allel mit einer tendenziell schlechteren Prognose bei größeren Tumoren und bei Tumoren mit
positivem Nodalstatus und höherem Grading verbunden ist. Das könnte darauf hinweisen, dass
der 4G/5G-PAI-1 Polymorphismus bei fortgeschrittenen Mammakarzinomen eine Bedeutung haben
könnte.
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Thesen

1. Der 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus hat keine Bedeutung für die Inzidenz des primären Mam-
makarzinoms.

2. Es besteht keine Korrelation zwischen dem 4G/5G-Polymorphismus und den traditionellen
klinisch-pathologischen Parametern.

3. Tendenziell steigt die durchschnittliche PAI-1-Proteinexpression im Tumorgewebe mit der
Anzahl der vorhandenen 4G-Allele.

4. Mammakarzinompatientinnen mit einem 5G-Allel weisen statistisch signifikant seltener tu-
morale PAI-1-Werte oberhalb des für die Therapieentscheidung wichtigen Schwellenwertes
auf.

5. Der 4G/5G-Polymorphismus hat keine Bedeutung für den Krankheitsverlauf beim primären
Mammakarzinom.

6. Beim fortgeschrittenen Mammakarzinom (positiver Nodalstatus, TØ2cm, GØ2) haben Patien-
tinnen mit einem 4G/4G-Genotyp eine tendenziell ungünstigstere Prognose.

7. Der 4G/5G-PAI-1-Polymorphismus hat keinen Einfluss auf die Sensitivität gegenüber einer
adjuvanten Chemotherapie.
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