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1. Abkiirzungen

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumine, Rinderserumalbumin

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

cpm counts per minute

DEPC Diethylpyrocarbonat

DTT Dithiothreitol

Eco Escherichia coli

ECM Extracelluldre Matrix

EDTA Ethylen-diamin-tetra-essigsdure

EGF epithelial growth factor

EtOH Ethanol-Hydroxid

FIGO Federation internationale gynecologique et obstetrique

FSH Follikelstimulierendes Hormon

hCG humanes Choriogonadotropin

HGF Hepatocyte growth factor

Hind Héamophilus influenzae

KGF Keratinocyte growth factor

LOH Loss of heterozygosity

MMP Matrix Metalloprotease

PAI-1 Plasminogen Aktivator Inhibitor Typ 1

PBS Phosphate buffered Saline

PCOS Syndrom der polyzystischen Ovarien (Stein-Leventhal-Syndrom)

PCR Polymerase Chain Reaction

PHM Posthybridisierungsmix

PMSG Pregnant Mare Serum Gonadotropin

PVP Polyvinylpyrrolidone

rNTPs ribo-Nukleotidphosphate: ATP (Adenosin-), CTP (Cytosin-), GTP
(Guanin-) und UTP (Uridin-) Triphosphat

SF Surface factor

SSC standard saline citrate

TEA Triethanol amin
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TES
TGF-8
tPA
uPA
uPAR
y-tRNA

Gemisch aus Tris (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) und EDTA
Transforming growth factor

tissue-type plasminogen activator

urokinase plasminogen activator

urokinase plasminogen activator Rezeptor

Hefe tRNA

Seite 6



2. Einleitung

2.1. Das Plasminogen-AKktivatorsystem in Ovarialkarzinomen

Schon lange gab es Beweise dafiir, dass fibrinolytische Enzyme am Tumorwachstum beteiligt
sind. Bereits in den Jahren 1915, 1935 und 1946 wurde verdffentlicht, dass Kulturen bosartiger
Tumoren verklumpte Plasmasubstrate lysieren (Fleisher et al.; Santesson; Fischer). Nach und nach
konnten Plasmin und seine Aktivatoren und Inhibitoren in verschiedenen Tumoren identifiziert und

in Gewebekulturen produziert werden.

Uber das Vorkommen von fibrinolytischer Aktivitit in menschlichen Ovarialkarzinomen und
der begleitenden Aszitesfliissigkeit berichtete Svanberg et al. 1975 (a und b) zum ersten Mal.
Dieselbe  Gruppe  verdffentlichte 1976  eine  Untersuchung zur Identitit eines
Plasminogenaktivators. Es wurde dabei die Freisetzung des Molekiils sowohl durch kultivierte
Ovarialkarzinom- als auch durch gesunde fetale Nierenzellen beschrieben. Ebenso konnte der
Plasminogenaktivator im Urin nachgewiesen werden, daher der Name Urokinase. Aufgrund der
Untersuchungsergebnisse der Arbeitsgruppe wurde postuliert, dass es sich bei dem von den
Karzinomzellen produzierten Plasminogenaktivator um ein der Urokinase &hnliches, wenn nicht
gar das identische Molekiil handelt (Astedt et al. 1976).

In den letzten Jahren wurden fiir das Ovarialkarzinom die Hauptagonisten dieses Systems —
Plasmin, Urokinase-Plasminogen-Aktivator, seine Inhibitoren PAI-1 und 2 und sein Rezeptor
uPAR - in Gewebesuspensionen, Aszitesfliissigkeit, Patientinnen - und Tumorblut weiter
untersucht (Pedersen et al. 1993; Casslén et al. 1994; Chambers-S. et al. 1995; Sier et al. 1998) und
auch ihre zelluldren Produktionsorte durch Detektion der mRNA nachgewiesen (Schmalfeldt et al.

2001; Borgfeldt et al. 2001).
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2.2. Die perizellulire Organisation des Urokinase-Plasminogen-Aktivatorsystems

Die Rolle, die die Serinproteasen Plasmin und uPA, der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI-1)
sowie der uPA-Rezeptor fiir das Tumorwachstum spielen, ist sehr komplex.

Im Folgenden mochte ich die wesentlichen Interaktionen der Systemkomponenten kurz darstellen.
Fiir ein detaillierteres Verstdndnis sei auf den Reviewartikel von Andreasen et al. von 1997
verwiesen.

Die von den entsprechenden Zellen produzierte inaktive uPA-Vorstufe wird nach ihrer Bindung an
den uPA-Rezeptor (ein durch Glycosyl-Phospatidyl-Inositol in der Zellmembran verankertes
Molekiil ) zur aktiven Form verdndert. Schon der Komplex zwischen Pro-uPA und uPAR kann
eine Vielzahl von Mechanismen initiieren, wobei vor allem Interaktionen mit Integrinen, die
Bindung zwischen uPAR und Vitronectin (als Bestandteil der extrazelluldren Matrix, die im
Folgenden als ECM bezeichnet wird) und eine intrazelluldre Signaltransduktion, die iiber eine
Tyrosinphosphorylierung u.a zu einer gesteigerten Expression von Wachstumsfaktoren fiihren
kann, zu erwédhnen sind.

Der nun aktivierte uPA aktiviert seinerseits die inaktive Vorstufe Plasminogen zu Plasmin. Dies
fiihrt erstens zu einer Degradation der ECM (mit ihren Komponenten Vitronectin, Fibronectin und
Fibrin), was sowohl zum Tumorwachstum beitrdgt als auch die Fahigkeit des Tumors zur
Metastasierung fordert. Zweitens setzen auch die mit der ECM-Degradation verbundenen
Veranderungen der Zelladhdsion die bereits oben erwidhnte Signalkaskade in Gang.

Auflerdem kommt es zu einer proteolytischen Aktivierung von beispielsweise HGF (Hepatocyte
Growth Factor) und TGF-B (Transforming Growth Factor-), die nun wiederum die Expression von
uPA und uPAR in der Zelle regulieren und deren Motilitét beeinflussen.

PAI-1 bindet in an Vitronectin gebundener und damit aktiver Form an den uPA / uPAR-Komplex,
was im weiteren Verlauf zur Endozytose des Gesamtkomplexes und schlieBlich zu seiner
Degradation fiihrt. Intrazelluldr findet dann eine Art ,,Recycling” der Komponenten statt, und
uPAR wird wieder auf der Zelloberfldche bereitgestellt. Dies geschieht durch die Beteiligung von
PAI-1 schneller als die Endozytose des reinen uPA-/ uPAR-Komplexes und zeigt die Bedeutung
von PAI-1 fiir die rasche Bereitstellung der beteiligten Molekiile.
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Abb. 1.:

Schematische Darstellung der dynamischen perizelluliren Organisation des uPA — Systems
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2.3. Die Bedeutung des Plasminogen-Aktivatorsvstems im Prozess des Tumorwachstums,

der Metastasierung und in physiologischen Vorgingen

Die Relevanz des Plasminogenaktivatorsystems fiir das Tumorwachstum ist in vielen Studien
belegt. Es fiihrt zur Degradation der ECM (Andreasen et al. 1990), welche einerseits fiir die lokale
Tumorausbreitung von zentraler Bedeutung ist, andererseits aber auch die Migration von
Tumorzellen als Voraussetzung fiir die Metastasierung ermdglicht. Hierfiir miissen die Krebszellen
sich von ihrem Ursprungsort 16sen und das umgebende Gewebe invadieren. Dies erfordert zunéchst
eine Bindung an und die darauf folgende Degradation der ECM. Darauf folgen das Eindringen der
Krebszellen in Blut- und Lymphgefiale, der Transport zum Metastasierungsort und schlieBlich eine
weitere Adhdsion und Durchdringung der dortigen GefdBBendothelien zur Besiedlung des

entsprechenden Gewebes (Duffy et al. 1999).
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Nicht nur die ECM-Degradation, sondern auch die Wiederherstellung der vorher aufgeldsten
Gewebsstrukturen sind in Tumoren von grofiter Bedeutung: z.B. fiir die Neoangiogenese (Liotta et
al. 1991, Harris et al. 1995; Folkman et al. 1995), die Stimulierung der Fibroblastenproliferation
und die Deponierung von neugebildeter ECM um Tumorzellinseln (siehe Reviews von Nagy et al.
1988; Dvorak et al. 1995).

Wichtig ist festzuhalten, dass all diese Prozesse kontrolliert auch in physiologischen Prozessen
ablaufen.

,Kontrolliert™ heil3t hierbei, dass die zur Signaltransduktion notwendigen Tyrosinkinaserezeptoren
nur bedarfsgerecht bereitgestellt werden bzw. die Tyrosinkinaseaktivitit zeitlich und Ortlich
begrenzt ist (Hay et al. 1995). Die dabei involvierten Liganden — verschiedene Wachstumsfaktoren
wie z.B. epithelialer (EGF), Hepatozyten- (HGF) oder Transforming (TGF)- Wachstumsfaktor —
konnen durch die proteolytische Aktivitit der  Komponenten des Plasminogenaktivator-
Stoffwechsels beeinflusst werden. Die aktivierten Wachstumsfaktoren konnen nun ihrerseits die
Expression von uPA, PAI-1/2 und uPA-Rezeptor stimulieren und damit zur Deregulation der

Tyrosinkinaseaktivitdt beitragen (Birchmeier et al. 1996, Andreasen et al. 1997).

Die Mitwirkung der einzelnen Komponenten in physiologischen Vorgingen ist bzgl. der
Wundheilung ( Pepper et al. 1991), der Implantation befruchteter Eizellen in das Endometrium und
der Embryonalentwicklung ( Sappino et al. 1989 ), des Gerinnungssystems (hier v.a. vermittelt
iiber tPA) oder der Migration von Zellen der Immunabwehr (Makrophagen, Leukozyten) erforscht.
Einer der wesentlichen Unterschiede zwischen Krebs- und normalen Zellen bzgl. der von ihnen
ausgeiibten Funktionen diirfte also in der fehlenden Regulation der Wachstums- und
Migrationsvorginge bestehen. Dies fithrt im Fall der Krebszellen dazu, dass Wachstum und
Migration ungehemmt ablaufen und fiir den Organismus tddlich enden konnen (siehe

Reviewartikel von Werb et al. 1990; Liotta et al. 1991; van Roy et al. 1992).
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2.4. Epidemiologie und Behandlung des Ovarialkarzinoms

Immer noch ist das Ovarialkarzinom mit ca 15 Neuerkrankungen auf 100 000 Frauen pro Jahr eine
der Hauptursachen des Krebstodes bei Frauen und steht damit an erster Stelle der todlich
verlaufenden gynédkologischen Krebserkrankungen. Vor allem deshalb, weil die Erkrankung erst
dann symptomatisch wird, wenn eine z.B intraperitoneale Metastasierung stattgefunden hat,
werden die meisten Félle - ca 70 % - erst in den fortgeschrittenen Stadien FIGO III und IV -
diagnostiziert und sind damit kaum kurativ behandelbar (Kuhn et al. 1994, 1999).

Die Behandlungsstrategie der Wahl besteht nach wie vor aus einer radikalen Operation mit dem
Ziel der vollstindigen Tumorentfernung. Hierfliir wird nach einer Staging-Laparatomie mit
griindlicher makroskopischer Inspektion der Unterseite des Zwerchfells, der parakolischen Rinnen
und des Omentums eine abdominelle Hysterektomie mit beidseitiger Salpingo-Oophorektomie und
Omentektomie durchgefiihrt. Wichtig sind auch mehrere Entnahmen von Peritoneallavage-Proben
und Lymphknoten, um aus deren zytologischem Ergebnis Informationen iiber die evtl. bereits
erfolgte intraperitoneale Streuung bzw. potentielle lymphogene Metastasierung des
Ovarialkarzinoms zu gewinnen. Anschliefend erfolgt als sog. ,, first-line* Therapie eine Platin —
(und/oder Taxan-) haltige Chemotherapie (Gibbs et al. 2001, Dizon et al. 2003). Der verbleibende
Tumorrest ist einer der entscheidenden Faktoren fiir Prognose und weitere Therapieplanung fiir die

Tumorpatientinnen (Kuhn et al. 1999).

2.5. Histologische Einteilung der Ovarialtumoren

Innerhalb der Ovarialtumoren gibt es verschiedene histologische Subgruppen. Die Einteilung nach
der WHO-Klassifikation erfolgt nach dem Ursprung der abnorm proliferierenden Zellen in
epithelial-stromale Oberflachentumoren, die die serdsen, muzindsen, endometrioiden, Klarzell-,
Ubergangszell - (Brenner- und Nicht-Brennertumoren), squamdsen, epithelialen Mischtypen und
undifferenzierten Tumoren umfassen. Davon werden u.a. die Keimstrang-stromalen Tumoren
abgegrenzt, worunter man die Granulosazelltumoren, die Thekome / Fibrome, Sertolizelltumoren,
usw. zusammenfasst. Als weitere Untergruppe sind noch die Keimzelltumoren zu nennen. In allen
drei groflen Gruppen werden dariiber hinaus benigne, grenzwertig maligne (Borderline- oder ,,low
malignant potential“-Tumoren; im Folgenden LMP genannt) und maligne Varianten unterschieden.

Die Gruppe der LMP- Tumoren umfasst Tumoren mit unbestimmter Dignitit, die gegenwairtig
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nicht weiter differenziert werden konnen. Innerhalb dieser LMP- Tumoren werden deshalb benigne
und maligne Spezies postuliert. Die Borderline-Tumoren haben in der Regel eine sehr gute
Prognose (Seidman et al. 2000).

Bisher ist nicht eindeutig gekldrt, welcher Anteil der epithelialen Tumoren de novo aus dem
Oberflachenepithel der Ovarien oder ihrer Inklusionszysten entsteht bzw. welche Tumoren sich aus
vorbestehenden benignen epithelialen Tumoren oder nicht-neoplastischen Lisionen, wie z.B.

endometrioiden Herden, entwickeln (Bell et al. 1994).

Tabelle 1: WHO-Klassifikation der Ovarialtumoren

1. Epithelial-stromale Oberflichentumoren
1.1. Serdse Tumoren

1.1.1. Benigne
Zystadenom und papilldres Zystadenom
Oberflachenpapillom
Adenofibrom und Zystadenofibrom
1.1.2. Borderline-Tumore (LMP)
Zystische Tumoren und papilldre zystische Tumoren
Oberflachliche papilldre Tumoren
Adenofibrom und Zystadenofibrom
1.1.3. Maligne
Adenokarzinom, Variante: ser6ses Psammokarzinom
Papilldres Oberflachenadenokarzinom
Adenokarzinofibrom
1.2. Muzindse Tumoren
1.2.1. Benigne
Zystadenom
Adenofibrom und Zystadenofibrom
1.2.2. Borderline-Tumoren (LMP)
Zystische Tumoren
Adenofibrom und Zystadenofibrom
1.2.3. Maligne muzinose Tumoren
Adenokarzinom
Adenokarzinofibrom

Muzinds-zystischer Tumor mit Pseudomyxoma peritonei / malignen Wandknoten
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1.3.
1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

1.4.
1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.5.

1.6.
1.7.

Endometroide Tumoren

Benigne

Zystadenom

Zystadenom mit plattenepithelialer Differenzierung

Adenofibrom und Zystadenofibrom

Adenofibrom und Zystadenofibrom mit plattenepithelialer Differenzierung
Borderline-Tumoren (LMP)

Zystischer Tumor

Zystischer Tumor mit plattenepithelialer Differenzierung

Adenofibrom und Zystadenofibrom

Adenofibrom und Zystadenofibrom mit plattenepithelialer Differenzierung

Maligne

Adenokarzinom mit Varianten: A:Plattenepitheliale Differenzierung; B:Flimmerzellvariante, C:

Oxyphile Variante, D: Sekretorische Variante
Adenokarzinofibrom

Adenosarkom

Maligner Miillerscher Mischtumor
Stromasarkom (low grade)
Undifferenziertes ovarielles Sarkom
Klarzelltumoren

Benigne

Zystadenom

Adenofibrom und Zystadenofibrom
Borderline-Tumoren( LMP)
Zystischer Tumor

Adenofibrom und Zystadenofibrom
Maligne Klarzelltumoren
Adenokarzinom

Adenokarzinofibrom
Ubergangszell-Tumoren
Brennertumoren

Borderline Brenner Tumor (Proliferierender Brennertumor)
Maligner Brennertumor
Ubergangszellkarzinom ( Nicht-Brenner)
Plattenepitheltumoren

Gemischte epitheliale Tumoren

Benigne

Borderline-Tumoren

Maligne
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2.1.
2.1.1.

2.2.
2.2.1.

2.2.2.
2.2.3.
224.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

3.2
3.3.
3.4.
3.5

Keimstrang-Stroma Tumoren

Granulosa / Stroma Tumoren

Granulosazelltumoren bei

Erwachsenen

Jugendlichen

Tumoren der Thekom-Fibrom-Gruppe

Typisches Thekom / Luteinisiertes Thekom

Fibrom

Zellulédres Fibrom

Fibrosarkom

Stromatumor mit kleineren Keimstrangelementen
Sklerosierender Stromatumor

Stromales Luteom ( s. 2.6.1.)

Unklassifizierte Tumoren

Andere

Sertoli / stromale Tumoren; Androblastome

Gut differenziert

Sertolizelltumor ( Tubulédres Androblastom)
Sertoli-Leydigzelltumor

Leydigzelltumor ( s. 2.6.)

Sertoli-Leydigzelltumor mittlerer Differenzierung mit heterologen Elementen (m.h.E.)
Sertoli-Leydigzelltumor schlechter Differenzierung (Sarkomatoid) m.h.E.
Retiform m.h.E.

Keimstrangtumor mit ringformigen Tubuli
Gynandroblastome

Unklassifizierte Tumoren

Steroidzell-Tumoren

Stromales Luteom

Leydigzell-Tumor

Hiluszelltumor

Leydigzell-Tumor, nicht-hildrer Typ

Unklassifizierte Tumoren (nicht anderweitig spezifiziert)
Keimzelltumoren

Dysgerminome

Verschiedene D. mit syncytiotrophoblastischen Zellen
Dottersacktumoren (Endodermaler Sinustumor) mit verschiedenen Varianten
Embryonales Karzinom

Polyembryom

Choriokarzinom
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3.6. Teratome
Unreife
Reife (Solid/ Zystisch/ mit Sekundartumor/ Fetiform)
Monodermale (Struma ovarii/ Karzinoidtumor/ Strumaler Karzinoidtumor/ Muzindser
Karzinoidtumor/ Neuroektodermaler Tumor/ Talgdriisentumor/ Andere)

3.7. Gemischte Keimzelltumoren

4. Sonstige seltene maligne Tumoren

2.6. Prognostische Parameter fiir Patientinnen mit Ovarialkarzinom und die mogliche
Rolle des Plasminogen-Aktivatorsystems

In den letzten Jahren wurden eine Reihe tumorbiologischer Faktoren auf mdogliche prognostische
Aussagekraft untersucht. Hierbei waren u.a.Ostrogen-, Progesteron- und epidermale
Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptoren, DNA-Ploidie, S-Phase und verschiedene Onkogene von
Interesse (Friedlaender et al. 1989; Berchuck et al. 1991; Tyson et al. 1991; Lage et al.. 1992).
Kuhn et al. (1999) untersuchten u.a. den Einfluss von Patientinnenalter, Tumorrestmasse,
Differenzierungsgrad, Lymphknotenstatus und Aszitesvolumen auf eine mogliche statistische
Relevanz fiir die Prognose von Patientinnen mit fortgeschrittenem Tumorstadium (FIGO III ¢).
Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass nur Tumorrest, Differenzierungsgrad, Lymphknoten-Status
und Aszitesvolumen eine prognostische Aussagekraft fiir die Betroffenen haben. Dennoch erleiden
ca 70 % der Patientinnen ohne verbliebenen Tumorrest ein Rezidiv und versterben (Kuhn et al.
1999). Deshalb ist auch im prognostisch giinstigen Tumorrest-negativen Patientinnenkollektiv eine
weitere Risiko-Unterscheidung, vor allem in Hinblick auf die weitere Therapieplanung und —
optimierung, notwendig..

In den letzten Jahren wurde das Plasminogen-Aktivatorsystem ndher bzgl. seiner Bedeutung fiir
das Tumorwachstum und die Metastasierung in mehreren Tumorentitdten untersucht (Duffy et al.
1999). Janicke et al. (1993) waren die ersten, die nachweisen konnten, dass uPA und sein Inhibitor
PAI-1 fiir Brustkrebspatientinnen mit negativem Lymphknotenstatus starke, unabhingige
prognostische Faktoren sind.

Lengyel, Schmalfeldt et al. (2001) konnten zeigen, dass die Expression der Matrix-
Metalloproteasen (MMP) prognostische Aussagen iiber das Uberleben von Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom zulésst.

In der bereits erwédhnten Studie von Kuhn et al. (1999) wurde vor allem die prognostische Relevanz
von Komponenten des Plasminogenaktivatorsystems fiir das fortgeschrittene Ovarialkarzinom

betont, die schon in fritheren Untersuchungen festgestellt worden war (Kuhn et al. 1994;
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Schmalfeldt et al. 1995; Van der Burg et al. 1996; Chambers-S. et al. 1998) und mittlerweile auch
in neueren Studien belegt ist (Konecny et al. 2001, Sehouly et al. 2004). Schmalfeldt et al. (2001)
fanden des Weiteren heraus, dass mit der Progression von gut- zu bosartigen Ovarialtumoren eine
gesteigerte Expression von MMP und uPA einhergeht. Nach wie vor wire jedoch von Interesse,
inwiefern sich das Plasminogenaktivatorsystem als prognostischer Marker flir Ovarialkarzinome in

den niedrigeren Stadien FIGO I und II bzw. fiir Borderline - Tumoren eignet.

2.7. Zielstellung der Arbeit

Folgenden Fragestellungen wurde in der vorliegenden Arbeit nachgegangen :

1.) Lisst sich mit Hilfe der RNA-RNA—in-situ Hybridisierung uPA-, PAI-1- und uPAR -mRNA in
gut- und bosartigen Tumoren des Ovars nachweisen? Wird die mRNA bevorzugt in einer der
beiden Tumorentititen exprimiert? Auch im Hinblick auf Tumoren niedrig malignen Potentials
(LMP- oder sog. ,Borderline“- Tumoren) war dies fiir uns von Interesse, da sich aus der
Darstellung  unterschiedlicher mRNA-Syntheseorte und —intensititen eine verbesserte
Diskriminierung von LMP-Tumoren und benignen Tumoren ableiten lassen konnte. Gerade bei
morphologischen Unklarheiten konnte die RNA-RNA-in-situ-Hybridisierung damit zur

Diagnosestellung und Prognosekliarung beitragen.

2.) Gibt es Unterschiede in der Signalstdrke und den Verteilungsmustern fiir einen bestimmten
Zelltyp wie z.B. Stroma- oder Tumorzellen ? Lisst sich aus den gewonnenen Ergebnissen die Rolle
der Stromazellen im Hinblick auf das Tumorwachstum weiterverfolgen und ihre Beteiligung am

Wachstumsprozess nachvollziehen?

3.) Unterscheiden sich verschiedene histologische Subtypen neben ihrer Morphologie auch durch
ithr uPA-, PAI-1 und uPAR-Expressionsverhalten voneinander? Lassen sich hierbei mogliche

Riickschliisse auf ihr biologisches Verhalten ableiten?

4.) Léasst sich innerhalb der Gruppe der Karzinome ein Zusammenhang zwischen der
Signalintensitit und -verteilung und zunehmender Entdifferenzierung der Tumoren nachweisen ,
wie er z.B. von Schmalfeldt et al. (2001) beschrieben wurde? Spielt auch das FIGO-Stadium eine

Rolle beziiglich der untersuchten Parameter?
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3. Material und Methoden

3.1. Untersuchungsmaterial

1.1.1. Auswahl des Untersuchungsmaterials

Die untersuchten Ovarialtumoren entstammen dem Archiv des Instituts fiir Gynékopathologie und
wurden in der Frauenklinik des Universititsklinikums Hamburg Eppendorf operativ entfernt. Nach
ihrer Entnahme im Rahmen der OP wurden sie in mit 3,5 % igem Phosphat gepuffertem Formalin
fixiert und in Paraffin eingebettet. Sie stammen aus den Jahren 1994 bis 2000 (bosartige
Primértumoren des Ovars, bzw. einzelne Metastasen) und 1993 bis 1996 (Ovarial-Adenome). Die
Einteilung der Gewebe erfolgte nach der WHO- und UICC- Klassifikation.

Die weitere Beschreibung der Karzinome erfolgte anhand der Riicksprache nach Staging-Operation
und der histopathologischen Differenzierungsgrade I-I11.

Die beiden Metastasen wurden dem Stadium FIGO III und dem Differenzierungsgrad G III
zugeordnet.

Es wurden Ovarialtumoren verschiedener Typen (Oberflachen-epithelial/ -stromal oder Keimstrang
/-stromal), Lokalisation und Differenzierungsgrade fiir die geplanten Untersuchungen
zusammengestellt.

Es wurden 45 Karzinome untersucht; darunter 25 serdse (Adeno-, Zystadenokarzinome und zwei
solid-anaplastische Tumoren), 9 muzinose (hauptsichlich Zystadenokarzinome, zwei mit
intestinaler Differenzierung und ein undifferenziertes, nur fokal muzindses), vier endometroide,
zwei Mischtypen (nicht eindeutig der serdsen oder muzindsen Gruppe zuzuordnen), ein Klar-
zelltumor, zwei Metastasen (eine davon Metastase eines Mamma-Karzinoms, die andere
ungekldrter Herkunft) und zwei Krukenbergtumoren. In der Gruppe der serdsen Karzinome
befanden sich 17 schlecht und 7 mittelgradig differenzierte Tumoren sowie ein gut differenzierter
Fall.

In der Gruppe der muzindsen Tumoren wurden zwei G III- und 7 G I- Tumoren untersucht. Die
Gruppe der vier endometroiden Tumoren bestand aus je zwei G Il und G II-Tumoren. Bei den
beiden Mischtypen war einer mittelmaBig und einer gut differenziert. Der klarzellige Tumor war
entdifferenziert, die beiden Metastasen ebenfalls, und unter den beiden Krukenberg-Tumoren

befanden sich je ein mittelmaBig und ein gut differenziertes Karzinom.
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Von den insgesamt untersuchten 25 Adenomen waren 18 von serdsem Typ, darunter 6
Zystadenofibrome, 11 Zystadenome und 1 Adenofibrom; 2 waren muzinds (beides Zystadenome),
und 5 Adenome waren den Fibromen zuzuordnen.

AulBlerdem wurden auch ein lediglich zystisch verdndertes Ovarialpriparat und ein tumorfreies
Ovarialpriparat untersucht, wobei erwdhnt werden muss (auch im Hinblick auf die spiter zu
diskutierenden Ergebnisse), dass letzteres nur in der vorliegenden Schnittebene tumorfrei war. Das
vorliegende Priparat stammt aus einem Ovar mit beschriebenem muzindsen gut differenzierten

Ovarialkarzinom.

Tabelle 2: Histologische Typen und Einteilungskriterien der untersuchten Fille

Untersuchte Fille Karzinome Untersuchte Fille Adenome
Anzahl 45| Anzahl 25
Durchschnitts alter 56 Durchschnitts alter 56
Stadium

FIGOI 20

FIGO I 3

FIGO III 22

Histologie Histologie

Serds 25 Serds 18
Muzinds 9 Muzinds 2
Endometrioid 4 Fibrome 5
Mischtypen 2

Krukenbergtumoren 2

Klarzelltumor 1

Ovarial- Metastasen 2

Differenzierung

GI 9

GII 11

GIn 25

Nodaler Status

NO 18

N1 9

N X 18
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Tabelle 3: Anzahl der untersuchten Ovarialkarzinomtypen mit Altersdurchschnittsangabe

Diagnose Anzahl ,,n* Altersdurchschnitt
Karzinome

Seros 25 61
Muzinds 9 55
Endometroid 4 60
Krukenberg 2 38
Mischtyp 2 58
Klarzelltumor 1 61
Metastasen 2 61
Adenome

Seros 18 60
Muzinds 2 45
Fibrome 5 63
Vergleichsgewebe

Normales Ovarialgewebe 1 82
Ovarialzyste 1 50

3.2. RNA-RNA-in-situ-Hybridisierung

Diese aufwiéndige, aber auch sehr aussagekriftige Methode erlaubt, spezifische mRNA anhand der

Hybridisierung komplementdrer Ribosonden iiber einzelnen Zellen eines

Schnittpraparats

nachzuweisen. Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit radioaktiv markierte einzelstringige

Ribosonden verwendet. Mittlerweile wird in der Routinearbeit jedoch zunehmend mit

radioaktiver Markierung gearbeitet.

nicht-

Ein Vorteil der in-situ-Hybridisierung im Vergleich zu immunhistochemischen Nachweismethoden

liegt darin, dass damit Aussagen liber den primdren Syntheseort der gesuchten Proteine anhand der
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Detektion der spezifischen mRNA getroffen werden kdnnen. Die Immunhistochemie erlaubt
hingegen ,,nur* Riickschliisse auf die Lokalisation des gesuchten Proteins zu einem bestimmten

Zeitpunkt (nach Entnahme, Aufarbeitung und Farbung des entsprechenden Gewebes).

3.3. Chemikalien

Albumin, bovin (BSA) Sigma (Deisenhofen)

DEPC Serva (Heidelberg)
Dextransulfat-Natriumsalz Fluka (Deisenhofen)

DTT Sigma (Deisenhofen)

Ficoll Sigma (Deisenhofen)

Glycin Merck (Darmstadt)

Hefe-t-RNA Roche (Mannheim)

Phenol Life technologies-Gibco BRL (Karlsruhe)
Polyvinylpyrrolidone (PVP) Merck (Darmstadt)

Triethanolamin Merck (Darmstadt)

Alle Standardchemikalien wurden von Merck (Darmstadt) bezogen.

Puffer und Lésungen

1 x PBS pH: 7,2

. 3 mM NaHPO4
. 7 mM Na2HPO4
o 130 mM NaCl

20 x SSC pH: 7,0
. 3 M NaCl
s 300 mM Na-Citrat
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100 x Denhardt's Losung

e 02¢g Ficoll 400
e 02¢g PVP
o 02¢g BSA Fraktion V

wurden jeweils in DEPC-H20 ad 10 ml gelost und in 1 ml-Eppendorfrohrchen bei —20° C gelagert.

DEPC-A. bidest. / DEPC-Losungen

0,1 % DEPC in A. bidest. iiber Nacht bei 37° C inkubieren; anschlieSend autoklavieren.

0,1 % DEPC in den entsprechenden Losungen iiber Nacht bei 37° C inkubieren; anschlieBend

ebenfalls autoklavieren.

Enzyme

DNAse I, RNAse-free from bovine pancreas, 10 U/ul Roche (Mannheim)
Pronase E Merck (Darmstadt)
RNAse A Roche (Mannheim)
RNAsin Inhibitor, 40 U/ul Promega (USA)

T 3 RNA-Polymerase, 20 U/ul Roche (Mannheim)
T 7 RNA-Polymerase, 20 U/ul S.0.

Aktivitdt

Uridine 5'-(alpha-Thio) Triphosphat 35-S
Spezifische Aktivitit: ca. 50 Tbq (1350 Ci/ mmol )
Konzentration: ca 460 Mbq ( 12,4 mCi) / ml Du Pont NEN (Mechelen)

Filmemulsion, Entwickler und Fixierlosung Kodak (F-Chalon s. Saone)
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1.1.2. In vitro-Transkription zur Herstellung der Ribosonden:

Hierbei werden unter Einbau von [* S]-UTP radioaktiv markierte einzelstringige Ribosonden
hergestellt. Es bilden sich je nach verwendeter Polymerase (SP 6 und T 7) zwei verschiedene
Strénge aus - die sogenannte ,,Anti- Sense“- Sonde, die mit der nachzuweisenden mRNA der Zelle
hybridisiert, und die ,,Sense“-Sonde, die mit der gesuchten mRNA identisch ist und damit als
Negativkontrolle dient.

Nach Anlagerung an die entsprechende Ziel-mRNA des zu untersuchenden Gewebes
(Hybridisierungsvorgang) werden die Hybride mittels einer Photoemulsion, die an entsprechender

Stelle geschwirzt wird, detektiert.

Zur Herstellung der PAI-1-Sonde wurde ein aus 788 bp bestehendes PCR-Produkt als EcoRI /
Hind 1ll-Insert in den Vektor pGEM1 eingebracht. Dabei wurden fiir die ,,Antisense*“~-Sonde zur
Linearisierung des Plasmides das Restriktionsenzym EcoRI (aus Escherichia coli) und die RNA-
Polymerase SP 6 verwendet, fiir die ,,Sense“-Sonde die Endonuklease Hind 111 (aus Hdmophilus
influenzae) und die RNA-Polymerase T 7.

Die uPA-Sonde wurde aus einem in den Vektor pGEM-3Zf (-) eingebauten Plasmid transkribiert.
Dieses 300 bp lange EcoRI / Bam HI-Fragment ( aus pHUKS, bezogen iiber American Type

Culture Collection, Rockville, MD, U.S.A; ATCC # 57328 ) reprasentiert Sequenzen vom Exon III

des humanen uPA-Gens. Hierbei muss erwdhnt werden, dass zur Erzeugung dieser mRNA im
Gegensatz zu den anderen beiden Sonden keine c-DNA verfiigbar war, sondern die Sonde aus dem
entsprechenden genomischen Klon hergestellt wurde. Die ,,Antisense“-Sonde wurde mit dem
Restriktionsenzym EcoRI und der RNA-Polymerase SP 6, die ,Sense“-Sonde mit dem
Restriktionsenzym Hind 11l und der RNA-Polymerase T 7 hergestellt. Die beiden Vektoren pGEM1
und pGEM-3Z{(-) wurden von Promega, Madison, W1, U.S.A bezogen.

Sowohl die PAI-1- als auch die uPA-Sequenz tragenden Plasmide wurden uns freundlicherweise
von Herrn Prof. Dr. H. Herbst aus Miinster zur Verfiigung gestellt.

Zur Herstellung der uPAR-Sonde wurde ein Fragment mit der Lange von 1113 bp (bezogen iiber
die ATCC # 65768) in den Vektor pBluescript eingebracht. Zur Linearisierung der Plasmide fiir die

»Antisense““-Sonde wurden das Restriktionsenzym Xba I und die RNA-Polymerase T 3 und fiir die
»dense“-Sonde das Restriktionsenzym EcoRI und die RNA-Polymerase T 7 verwendet.
Sdmtliche RNA-Polymerasen -SP 6, T 3 und T 7- sowie die verwendeten rNTPs stammen von der

Firma ROCHE, Mannheim., ebenso die Restriktionsenzyme EcoRI, Hind 111 , Bam HI und Xba 1).
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Im Folgenden mochte ich stichpunktartig die Herstellung der radioaktiven Sonde beschreiben:

In ein Eppendorfrohrchen pipettieren und kurz anzentrifugieren:

. 1 pl ,»lemplate* ( linearisiertes Plasmid - ca. 1 pg/ ul DNA)
. 0,5ul DTT ( 100 mMolar)
. 1 ul 10 x Transkriptionspuffer (wurde mit den Polymerasenfertig
angeliefert)
. I ul r NTPs ( Adenin, Cytosin, Guanin/ jeweils 10 mM)
. 0,5ul RNAsin (40 000 U/ ml)
. 5ul [** S]-UTP (ca. 60 u Ci)
Erst jetzt Zugabe von
. 1 ul RNA- Polymerase ( je nach ,,sense‘“-und ,,antisense‘-Orientierung

T 7 oder SP 6 ) ohne zu mischen
(wegen hoher Empfindlichkeit gegeniiber
mechanischer Beanspruchung)

1 h bei 37° C inkubieren

. 0,5 ul der entsprechenden RNA- Polymerase nochmals hinzufiigen, nicht

mischen

30 min bei 37° C inkubieren
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Zugabe von:

. Sul
. 0,5 ul
. 1 ul

10 min bei 37° C inkubieren

Zugabe von:
. 73 ul
. 10 pl
. 100 pl

vorsichtig mischen

Hefe-tRNA ( 50mg/ ml) als Co- Filler
RNasin und

DNase ( RNase —frei ) hinzupipettieren, nicht mischen

Aq. Bid.
Na- Acetat (3M, pH 6)
equilibriertes Phenol-Chloroformgemisch ( je 50 ul)

vorsichtig gemischt

zentrifugieren, bis sich die Phasen trennen ( ca. 2 min. bei 10 000 rpm)

. 160 pul
. 80 ul

EtOH 100 %ig vorlegen
der Oberphase dazugeben, vorsichtig mischen
iber Nacht bei - 20 ° C ( oder 30 min bei —80 ° C)

prazipitieren lassen,

30 min bei 4° C und 10 000 g zentrifugieren

Uberstand quantitativ abpipettieren

. 500 pl

EtOH 70 % ig auf das Pellet geben, Pellet darin 16sen

5 min bei 4° C und 10 000g zentrifugieren
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Uberstand quantitativ abpipettieren,

Pellet trocknen ( ca. 15 min. bei Raumtemp.)
e 30ul DTT (10 mM) zugeben
kurz vorsichtig mischen
Zerlegung der entstandenen Einzelstrang-RNA in kleinere Fragmente mittels alkalischer
Hydrolyse, (wenn die entstandene Sonde grof3er als 0,3 kbp ist) - zur besseren Gewebe-

penetration.

Berechnung der Hydrolysezeit:

L,—L,
t=—-L
kLyL,
t = Hydrolysezeit [min]
L, = Anfangslidnge des RNA- Transkriptes [kb]
L, = Endlénge des RNA- Transkripts , hier gewiinscht: 0,15 [kb]
k = 0,11 [ kb min™]

Kontrollmessung der eingebauten Aktivitit im Fliissigszintillations-Messgerit LS 6500 (Fa.

Beckman Coulter)

1.1.3. Anfertigung der Paraffinschnitte

Von jedem Priparat wurden fiir die RNA-RNA-in-situ-Hybridisierung mit dem Mikrotom 4-5 um
dicke Schnitte hergestellt, jeweils drei pro Sonde. Zwei davon dienten der ,Anti-
Sense‘““-Hybridisierung, die die gesuchte mRNA im Priparat detektieren sollte, der dritte wurde fiir
die Negativkontrolle- die Hybridisierung des Pridparats mit der ,,Sense“-Sonde- bendétigt. Die
doppelte Ausfertigung der ,,Anti-Sense“-Schnitte diente zur Ermittlung der optimalen
Expositionsdauer jeder einzelnen Hybridisierungsserie.

Die Schnitte wurden dann auf ,,Superfrost-plus“-Objekttrager (Firma Menzel, Braunschweig)

aufgebracht, die durch ihre Beschichtung mit geladenen Gruppen (vgl. die frither verwendeten mit
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3-Amino-propyl-Triethoxy-Silan-beschichteten [APES] Objekttrager) die Bindung des Schnitt-
préparats unterstlitzen. Somit wird eine mogliche Abwaschung von Zell- und Kernspreitungen

wihrend der in -situ-Hybridisierung verhindert.

1.1.4. Methodik der RNA-RNA-in - situ-Hybridisierung

Vorbehandlung der Priparate

Bei RNA-RNA-in -situ-Hybridisierungen miissen (wie bei allen Arbeiten, bei denen man RNA
nachweisen mochte) besondere Vorkehrungen gegen RNAsen getroffen werden, das heisst, dass
vor dem eigentlichen Hybridisierungsvorgang sorgfaltig mit bei 250° C iiber Nacht ,,gebackenen*
Kiivetten und anderen benétigten Gerédten gearbeitet werden muss, um einer Verunreinigung und
damit potentiellen Zerstorung der noch unhybridisierten gesuchten RNA durch RNAsen im
Priparat vorzubeugen. Aus demselben Grund diirfen auch nur RNAse freie Losungen verwendet
werden, d.h. sdmtliche vor der Hybridisierung verwendeten Losungen miissen mit Aqua bidest.
angesetzt und danach autoklaviert werden, oder -falls nicht autoklavierbar-mit DEPC-H2O versetzt
und in ,,gebackene* Flaschen gefiillt werden.

Die eigentliche Vorbehandlung der Pridparate dient einerseits der Verhinderung unspezifischer
Hybridisierung der Sonde mit anderen Sequenzen als der Zielsequenz. Andererseits sollen
unspezifische Wechselwirkungen mit Proteinen und anderen Zellbestandteilen, die die Sonde
binden koénnten, verhindert werden. AuBerdem wird das Eindringen der Sonde und des
Nachweisreagenzes erleichtert, und die Zielsequenzen werden stabilisiert. Dies erklirt die vielen
Einzelschritte und Verwendung verschiedener Substanzen, die in der folgenden Laborvorschrift fiir

die Hybridisierung stichpunktartig erldutert werden.
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Objekttriger beschriften (Antisense I, Il und Sense )

L 4

*

Einsortieren der Praparatschnitte in Kiivetten und iiber Nacht in Xylol bei RT unter dem

Abzug stehen lassen

Am nichsten Tag das Xylol in den Kiivetten auswechseln ( Entsorgung in besonders
gekennzeichnetem Kanister) und die Schnitte fiir 20 min bei RT auf den Schiittler stellen

( Schiittlerfrequenz ca. 100/ min ).

Jetzt nacheinander auf die Schnitte geben:

absteigende Alkoholreihe ( jeweils mit DEPC-Wasser verdiinnt)

L 4

*

*

2min 100 % Ethanol

2min 90 % Eth.

2min 70 % Eth.

2min 30 % Eth.

10 min 1 x PBS bei RT ( 10 x PBS mit DEPC-Wasser verdiinnen)

20 min 0,2 N HCL bei RT ( denaturiert basische Proteine —> verhindert unspezifische
Anlagerung der Nukleinsduren )

30sec 1 xPBSbei RT

2min 1 x PBS bei RT

10 min bei RT in 0,125 mg/ ml Pronase E

(‘entspr. 1000 pul Pronase auf 200 ml 1 x PBS)

(zur so genannten Permeabilisierung ; befreit Nukleinsduren vermutlich von
assoziierten Proteinen und macht damit das Gewebe fiir Sonde und Nachweisreagenzien
zuganglicher)

30sec 0,1 M Glycin/ 1 x PBS ( stoppt Pronase E)

30sec 1xPBS

30sec 1xPBS
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L 4

20 min Nachfixierung mit 4 % igem Paraformaldehyd in 1 x PBS

(konserviert die Gewebestruktur und begrenzt den Verlust von zelluliren Nukleinsduren)

mit pH 7,5

Kiivetten wieder auf Schiittler stellen ( Frequenz 100 / min), nacheinander auf Schnitte

geben:

3 min

1 x PBS

10 min 0,1 M Triethanolamin pH 8,0 ; 0,25 % Essigsdureanhydrid zum Acetylieren;

Essigsdureanhydrid unmittelbar vorher dazu ( verhindert Anlagerung an die

Beschichtung der Objekttrager und neutralisiert positiv geladene Molekiile. Verhindert

damit unspezifische Anlagerung der Nukleinsduren )

5 min

1 x PBS

Aufsteigende Alkoholreihe:

*

L 4

L 4

L 4

2 min
2 min
2 min

2 min

30 % Eth.
70 % Eth.
90 % Eth.
100% Eth.

Dann Schnitte 1-2 Std. trocknen lassen --> vermeidet unnoétige Sondenverdiinnung, dabei

staubfrei abdecken.

1.1.5. RNA-RNA- in - situ -Hybridisierung

Vorbemerkung:

Die Hybridisierung erfordert prézises, zligiges und sicheres Arbeiten im Isotopenlabor.

Sie wird bei einer bestimmten Temperatur (50°C) durchgefiihrt und fiihrt zur Ausbildung von

RNA-RNA-Doppelstrangen zwischen markierter Sonden-RNA und vorhandener mRNA des

Praparates.

Die Hybridisierungskammern werden mit Zellstoff ausgelegt und mit Formamid (Formamid : Aqua

bidest. = 1:1) gut befeuchtet (nicht zu nass, es soll keine Fliissigkeit abkippbar sein).
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Auf die Schnitte wird der Sondenmix aufgebracht, und zwar 27 pl pro Schnitt. Sondenmix und

Hybridisierungsmix werden im Verhéltnis 1:5 auf die Schnitte getropft.

Hybridisierungsmix: (Bsp fiir I ml Losung)

. 500 pl Formamid

. 125 pl 10 x Salze

. 100 pl 0,1 M DTT

. 25 pl Hefe-tRNA

. 250 ul 50 % Dex-SO 4

30 sek. vorsichtig mischen und bei RT lagern

Transkript

Jeder Schnitt soll mit 200 000 cpm markierter Sonde inkubiert werden. Hieraus errechnet sich dann

die benotigte Transkriptmenge pro Schnitt :

Antisense: 200 000 x_zu hybr. Fille (x 2 +2)

gemessene cpm der Sonde

Sense: 200 000 x Falle ( +2)

gem. cpm der Sonde
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Sondenmix

. 50 % Formamid
. 10 % DTT 0,1 M
. zzgl. Transkript nach Berechnung (s.0.)

Nun wird auf die errechnete Sondenmixmenge (1/ 5 der aufzubringenden Fliissigkeit) mit DEPC-
Wasser aufgefiillt.

Dann wird die zugehorige Menge Hybridisierungsmix (4 / 5 der aufzubringenden Fliissigkeit)
dazugegeben und 27 ul dieser Gesamtmischung auf jeden Objekttrager luftblasenfrei aufpipettiert.
Danach werden die Schnitte mit Parafilm unter Zuhilfenahme einer Pinzette abgedeckt.

Die Hybridisierungskammern werden verschlossen, gestapelt und - in fliissigkeitsdichte Hiillen
verpackt - in den Hybridisierungswiarmeschrank gestellt.

Uber Nacht findet nun der Hybridisierungsvorgang bei 50° C (mit dem Prizisionsthermometer

gemessen) statt.

Waschen

Das Waschen dient der moglichst vollstindigen Entfernung unspezifisch gebundener RNA und
damit der Optimierung der Ergebnisse.
Gewaschen wird mit der

Posthybridisierungswaschlosung (PHM): Bsp fiir 1000 ml

. 500 ml Formamid
. 100 ml 10 x Salze
. 1,6 g DTT

Mit deionisiertem Wasser wird nun auf 1000 ml aufgefiillt, gemischt und die Losung im

Wiérmeschrank auf 52 °C vorgewirmt.

Frische Leerkiivetten werden mit PHM gefiillt und 30 min im Wasserbad auf 52 °C vorgewirmt.

Der Parafilm wird nun von den hybridisierten Préparaten entfernt und vorsichtig in den

radioaktiven Abfall gegeben.
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Die Schnitte werden aus der Hybridisierungskammer in die mit PHM gefiillten Kiivetten einsortiert
und ca. 30 min in den Schiittler des 52 °C-Wasserbades gestellt.
Danach wird die benutzte Losung in den radioaktiven Abfall entsorgt und neuer PHM in die

Kiivetten gefiillt. Nun werden die Schnitte fiir ca 4 h bei 52°C unter Schiitteln inkubiert.

TES-Waschlosung, pH 7,5: Bsp fiir 1000 ml

e 10ml 1 M Tris- Hel pH 7,5
¢ 2ml 0,5M EDTA
¢ 100 ml 5 M NaCl

Diese Losung wird mit deionisiertem Leitungswasser auf 1000 ml aufgefiillt, gemischt und auf

37° C vorgewdrmt.

Die Schnitte werden nun 15 min in TES gewaschen, dabei wird die Temperatur im Schiittler mit

Eis auf 37° C herunterreguliert.

Die Kiivetten verbleiben 30 min im Schiittelwasserbad bei 37° C, die verwendete Spiillésung ist:

. TES mit RNase A (300 ml TES mit 600 pl Rnase) zur Entfernung einstrdngiger

nicht hybridisierter Sonden.
Ab jetzt miissen neue Kiivetten verwendet werden.
Es folgen weitere 15 min mit frischer TES im Schiittler, und schlieBlich wird noch ein weiteres
Mal fiir 15 min in frischer TES gespiilt.

Dann wird weiter unter Schiitteln bei RT gewaschen (nicht mehr im Isotopenlabor):

S 15minmit2 x SSC
. 15 min mit 0,1 x SSC
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Danach werden die Schnitte in eine aufsteigende Alkoholreihe gegeben:
¢ 20sec 309% Eth./0,3 M NH4- Acetat (pH des eingesetzten NH4-Acetats: 7,5)
¢ 20sec 70% Eth /0,3 M NH4- Acetat
o 20sec 90 % Eth /0,3 M NH4- Acetat
¢ 20sec 100 % Eth

Die Schnitte sollen nun 1-2 h (oder {iber Nacht) trocknen und dabei staubfrei abgedeckt sein.

Beschichtung der Schnitte mit Photoemulsion (Dippen)

Durch die aufgetragene Photoemulsion sollen die entstandenen Hybride im Pradparat detektiert
werden.

Sie wird durch die radioaktiv (** S) markierten RNA-RNA-Hybride an entsprechender Stelle
geschwirzt —diese zeigen sich spdter unter dem Lichtmikroskop als punktformige Strukturen
(grains) iiber den entsprechenden Zellen bzw. Tumorarealen.

Damit aber die Schwirzung nicht an unspezifischer Stelle auftritt, bzw. im schlimmsten Fall das
ganze Préparat tiberbelichtet ist, muss man wihrend der folgenden Arbeitsschritte bei vollstindiger
Dunkelheit arbeiten und dabei jegliche Lichtquelle (selbst Armbanduhr-Leuchtzeiger u.d.)
vermeiden.

Ebenso wichtig ist es, die Emulsion bei ihrer Zubereitung nicht zu stark zu schiitteln, da sonst

vermehrt Blasen entstehen, die spéter die optimale Interpretation des Befundes erschweren.

Zunichst wird eine Kiivette mit 10 ml 0,6 M NH4-Acetat (pH 7,5) und getrennt davon 10 ml
Photoemulsion im Wasserbad auf 43 °C erhitzt. Dann wird die so erwdrmte Photoemulsion
vorsichtig in die mit NH4-Acetat gefiillte Kiivette gegeben und langsam vermengt .

Darauthin werden die Objekttrager einzeln jeweils ca 1- 2 sec in die Emulsion getaucht. Man ldsst
sie kurz abtropfen und stellt sie zum Trocknen in einen vorbereiteten Sténder.

Nach ca. 1 h Trocknungszeit werden die Schnitte in Boxen (incl. Trocknungsmittel CacCl,)
einsortiert, diese dann lichtsicher in zwei Lagen Alufolie verpackt, entsprechend nach Inhalt und

Datum beschriftet und anschlieBend im Kiihlschrank bei 4°C bis zur Entwicklung aufbewahrt.
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Entwicklung

Nach ca 2 Wochen wird die erste Charge der mit der ,,Antisense‘“-Sonde hybridisierten Priparate
entwickelt. Hierbei kann vorab schon ein erster Eindruck von der Belichtung und der Menge der
nachzuweisenden mRNA gewonnen werden. Dies dient zur besseren Abschédtzung der optimalen
Belichtungszeit fiir die mit ,,Anti-Sense*- und ,,Sense*“-Sonde inkubierten Préparate.

Fiir alle drei Marker mit ihren Sonden (uPA, PAI-1 und uPAR) ergab sich eine mittlere optimale
Belichtungszeit von ca vier Wochen. Fiir jede der vorgenommenen Hybridisierungsserien wurde

die endgiiltige Belichtungszeit anhand ihrer eigenen ersten ,,Antisense*“-Ergebnisse abgeschitzt.

Entwicklungsvorgang:

Vor der eigentlichen Entwicklung sollen die Schnitte ein paar Stunden an die Raumtemperatur

adaptiert sein.

Die niachsten Arbeitsschritte finden in der Dunkelkammer statt.

Die Schnitte werden in Glaskiivetten einsortiert.

Jede Kiivette wird nun komplett 3 min in Kodak D 19- Entwickler (im Verhiltnis 1 : 1 mit
Aqua dest gemischt) unter gelegentlichem Schiitteln gespiilt.

Darauf gibt man die Kiivetten kurz in Essigsdure (1%), um den Entwicklungsvorgang zu stoppen.

AnschlieBend werden die Kiivetten (wieder unter leichtem Riitteln) fiir 3 min in Kodakfixierer

getaucht (Fix / Aqua dest =1 : 3).

Zuletzt werden die Schnitte mit kaltem Leitungswasser gespiilt, und das Licht kann wieder

angestellt werden.
Die Priparate werden mit Hamalaun und Eosin gegengefirbt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe

bis zum Xylol an das Eindeckmedium (Entellan) adaptiert und schlielich mit Deckglisern

versehen.
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1.1.6. Semiquantitative Mikroskopie und Auswertung

Alle hybridisierten Praparate wurden bei 40- facher Vergrof3erung im Hellfeld beurteilt.

Es wurde die mRNA-Expression von uPA, PAI-1 und uPAR in benignen und malignen Tumoren
untersucht, um eventuelle Unterschiede in Intensitit und Verteilung der Signalexpression abhéngig
von der Tumorentitét festzustellen.

Ferner wurde die Signalintensitét {iber Tumor- und Stromazellen der einzelnen Tumorpraparate
untersucht und miteinander verglichen. Hierbei wurden fiir die ,,Antisense“-Prédparate die ,,grains*
iiber 100 Zellen innerhalb repridsentativer Felder des zu untersuchenden Gewebes (Epithel,
Tumorstroma, angrenzendes normales Stroma) gezdhlt und der Mittelwert errechnet. Genauso
wurde auch mit den dazugehorenden Kontrollpréparaten (,,sense“-Priparate) verfahren, um die
Intensitdt der Hintergrundsignale festzustellen. Die vorhandenen Hintergrundsignale als Ausdruck
unspezifischer Signalanhdufung wurden fiir jeden Schnitt gesondert von der Intensitit abgezogen,
um einer eventuell unterschiedlichen Sondenstirke, Schnittdicke oder auch Verdiinnungseffekten
Rechnung zu tragen und damit zu vergleichbaren Ergebnissen zu kommen.

Auch die Verteilungsmuster sowohl im einzelnen Priparat als auch der diesbeziigliche Vergleich
der verschiedenen Tumortypen waren Gegenstand unserer Untersuchungen.

Die Expression der mRNA der verschiedenen Plasminogenaktivatorsystemkomponenten im

GefdBlendothel oder perivaskuldren Stroma der Praparate wurde ebenfalls beobachtet.

Verteilungsmuster:
+ sporadisch: einzelne positive Zellen pro Gesichtsfeld
+ fokal: Komplex aus mindestens zehn positiven Zellen an einer Stelle
+ multifokal: herdférmige Bereiche positiver Zellen an verschiedenen Stellen
des Préparates
+ diffus: GleichmifBige Verteilung positiver Zellen im Praparat
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Intensitit (Anzahl der grains iiber einer Zelle):

. weniger als 4 grains - entsprechend negativer,

. 4 bis 15 grains + geringer,

. 16 bis 45 grains ++ mittelstarker und

. mehr als 45 grains +++ starker mRNA-Expression

1.1.7. Statistische Auswertung

Samtliche auf Signalintensitit und —verteilung bezogenen Befunde wurden mit dem SPSS-
Programm -Version 11,0- (zunéchst iiber deskriptive Statistiken) auf Trends untersucht, die auf
eine eventuelle Verstirkung oder Abschwichung der Signale iiber Stroma- und Tumorzellen
abhéngig von der Dignitit der Tumoren hinwiesen. Ebenso wurde untersucht, ob sich je nach
FIGO-Stadium oder Differenzierungsgrad unterschiedliche oder gar signifikante Verdnderungen
der Signalintensitét oder des Verteilungsmusters in den einzelnen Gruppen feststellen lie3en.

Aufgrund dieser Berechnungen wurde dann jeweils der exakte zweiseitige Signifikanztest nach

Fisher durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Vorbemerkung

Wir untersuchten die Intensitit und Verteilungsmuster der PAI-1-, uPA- und uPA-Rezeptor-
spezifischen Hybridisierungssignale iiber Stroma- und Tumorzellen verschiedener Karzinom- und
Adenomtypen. Ein zusammenfassender Uberblick findet sich in Tabelle 2. Die wichtigsten
Ergebnisse fiir die einzelnen Tumorentititen sind in den Tabellen 3 bis 7 (verschiedene benigne
Tumoren, maligne Tumoren nach Differenzierungsgrad sowie zystisches und normales
Ovarialgewebe) dargestellt.

Fiir die folgende Beschreibung und Bewertung der Stromazell-Signale (siehe auch Tabellen und
spétere statistische Auswertung) wurde stets das tumorassoziierte Stroma herangezogen. Innerhalb

der Gruppe der Fibrome wurden alle Zellen als Tumorzellen bezeichnet.

4.1. Karzinome
PAI-1

Wir fanden eine PAI-1- Expression iiber den Stromazellen sdmtlicher untersuchter maligner
Tumoren. Die Intensitdit war hierbei vom Differenzierungsgrad abhingig, d.h. schlechter
differenzierte Tumoren zeigten intensivere Signale (p=0,04). Das Verteilungsmuster der Signale
schien davon unabhingig zu sein (p= 0,51). Weder die Signalintensitit noch das Verteilungsmuster
tiber Tumorzellen zeigten einen Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad der untersuchten
Félle (p = 0,72 bzw. p = 1). In Anbetracht der vergleichsweise niedrigen Fallzahlen sind diese
Werte jedoch mit Zuriickhaltung zu interpretieren.

Alle Kontroll-Hybridisierungen mit der ,,Sense“-Sonde brachten die erwarteten negativen
Ergebnisse und konnten somit als Negativkontrollen verwendet werden. Dies war sowohl bei den
serdsen und muzindsen epithelialen Tumoren als auch in den endometroiden, mischdifferenzierten
Karzinomen, dem Klarzelltumor, den beiden untersuchten metastatischen Ovarialtumoren sowie
beim einzigen Fall eines Krukenbergtumors zu bestétigen.

Im Folgenden mochte ich die Ergebnisse fiir die einzelnen histologischen Subgruppen beschreiben:
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In der Gruppe der seridsen epithelial-stromalen Tumoren (n = 25) zeigten alle Félle deutlich
ausgepragte Signale iiber Stromazellen. Dies galt fiir alle Tumoren dieses Typs mit guter, mittlerer
sowie schlechter Differenzierung. Sogar der einzige serdse G I-Tumor zeigte stromal eine
mittelstarke Signalexpression. Bei einem solid anaplastischen G III-Karzinom konnten wir eine

starke mRNA-Expression sowohl iiber Stroma-als auch Tumorzellen beobachten.

Die Signalverteilung zeigte sich
ausgepragt vor allem tiber den
Stromazellen der untersuchten 17
schlecht differenzierten Karzinome.
Nicht in allen Féllen konnte eine
bevorzugte stromale Signalanhdu-
fung in direkter Beziehung zu den
Tumorzellen festgestellt werden. Bei
den G II-Tumoren und beim einzigen
gut differenzierten ser6sen Tumor

A

waren die Signale ebenfalls diffus

B e - B :
s Wy ne N S
- }7 ".n.::" i\ \\..
Bild 1 :Priparat-Nr: 95/ 4100

bis multifokal zu beobachten.

Uber Tumorzellen hingegen waren
Seros-papillires Adenokarzinom G2 - gee

(PAI-1-Sonde, 200 fach vergrofsert) iiberwiegend keine oder hdochstens
Diffuse Signalverteilung, dreifach positiv iiber Stromazellen (1)
Keine spezifischen Signale iiber Tumorzellen (2) miBig starke Signale zu detektieren.

Beziiglich der Signalintensitét gab es

deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Fillen unterschiedlicher Differenzierungsgrade.
PAI-I-mRNA konnte lediglich bei sieben (7 / 17) G IIlI-, und drei (3 / 7) G II- Tumoren
festgestellt werden, wobei die Tumorzellen der schlecht differenzierten Karzinome durchschnittlich
etwas stirker positiv waren als die der méBig differenzierten.

Der einzige GI-Fall dieser Gruppe zeigte gar keine Signale liber den Tumorzellen.

Bei der Verteilung ihrer positiven Tumorzellsignale ging der Trend eindeutig in Richtung
einzeln/fokaler und hochstens multifokaler Signalverteilung. In keinem der Félle kam es zu diffus
verteilten Signalen.

Die neun muzindsen epithelialen Tumoren exprimierten ebenfalls alle PAI-1- mRNA in ihren
Stromazellen- auch in dieser Gruppe ergab sich beziiglich der Intensitit und Verteilungsmuster der
Signale kein bedeutender Unterschied zwischen den verschiedenen Differenzierungsgraden.

Die Tumorzellen waren ca. in der Hilfte der Félle (5/9) negativ fiir PAI-1.
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’ -‘1;; T |.“ 3 B W T Die restlichen vier gut
P m e B ; _"‘ Y differenzierten Fille zeigten kein
. homogenes Verteilungsmuster.

Die vier endometroiden Fille (zwei
schlecht und zwei méaBig
differenzierte) zeigten denen der
bisher  beschriebenen  Gruppen
vergleichbare ~ Ergebnisse:  Alle
exprimierten deutlich stirker PAI-1

mRNA in ithren Stroma- als in ihren

Tumorzellen.

Fiir die beiden Mischtumoren zeigte

Bild 2: Priparat-Nr: 97/ 5944

Undifferencziertes fokal muzinéses Karzinom G3 sich mit abnehmender Differen-

(PAI-1-Sonde, 200fach vergrofert) Zierun I I i n
Diffuse Signalverteilung, dreifach positiv iiber Stromazellen (1) erung (G vs G 1) bei de
Keine spezifischen Signale tiber Tumorzellen (2) Stromazellen sowohl eine Zunahme

der Signalintensitdt (von mittelstark

auf stark) als auch der Verteilung von multifokal auf diffus bei jeweils fehlenden
Tumorzellsignalen.

Der einzige untersuchte Klarzelltumor zeigte mittelstarke multifokale Signale {iber Stromazellen
und keine Signale iiber Tumorzellen.

Beide Metastasen wiesen sowohl Stromazell- als auch Tumorzellsignale auf, wenn auch die
Stromazellen sowohl in der Intensitdt als auch Verteilung jeweils eine Stufe hoher bewertet
wurden.

Von den beiden Krukenbergtumoren ist nur einer auf die Expression von PAI-1 untersucht
worden. Dieser G III-Tumor war iiber Tumorzellen negativ bei mittelstarker fokaler mRNA-

Expression der Stromazellen.

uPA:

Hier konnten wir keine signifikante Zu- oder Abnahme der Signalintensitit bzw -verteilung tliber
Stroma- und Tumorzellen in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad feststellen. [ p = 0,29 (SZ)
und 0,85 (TZ) fiir die Intensitit und p = 0,24 (SZ) und 0,76 (TZ) fiir die Verteilung.]
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Bei den seréosen Tumoren zeigte sich ein vom PAI-1-Ergebnis abweichendes uPA-
Expressionsmuster:

Anders als bei der PAI-Expression gab es hier mehrere Fille ohne spezifische Signale. Anteilig am
hiufigsten waren diese interessanterweise bei den undifferenzierten Karzinomen vertreten.

Rund ein Drittel der untersuchten G III-Tumoren zeigte keine uPA—spezifischen
Hybridisierungssignale iiber den Stromazellen. Ansonsten war die Signalintensitidt {ber
Stromazellen der undifferenzierten Karzinome eher schwach oder hochstens mittelstark. Kein Fall

war stark positiv.

Zu etwa gleichen Teilen lag eine
einzeln/fokale und multifokale Sig-
nalverteilung vor; kein Fall zeigte
diffus verteilte Signale.

Bei den sieben G II-Tumoren war
nur ein Fall ohne stromale Signale,
der einzige G I-Tumor zeigte
mittelstarke, multifokal verteilte
Signale liber den Stromazellen.

Hier lieB sich folglich keine

‘\ L A Zunahme der  Expression in
2% 4

- Stromazellen mit  abnehmender
Bild 6 (3) Prdparat-Nr: 96/ 6314

) ) Differenzierung  der ~ Tumoren
Seros-papilliires Zystadenokarzinom G2

(uPA-Sonde, 400 fach vergréfert ) nachweisen.
Multifokale Signalanreicherung, dreifach positiv iiber Tumorzellen (1)

Bei der Beurteilung der mRNA-
Expression iiber Tumorzellen konnte ebenfalls keine Abhdngigkeit der Signalintensitit vom
Differenzierungsgrad festgestellt werden:

Etwa die Hiélfte der G III-und G II-Tumoren zeigte keinerlei positive Signale iiber den
Tumorzellen.

Der G I-Tumor zeigte zwar eine starke, jedoch nur fokal vorkommende Signalanhdufung.

Bei den untersuchten muzinésen Tumoren wurde nur in ca der Hilfte der Fille uPA exprimiert,
dabei konnten mehr stromale als tumorzellassoziierte Signale gefunden werden.

Auch hier war kein Unterschied zwischen gut und schlecht differenzierten Féllen feststellbar.

In der Gruppe der vier untersuchten endometrioiden Tumoren exprimierten alle Félle uPA
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in ihren Stromazellen. Leichte Unterschiede waren lediglich im Signalverteilungsmuster
festzustellen: Dies war bei den schlecht differenzierten Féllen tendenziell weitldufiger.

Nur bei zwei Tumoren war eine mRNA-Expression iiber den Tumorzellen zu finden. Bei den
verbleibenden beiden Féllen zeigten sich jeweils schwach auftretende Signale nur iiber einzelnen
Tumorzellen.

Die beiden der Gruppe der Mischtypen zugeordneten Félle waren beide positiv in den
Stromazellen, wobei sowohl die Intensitdt und Verteilung des gut differenzierten Falles jeweils
schwicher waren als die des G II-Tumors. Auch seine Tumorzellen zeigten keine mRNA
Expression.

Der Klarzelltumor zeigte weder iiber den Stroma- noch liber den Tumorzellen eine mRNA-
Expression.

Nur bei einer Metastase konnten wir iiber den Stromazellen fokal mittelstarke Signale feststellen.
Ihre Tumorzellen zeigten an mehreren Stellen eine schwache mRNA-Expression.

Die andere Metastase war interessanterweise sowohl iiber Stroma- als auch Tumorzellen uPA-
negativ.

Die beiden Krukenbergtumoren boten ebenfalls kein einheitliches Bild: Der G III-Tumor war
stromal negativ und zeigte tiber den Tumorzellen lediglich einzelne schwache Signale.

Der G II-Tumor war wiederum nur einzeln fokal positiv {iber Stroma- und negativ iiber

Tumorzellen.

uPA-Rezeptor:

Mit dieser Sonde wurden insgesamt 16 serose Tumoren untersucht.

Zwolf Fille zeigten Signale iiber den Stromazellen, wobei sich zwischen G IlI-und G II-Tumoren
kein bedeutender Unterschied beziiglich der Menge der exprimierten mRNA feststellen lieB3.
Jedoch war der Anteil der negativen Fille im mittelgradig differenzierten Tumorkollektiv
bedeutend hoher.

Nur bei einem undifferenzierten Fall traten die Signale stark und diffus verteilt auf. Ansonsten
waren die meisten G III-Tumoren schwach oder mittelstark positiv bei einer iiberwiegend
méBigen Signalverteilung. Nur ein einziger Fall war ohne Signale iiber den Stromazellen,

wohingegen die Hilfte der G II-Tumoren stromal negativ war.
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Bild 4: Priparat-Nr: 95/3316

Papillires Zystadenokarzinom G3
(uPA-R-Sonde, 200 fach vergrifert)
Diffuse Signalverteilung, dreifach positiv iiber Tumorzellen (1)

fokal spezifische Signale, einfach positiv iiber Stromazellen (2)

Uber Tumorzellen waren nur zwei
der untersuchten 16 Fille negativ;
beide  waren interessanterweise
schlecht differenzierte Karzinome.
Ansonsten ging der Trend innerhalb
der  undifferenzierten = Tumoren
eindeutig zur stirkeren Signal-
expression mit einer im Vergleich zu
den G II-Tumoren deutlich stirkeren
Verteilung.

In der Gruppe der muzinésen
Tumoren war nur ein G I-Tumor
negativ, der iiberwiegende Teil der G
[-Tumoren jedoch positiv iiber
Stromazellen, in zwei Fillen

schwach und in einem sogar

mittelstark. Damit zeigte sich kein Unterschied zum einzigen untersuchten Vertreter der

undifferenzierten Karzinome.

Beziiglich der mRNA-Expression liber Tumorzellen lieBen sich im Vergleich zu den iiberwiegend

signalnegativen gut differenzierten Tumoren fiir den G III-Tumor multifokal mittelstarke Signale

feststellen.

Bei den beiden untersuchten endometrioiden Tumoren lieen sich hier beziiglich der Expression

iiber Stromazellen keine nennenswerten Unterschiede feststellen. Auch die Tumorzellen zeigten

den gleichen Befund.

Die beiden Mischtypen waren im gut differenzierten Fall iiber Stroma - und Tumorzellen negativ,

wohingegen wir beim mittelgradig differenzierten Karzinom stroma - und tumorzellassoziierte

mRNA-Expression beobachteten.
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4.2. Benigne Tumoren

PAI-1:

Alle 14 untersuchten Adenome exprimierten mRNA in Stromazellen. Hinsichtlich der Ergebnisse

bei serdsen (n=12) und muzindsen (n=2) Adenomen gab es keine Unterschiede. Verteilt waren die

Signale in den Tumoren iiberwiegend diffus und multifokal.

Bei einigen Tumoren waren jedoch auch z.T. stark positive und multifokal bis diffus auftretende

Signale iiber nicht-tumorassoziiertem Stroma festzustellen. Hier fielen uns sowohl Corpora

albicantia und das sie umgebende Stroma als auch fokal schwach-bis mittelstark positive

GefdBendothel-und perivaskuldre Stromazellen auf. In zwei Fillen waren auch deutlich markierte

Hiluszellkonglomerate mittelstark positiv.

Uber den Tumorzellen sémtlicher Fille war keine Expression von PAI-1- mRNA festzustellen.

Innerhalb der Gruppe der Fibrome (n=5) zeigten alle Fille Signale tiber den Tumorzellen.

Bemerkenswert ist, dass die Signale in allen Féllen iiberwiegend nur perivaskulédr auftraten und

dass teilweise auch Gefillendothelzellen fokal schwach PAI-1- mRNA exprimierten.

(3%

i g |

Ay
AL /,1‘3'.‘;*";@/

Seroses Zystadenofibrom

(PAI-1-Sonde, 200 fach vergrdfert)

Multifokale Signalanreicherung subepithelial,
Dreifach positiv (>45 grains) iiber Stromazellen (1)
Einfach positiv iiber Zystenepithel (2)

Auch im zusitzlich untersuchten
ovariellen Vergleichsgewebe (in ei-
nem Fall ein zystisch verdndertes
Ovar, im anderen ein hier tumor-
freier Schnitt aus einem Ovar - laut
schriftlichem Befund mit muzinésem
G I-Anteil) ergab sich ein dhnliches
Bild: Beide Préparate exprimierten
stark PAI-1 in den Stromazellen. Der
zystisch verdnderte Fall zeigte eine
multifokale, der tumorfreie Schnitt
eine diffuse Verteilung der Signale.
Hierbei

fielen in beiden Fillen

ebenfalls Gelbkorpernarben, das
Stroma um kleinere und groBere
Gelbkorperzysten und das perivasku-

lare Stroma auf.

Seite 42



uPA:

Alle Adenome (n = 20) zeigten keinerlei mRNA-Expression iiber den tumorassozierten

Stromazellen. Nur ein Fall, ein serdses Zystadenom, zeigte eine mittelstarke multifokale

Signalanhdufung im nicht — tumorassozierten Stroma: Hierbei handelte es sich um dieselben

Konglomerate von Hiluszellen, die bei der Hybridisierung mit PAI-1 multifokal stark positiv

gewesen waren.

B e e W

Bild 6: Priparat-Nr: 96/ 1221

Seroses Zystadenom

(uPA-Sonde, 200 fach vergrdofiert)

Multifokale Signalanreicherung,

Einfach positiv (4-15-grains) iiber Stromazellen (1)
Blutgefifanschnitt mit Endothelzellen (2)

Das zweite bereits vorhin
beschriebene Pridparat mit PAI-1
mRNA-positiven Hiluszellen - ein
weiteres serOses Zystadenofibrom -
war fiir uPA negativ.
Interessanterweise wurde in keinem
der untersuchten Adenome uPA-
mRNA in Tumorzellen nachge-
wiesen.

In keinem der flinf Fibrome konnten
wir uPA-spezifische Signale be-
obachten..

Das zystisch verdnderte Ovar zeigte
weder liber den Stroma - noch iiber
den Tumorzellen Signale.

Im anderen Vergleichsgewebe (hier

ein tumorfreies Praparat aus einem Ovar mit muzindsem G I — Anteil) lieen sich schwach positive

Signale tiber einzelnen Stroma - und GefidBBendothelzellen feststellen.

uPA-Rezeptor:

Mit dieser Sonde wurden 12 Adenome untersucht. In fast allen Fillen konnten weder uber Stroma-

noch iliber Tumorzellen Signale gefunden werden. Nur ein serdses Zystadenofibrom zeigte

multifokal schwache Signale iiber tumorzellassoziierten Stroma- und an einer Stelle tber

Tumorzellen.

Im tumorassoziierten Stroma waren auch vereinzelt Gefidllendothelzellen schwach positiv.
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Von den fiinf Fibromen wurden nur zwei Félle auf uPAR-Expression untersucht, wobei der eine
Fall gar keine Signale zeigte und der andere nur vereinzelt schwach uPAR-mRNA in seinen
Tumorzellen exprimierte.

Im hier tumorfrei vorliegenden Schnitt eines Ovars (mit beschriebenem muzinésen G I-Tumor)
lieBen sich an mehreren Stellen des Stromas mittelstarke Signale feststellen. Hierbei handelte es
sich sowohl um Gelbkorpernarben als auch um perivaskulidres Stroma und einzelne schwach

positive Endothelzellen.

Zusammenfassung und statistische Auswertung

Aufgrund der stark unterschiedlichen Fallzahlen innerhalb der einzelnen Karzinomtypen wurden
die statistischen Berechnungen nicht fiir jeden Tumortyp durchgefiihrt, sondern die Karzinome
wurden je nach Differenzierungsgrad und FIGO-Stadium zusammengefasst und auf eine evtl.
davon abhingige Verstirkung der Signalintensitit und/oder des Verteilungsmusters {iber Stroma-
und Tumorzellen untersucht:

Es ergab sich eine Zunahme der Signalintensitdt in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad (G I
< G II < G MI) fiir die PAI-1-Expression iiber Stromazellen (p = 0,043) und fiir die uPAR-
Expression iiber Tumorzellen (p = 0,014). Fir die Verteilung der Signale lie sich bei der
Untersuchung auf uPA-R folgendes feststellen: In G III-Tumoren war die Verteilung der Signale

tiber Tumorzellen an mehr Stellen zu detektieren als in G II - oder G I - Tumoren (p = 0,007).

Bei der Untersuchung auf eine mogliche Beziehung zwischen FIGO-Stadium und
Signalverteilung und -intensitét fanden wir fiir keinen der verwendeten Marker PAI-1, uPA oder
uPAR eine Abhdngigkeit, weder fiir die Signale iiber Stroma- noch iiber Tumorzellen.

Im Hinblick auf die Signalexpression im Zusammenhang mit der Tumordignitit lie sich
feststellen, dass nur fiir die Intensitit und Verteilung der uPA- und uPAR-spezifischen
Hybridisierungssignale eine eindeutige Abhéngigkeit von der Dignitdt bestand.

Die Intensitdt und der Grad der Verteilung von uPA- und uPAR-Signalen war in Stroma- und
Tumorzellen von Karzinomen im Vergleich zu Adenomen und Fibromen ,,signifikant* erhoht.

(p jeweils < 0,001). Hinsichtlich der mRNA-Expression von PAI-1 konnten wir keine
unterschiedliche Signalexpression oder - verteilung in den benignen und malignen Tumorgruppen

finden.
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Tabelle 4

PAI-1-, uPA- und uPAR-Transkripte in Stroma- und Tumorzellen in Tumoren unterschiedlicher Dignitit

Diagnose PAI-TransKkripte UPA-Transkripte UPAR-TransKkripte
Karzinome SZ TZ SZ TZ SZ TZ
seros 25(25) 10(25) 18(25) 13(25) 12(16) 14(16)
muzinos 9(9) 4(9) 5(9) 3(9) 4(5) 2(5)
endometrioid 44) 2(4) 44) 2(4) 2(2) 2(2)
Mischtyp 2(2) 0(2) 2(2) 0(2) 1(2) 1(2)
Klarzelltumor 1(1) o(1) 0o(1) o(1) n.u n.u.
Metastasen 2(2) 2(2) 12) 12) n.u n.u.
Krukenberg 1(1) o(1) 1(2) 12) n.u n.u.
Adenome

seros 12(12) 0(12) 0(18) 0(18) 1(10) 1(10)
muzinos 2(2) 02 02) /@) 02 02
Fibrome 505 o(5) 12)
Vergleich

normal 1(1) 1(1) 1(1)

Zyste 1(1) 0o(1) n.u.

n.u.: Nicht untersucht
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Tabelle S: PAI-1, UPA, UPA-R:

Verteilung und Signalintensitiit bei benignen Tumoren

PAI-1 Verteilung Intensitiit
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ M:Big + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 19 5 10 5 5
Diagnose
Serds 12 0 8 0 4
Muzinés 2 0 2 0 1
Fibrome 5 5 0 5 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ Mg + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 19 14 1 14 1
Diagnose
Serds 12 12 0 12 0
Muzinds 2 2 0 2 0
Fibrome 5 0 1 0 1
UPA
Stromazellen Finzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ Mg + Mittel ++ Stark ++
Gesamt 25 25 0 25 0
| Diagnose
Serds 18 18 0 18 0
Muzinés 2 2 0 2 0
Fibrome 5 5 0 5 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MiBig + Mittel ++ Stark ++
Gesamt 25 25 0 25 0
Diagnose
Serds 18 18 0 18 0
Muzings 2 2 0 2 0
Fibrome 5 5 0 5 0
UPA-R
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MiBig + Mittel ++ Stark +H+
Gesamt 14 13 0 13 0
Diagnose
Serds 10 9 0 9 0
Muzinés 2 2 0 2 0
Fibrome 2 2 0 2 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ M:Big + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 14 12 0 12 0
Diagnose
Serds 10 9 0 9 0
Muzinés 2 2 0 2 0
Fibrome 2 1 0 1 0
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Tabelle 6: PAI-1, UPA, UPA-R:

Verteilung und Signalintensitiit bei G1-Karzinomen

PAI-1 Verteilung Intensitét
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 0 3 2 1
Diagnose
Seros 0
Muzinbs 1
Mischtyp 0 0 0 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 5 0 1 0
Diagnose
Serds 1 0 0
Muzinbs 3 1 0
Mischtyp 1 ) 0
UPA
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 3 0 4 0
Diagnose
Ser6s
Muzinds
Mischtyp 1 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 6 0 1 1
Diagnose
Seros 0 0 0 1
Muzinbs 5 1
Mischtyp 1 0
UPA-R
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaBig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 2 0 2 0
Diagnose
Muzinds 1 0 2 0
Mischtyp 1 0 0 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaBig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 4 0 0 0
Diagnose
Muzints 3 0
Mischtyp 1 0
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Tabelle 7: UPA-R:PAI-1, UPA, UPA-

Verteilung und Signalintensitiit bei G II Karzinomen

R

PAI-1 Verteilung Intensitét
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 10 0 4 6 0 1 6
Diagnose
Seros 3 4 1 4
Endometrioid 1 1 1
Mischtyp 1 0 1 1
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ Magig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 10 6 0 0 6 3 0
Diagnose
Serbs 4 4 2 0
Endometrioid 1 1 1 0
Mischtyp 1 1 1 0 0
UPA
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 11 1 4 2 1 4 2
Diagnose
Serds 1 3 1 1 2 1
Endometrioid 0 1 0 o) 1 0
Mischtyp 1 0 1 0 0 1
Krukenberg-Tu 1 0 0 0 1 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 11 5 1 0 5 2 0
Diagnose
Serds 3 1 0 3 1 0
Endometrioid 1 0 0 1 1 0
Mischtyp 1 0 o) o) o) 0
Krukenberg-Tu 1 1 0 0] 1 0
UPA-R
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 8 3 1 2 3 4 0
Diagnose
Seros 6 o 1 2 0
Endometrioid 1 1 0 1 0
Mischtyp 1 0 1 1 0
Tumorzellen Einzeln Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 8 0 4 0 0 5 0
Diagnose
Serbs 6 0
Endometrioid 1 0
Mischtyp 1 1 0
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Tabelle 8: PAI-1, uPA und uPA-R:

Verteilung und Signalintensitit bei G II1 / IV Karzinomen

PAI-1 Verteilung Intensitit

Stromazellen Einzeln / Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ Magig + Mittel ++ Stark +++

Gesamt 25 o 3 8 14 [0) o) 11 14

Diagnose

a

N [= [ NN (N

Seros

Muzinds

Endometrioid

Klarzelltumor

Krukenberg-Tu

o lo|o|o o |o
o |~ |o = o |~
olo|= o |- o
N o o |- |~ |o
o |o|o|o o |o
o |o|o|o o |o
O [ e e )
A 0|0 A A |-

Ma-Metastasen

Tumorzellen Einzeln / Schwach (+)
N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 25 15 5 5 [0) 15 5 4 1

Diagnose

a

N |2 |= N[N [N
-

Serés

MuzinGs

Endometrioid

Klarzelltumor

Krukenberg-Tu

ol|=-|=a|~|nv o
ololo |~ |o|a
N oo |o|o |w
o|o|o|o|o|o
2 lolo |~ |o|w
- |o o |o|o|w
ol|o|o |o|o

Ma-Metastasen

UPA

Stromazellen Einzeln / Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaBig + Mittel ++ Stark +++

Gesamt 25 10 8 6 1 10 9 6 0]

Diagnose

a

N |[= [ NN [N

Seros

Muzinds

Endometrioid

Klarzelltumor

A |la o |- o

Krukenberg-Tu

ala|alo = o
s lo oo |- o
oo o |~ o |m
olo|o|~olo
olo oo |- o
a2 lolo v o |w
olo|o oo o

Ma-Metastasen

Tumorzellen Einzeln / Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++

Gesamt 25 13 8 2 2 13 6 5 1

Diagnose

a

N [= (=2 N[N (N

Seros

Muzinds

Endometrioid

Klarzelltumor

Krukenberg-Tu

s o |a s |- o
o |=|o |~ |- |o
-~ o |o|o|o |~
olo|o|o|o|n
S o |a]a|= o
s lajo s |- N
o |o|o|o |o|o
o |o|o|o|o |~

Ma-Metastasen

UPA-R

Stromazellen Einzeln / Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++

Gesamt 12 1 3 7 1 1 8 2 1

Diagnose
Ser6s 10 1 3 5 1 1 6 2 1

MuzinGs 1 o o 1 o o 1 (o] (0]

Endometrioid 1 (o] (o] 1 o o 1 [0} o

Tumorzellen Einzeln / Schwach (+)

N Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++

Gesamt 12 2 2 7 1 2 3 6 1

Diagnose

Seros 10 2 1 6 1 2 2 5 1

MuzinGs 1 o o 1 o) o) [0) 1 0]

Endometrioid 1 0] 1 o [0) [0) 1 o 0]
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Tabelle 9: PAI-1, UPA, UPA-R:

Verteilung und Signalintensitiit bei normalem Ovarialgewebe / Zyste

PAI-1 Verteilung Intensitét
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 0 0 2
Diagnose
Normgewebe 0 0 1
Ovar-Zyste 0 0 1
UPA
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 1 1 0
Diagnose
Normgewebe 0 0 1 0
Ovar-Zyste 1 0 0
UPA-R
Stromazellen Einzeln Schwach (+)

Negativ Fokal Multifokal Diffus Negativ MaRig + Mittel ++ Stark +++
Gesamt 0 0 0 0
Diagnose
Normgewebe 0 0 0 0

Seite 50



5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Komponenten des Plasminogen-
Aktivatorsystems in Ovarialtumoren untersucht. Die RNA-RNA- in- situ-Hybridisierung erfolgte
an verschiedenen Tumortypen — serdse, muzindse, endometroide u.a. Karzinome und Adenome-
unter Einsatz radioaktiv markierter uPA-, PAI-1- und uPAR- Ribosonden. Damit sollte festgestellt
werden, ob Expressionsstirke und Expressionsmuster im Zusammenhang mit morphologischen
Parametern stehen und welche Zelltypen die jeweiligen Komponenten exprimieren.

Bisher wurden zur Charakterisierung der Ovarialtumoren vor allem Untersuchungen auf PAI-1-,
uPA- und/oder uPA-Rezeptor-Proteingehalt in Gewebesuspensionen, Blut der Patientinnen,
Aszites- oder Zystenfliissigkeit oder immunhistochemische Farbungen mit Antikdrpern gegen
Bestandteile der einzelnen Proteine herangezogen. So konnten z.B. Casslén et al. 1994 nachweisen,
dass bei Patientinnen mit benignen und malignen Tumoren der uPA-Gehalt im Plasma deutlich
hoher war als bei gesunden Probandinnen. Ebenso war mehr uPA in Zystenfliissigkeit als im
Tumorblut feststellbar. Fiir PAI-1 konnte in derselben Studie gezeigt werden, dass bei Patientinnen
mit Tumoren ebenfalls mehr Protein im peripheren Blut nachweisbar war als bei gesunden
Probandinnen. Beim Vergleich des PAI-1 Gehalts in Zystenfliissigkeit und Tumorblut lielen sich
in malignen Tumoren groBBere Mengen des analysierten Proteins nachweisen als in benignen.

1991 beschrieben Casslén et al. eine Zunahme des uPA-Rezeptor-Gehalts im Gewebe bosartiger
Ovarialtumoren. Zum gleichen Ergebnis, allerdings im Serum von Patientinnen mit
Ovarialkarzinom, kamen Sier, Stephens, Bizik et al. (1998).

Die quantitative Untersuchung des uPA-, UPAR- und PAI-1- Gehalts in Tumoren liefert folglich
gute Vergleichsmoglichkeiten zwischen gut- und bosartigen Geweben, zumal damit nicht nur ein
Ausschnitt, sondern der gesamte Tumor beurteilt wird.

Andererseits kann mit dieser Methode nicht der Ort der Protein- bzw. RNA-Produktion erfasst
werden, sondern lediglich die Menge der gesuchten Substanz. Auflerdem wird durch die
unterschiedlichen Probengroflen und damit Zellmengen eine eindeutige Interpretation von hohen

Plasminogenaktivatorspiegeln in Gewebesuspensionen erschwert (Andreasen et al. 1997).

Wie bereits beschrieben, kdnnen gut-und bosartige Tumoren durch ihren Gehalt an Plasminogen-
Aktivatoren und -inhibitoren oder anhand ihres immunhistochemischen Farbeverhaltens
unterschieden werden. Die daraus resultierende prognostische Relevanz bzw. der Einfluss auf den

Erfolg bestimmter Therapien konnte nachgewiesen werden. In fritheren Studien wurde die
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Bedeutung von uPA und PAI-1 als prognostische Indikatoren fiir einige Karzinome, darunter
Mammakarzinome (Duffy et al. 1988, 1990, 1996; Knoop et al. 1998; Foekens, Peters, Janicke et
al. 2000), Karzinome der Cervix uteri (Kobayashi et al. 1994, Riethdorf et al.1999, Fleuren et al.
2004), des Endometriums (Gleeson et al. 1992, 1993 a und b; Foca et al. 2000, Taponeco et al.
2001) und des Ovars (Kuhn et al. 1999; Konecny et al. 2001) gezeigt. Ebenso wurde fiir Tumoren
des Verdauungstraktes, z. B. Magen- (Nekarda et al. 1994; Cho et al. 1997) und Kolon— Tumoren
(Skelly, Duffy et al. 1997, Protiva et al. 1998, Stephens et al. 1999), Gliome (Hsu et al. 1995),
Weichteilsarkome (Choong et al. 1996), Tumoren der Lunge (Oka et al. 1991, Pedersen et al. 1994
a und b) und der Blase (Hasui et al. 1992) ein Zusammenhang zwischen Plaminogenaktivator-

Expression und Prognose der PatientInnen nachgewiesen.

S5.1. PAI-1 spezifische Signale in Karzinomen und benignen Tumoren
Wir beobachteten in der vorliegenden Arbeit eine Zunahme der Intensitdt von PAI-1-spezifischen

Hybridisierungssignalen in Stromazellen mit abnehmendem Differenzierungsgrad (p=0,043). Fiir
einen signifikanten Unterschied der PAI-1-Expression in Tumor- oder Stromazellen zwischen gut-
und bosartigen Tumoren konnte jedoch kein Anhaltspunkt gefunden werden. Auch in der Literatur
tiber Untersuchungen zum Gehalt an PAI-1 in Gewebeextrakten benigner und maligner
Ovarialtumoren werden stark variierende Daten diskutiert. In der vergleichenden Studie von
Pujade-Lauraine et al. von 1993 ergab sich zunichst kein signifikanter Unterschied der mittleren
PAI-1 Konzentration, in spéteren Arbeiten konnte aber mehrfach festgestellt werden, dass die PAI-
und uPA-Expression in malignen Tumoren deutlich stirker war als in benignen Tumoren (Kuhn et
al. 1999; Schmalfeldt et al. 2001). Borgfeldt et al. fanden 2001 mit der ,,Northern Blot* - Methode
einen hoheren Gehalt an uPA-, uPAR- und PAI-1-mRNA in schlechter differenzierten soliden
Ovarialkarzinomen als in den zystischen, besser differenzierten. Sie postulierten in ihrer Studie
eine Korrelation der gesteigerten Genexpression mit einem aggressiveren Phinotyp.

In der Studie von Casslén et al. (1994) wurde vermutet, dass PAI-1 sowohl von Zellen des
Tumorgewebes als auch von Gefillendothelzellen produziert wird. In der vorliegenden Arbeit
bestitigte sich dieses Ergebnis durch die nachgewiesenen Hybridisierungssignale u.a. iiber
Endothel- und perivaskuldren Zellen des Tumorstromas benigner und maligner Tumoren. Auch
Borgfeldt fand gelegentlich Signale iiber den Endothelien kleiner Gefdf3e (Borgfeldt et al. 2001).
Wir konnten dariiber hinaus beobachten, dass auch im nicht direkt tumorassoziierten Stroma
teilweise sehr stark und diffus PAI-1 mRNA exprimiert wird, vor allem in Gelbkérpernarben, dem

sie umgebenden Stroma oder auch im normalen Stroma von Adenomen (hier auch v.a. in direkter
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Nachbarschaft von Zysten) und Karzinomen. Dies konnte den in anderen Studien belegten hohen
Gehalt an Proteinen erkldren, wiirde damit aber auch zur Messung von nicht tumorspezifisch hohen
Mengen an PAI-1 fiihren. Durch eine ausschlieBliche Untersuchung auf die vorhandene
Proteinmenge eines Tumors kann damit keine absolute Aussage iiber die Zunahme von uPA, PAI-1
und / oder uPAR im tumorassoziierten Stroma gemacht werden. Die gesteigerte Proteinproduktion
als Ausdruck eines zunehmenden Entdifferenzierungsgrades scheint von mehreren Faktoren

abhéngig zu sein, wie spéter noch erldutert werden wird.

In der Gruppe der Adenome befanden sich bis auf eine Ausnahme ausschlieBlich Zystadenome
oder Zystadenofibrome. Das einzige Adenofibrom hatte nur fokal und schwach PAI-1 im
tumorassoziierten Stroma exprimiert. Auch im einzigen nicht tumords (sondern nur zystisch)
verdnderten Ovar lieBen sich starke Signale iiber Stromazellen und auch Endothelzellen an
mehreren Stellen beobachten. Darauthin stellten wir uns die Frage, ob es durch die
Zystenentwicklung und damit -vergroBerung und die daraus folgende Druckzunahme auf das
umgebende Normalstroma zu einer vermehrten Produktion von PAI-1 gekommen sein konnte. In
einer Untersuchung des Plasminogenaktivatorsystems bei Frauen mit polyzystischen Ovarien
wurde ein fast doppelt so hoher PAI-1-Gehalt im vendsen Blut der betroffenen Frauen im
Vergleich zu gesunden Testpersonen festgestellt (Atiomo et al. 1998). Ob allerdings durch die
zystische Verdnderung der betreffenden Ovarien (und damit die Druckerh6hung als vermutete
Ursache) die vermehrte Produktion von PAI-1 begriindet ist, oder ob mit der Erkrankung an sich
eine erhohte Plasminogen-Aktivitdt einhergeht, blieb unklar. Zwei Jahre spdter untersuchten
Atiomo et al (2000) in einer weiteren Arbeit Ovarialfollikel von Patientinnen mit polyzystischen
Ovarien (PCOS) und gesunden Probandinnen mittels Immunhistochemie auf die Lokalisation von
PAI-1. Hierbei konnten die Autoren keinen Unterschied der Signale in polyzystischen und

normalen Ovarien feststellen.

5.2. Expression von uPA

Bei der Untersuchung der Priparate auf uPA-mRNA konnte gezeigt werden, dass die
Signalintensitit in den Stroma- und Tumorzellen bdsartiger Tumoren ausgeprigter war als in den

gutartigen Féllen (p<0,001).
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Dies deckt sich wiederum mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen, wonach der Proteingehalt
und/oder die Intensitdt der immunhistochemischen Fiarbung mit zunehmender Entdifferenzierung
von Adenomen zu Karzinomen zunehmen (Pujade-Lauraine et al. 1993; Schmalfeldt et al. 1995;
van der Burg et al. 1996; Kuhn et al. 1999; Schmalfeldt et al. 2001)

Die Ergebnisse innerhalb unseres malignen Tumorkollektivs waren jedoch recht inhomogen.
Wihrend in anderen Studien festgestellt wurde, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Grading, FIGO-Stadium (Kuhn, Schmalfeldt et al. 1999) und der Stirke der uPA-Expression
besteht (Pujade-Lauraine et al. 1993), war dies in der vorliegenden Arbeit nicht zu bestdtigen.
AuBerdem lag eine stark unterschiedliche Fallverteilung innerhalb der einzelnen Gruppen vor: Die
Gruppe der serdsen Karzinome war am grofiten, die anderen fielen dagegen kaum ins Gewicht und
sind damit nur eingeschrankt vergleichbar. Die undifferenzierten Tumoren stellten deutlich iiber
die Hilfte der Fille dar, was einen direkten Vergleich innerhalb der unterschiedlichen
Differenzierungsgrade erschwert. Die malignen Tumoren exprimierten uPA in der Mehrzahl der
Félle (36/45), und es konnte eine erhohte mRNA-Expression sowohl in Stroma- als auch in
Tumorzellen festgestellt werden (31 vs 20). Es ergab sich aber keine Zunahme der Expressions-
stirke oder -verteilung mit abnehmendem Differenzierungsgrad, wie sie Borgfeldt et al. 2001
postuliert hatten. Beziiglich des Zusammenhangs zwischen FIGO-Stadium und der Intensitét /
Verteilung konnte lediglich ein Trend hinsichtlich einer Zunahme der Verteilung von PAI-1-
spezifischen Signalen iiber Zellen des Tumorstromas mit steigendem FIGO-Stadium beobachtet
werden (p=0,06). Es wurden zwar etwa gleich viele FIGO I- wie IlI-Félle (20 bzw. 22), jedoch

hingegen nur zwei FIGO II-Vertreter untersucht.

Insgesamt neun Karzinome zeigten keinerlei Signale iiber Stroma- und Tumorzellen,
interessanterweise handelte es sich hierbei liberwiegend um schlecht differenzierte Fille, darunter
eine ovarielle Metastase eines Mammakarzinoms und um einen Klarzell-Tumor. Die darauthin
analysierte Expression von uPA in GefiBlendothelzellen brachte folgendes Ergebnis: Alle neun
Tumoren waren komplett negativ fiir uPA, d.h. selbst in den blutgefdBreichen Tumorarealen und
den assoziierten Gefdllendothelien waren keinerlei Signale zu detektieren.

Casslén et al. postulierten 1994 in ihrer Untersuchung des uPA-Gehalts in Zystenfliissigkeit und
Tumorblut, dass uPA eher von Zellen des Tumorgewebes als in Blutgefalendothelien des Tumors
produziert wird. Dies deckt sich mit unseren Beobachtungen, dass auch bei uPA-positiven Féllen
zwar zum.Teil perivaskulér, aber nicht explizit endothelial uPA-spezifische Signale nachzuweisen

sind.
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Alle Adenome waren sowohl in den Stroma- als auch den Tumorzellen uPA-negativ. Dies ist
erstaunlich, da, wie bereits beschrieben, in den bisher zitierten Untersuchungen z.B von Kuhn,
Schmalfeldt u.a fiir Adenome kein vollstindiges Fehlen von uPA festgestellt worden ist. Auch
Borgfeldt et al. fanden 2001 mit der in situ-Hybridisierung Signale tiber den Epithelzellen sowohl
benigner als auch Borderline- und gut differenzierter Tumoren. Wir konnten dies lediglich im
malignen Tumorkollektiv ohne Priaferenz eines bestimmten Differenzierungsgrades nachweisen.
AuBerdem unterliegen auch die nicht bdsartigen Tumoren den physiologischen Einfliissen, wie sie
spater noch dargestellt werden. Deshalb bleibt unklar, weshalb spezifische Signale in fast allen
benignen Fillen fehlten.

Ein lediglich zystisch verdndertes Ovar zeigte ebenfalls keinerlei uPA-Signale, nur in einem
muzindsen gut differenzierten Karzinom waren im vorliegenden Priparat, das in dieser
Schnittebene keinen Tumoranteil aufwies, sowohl einzelne Stromazellen als auch
Gefidllendothelien schwach positiv. Dies betont den deutlichen Unterschied in der Signalexpression

zwischen gut-und bosartigen Tumoren des Ovars.

5.3. uPA-Rezeptor-Signale

Die Intensitdt und —verteilung der uPA-Rezeptorsignale korrelierten iiber Tumorzellen eindeutig
mit abnehmendem Differenzierungsgrad (p=0,01 bzw. p=0,007). Fiir die Stromazellen lieB sich
dies nicht bestétigen.

AulBlerdem bestand eine deutliche Abhédngigkeit der Signalstirke und - verteilung iiber Stroma- und
Tumorzellen von der Tumordignititét (p jeweils <0,001). Damit wird die u.a. von Schmalfeldt et al.
1995, Kuhn et al. 1999 und Borgfeldt 2001 beobachtete Steigerung der Proteinmenge von uPAR
auch auf Transkriptionsebene bestitigt.

Hierbei gab es lediglich zwei bosartige Fille, die weder iiber Stroma- noch iiber Tumorzellen
uPAR spezifische Signale zeigten. Beides waren gut differenzierte Tumoren, wobei einer PAI-1
nur in Stromazellen und der andere PAI-1 und uPA ebenfalls nur in Stromazellen exprimiert
hatten. Die Expression von uPAR in Endothelzellen der anderen malignen uPAR-positiven Fille
war ebenfalls nicht feststellbar, wobei in allen Féllen zur Bewertung das tumorassoziierte Stroma
zugrunde gelegt wurde. Bei den benignen Tumoren lieB sich nur in einem Fall eine schwache, aber
multifokale Expression von uPAR {iber tumorassoziierten Stromazellen feststellen, dabei auch tliber
einzelnen GefdBBendothelzellen. Dieses Préparat war auller einem Fibrom der einzige gutartige Fall,
der auch schwache Tumorzellsignale zeigte. Aufgrund der Ergebnisse im malignen Tumormaterial

lieBe sich nun vermuten, dass es moglicherweise im weiteren Verlauf zu einer histologisch
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sichtbaren Invasivitdt gekommen wire. Der tumorfreie Schnitt des bereits bei der Interpretation der
uPA Expression beschriebenen muzindsen gut differenzierten Karzinoms hatte an mehreren Stellen
- um Gelbkdrpernarben, GefaBendothelzellen und dem perivaskuldren Stroma - mittelstark uPAR
exprimiert, was diese Vermutung erhérten wiirde.

Das erwihnte Fibrom zeigte ebenfalls schwache Signale iiber einzelnen Tumorzellen - da aber nur
noch ein weiteres Fibrom zum Vergleich zur Verfiigung stand, kann eine Interpretation dieses

Befundes in Hinblick auf die Potenz fiir eine mogliche maligne Entartung nicht erfolgen.

5.4. Hormonelle Beeinflussung der Expression von Komponenten des Plasminogen-
Aktivatorsystems

Bei der Interpretation der Befunde der vorliegenden Arbeit kommt erschwerend hinzu, dass sowohl
der Hormonstatus der Patientinnen, ihr pri-, peri-oder postmenopausaler Status als auch, im Falle
von pramenopausalen Patientinnen, deren pré-oder postovulatorische Zyklusphase nicht in die
Bewertungen eingangen sind. Liu und Feng fanden bereits 1992 durch Untersuchung von Ratten-
Ovarialzellen heraus, dass die Produktion von uPA, t-PA und PAI-1 bzw. ihre u.a. durch
Gonadotropine koordinierte Genexpression die Voraussetzung fiir Follikelwachstum und-ruptur ist.
Dies wire fiir die Bewertung von Préparaten primenopausaler Frauen durchaus eine wichtige
Zusatzinformation, denn wie Li et al. 1997 im Tierexperiment nachwiesen, besteht darin auch einer
der moglichen Griinde fiir Unterschiede in der Expression von uPA-, PAI-1- und uPAR-mRNA:
Innerhalb eines normalen Zyklus kommt es unter Beteiligung von uPA zu einer Degradation der
extrazelluliren Matrix widhrend der Zellproliferation und -migration, die mit dem
Follikelwachstum einhergeht. Damit wurden die in dieser Studie festgestellten hohen uPA-Protein-
und Transkriptmengen im Frithstadium des Follikelwachstums und die bis zum erwarteten
Ovulationszeitpunkt stark abfallenden Werte begriindet. Im Gegensatz dazu war fiir PAI-1 und
uPAR genau das Gegenteil festzustellen, was fiir die Regulation der pridovulatorischen
Wiederherstellung der extrazelluldren Matrix (ECM) wichtig zu sein scheint. Auch Liu unterstrich
1999 die Bedeutung einer koordinierten Expression von uPA und PAI-1 in Follikeln der frithen
Zyklusphase fiir die ECM-Degradation. Ebenso wichtig ist die Modulation der proteolytischen
tPA-Aktivitit durch PAI-1 im Hinblick auf eine kontrollierte und zielgerichtete Proteolyse bei der
Ovulation (Liu 1999).
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Zu erwihnen ist dariiber hinaus, dass sowohl der Anstieg der tPA und PAI-1-Expression in
Corpora lutea der Spétphase des Zyklus als auch der Anstieg von uPA- mRNA im Friihstadium der
Corpora lutea- Entwicklung durch den physiologischen abrupten Abfall der Progesteronproduktion
bedingt zu sein scheinen (Liu 1999).

Bereits vor ca 21 Jahren wurde Uber eine Ostrogenabhingige PAI-Aktivititssteigerung in
Brusttumoren von Ratten in vivo und in Zellkultur berichtet (Yamashita et al. 1984). Noch langer
zuriick liegt die Erkenntnis, dass Ostrogen die uPA-Aktivitit im Rattenuterus erhoht (Katz et al.
1976; Kneifel et al. 1982; Peltz et al. 1983). Fiir Progesteron konnte festgestellt werden, dass es die
durch Prolaktin geforderte Stimulierbarkeit der Plasminogenaktivitdt damals noch unbestimmten
Typs in Explantaten von Mammatumoren der Ratte blockiert (Mira-y-Lopez 1983). Des Weiteren
wiesen Casslen et al. 1995 an kultivierten endometrialen Stromazellen nach, dass Progesteron
neben einer Stimulierung der uPA-Degradation eine gesteigerte PAI-1 und uPAR — Expression
bewirkt.

Ovulationsabhiingige Anderungen der Expression von tPA und PAI-1 in Ovarien nach
Gonadotropin (gewonnen aus dem Serum schwangerer Stuten)- und folgender hCG-Stimulation
(humanes Choriongonadotropin) fiihrten bei Ratten zu einer Steigerung der PAI-1-Expression,
hierbei vor allem in Stroma- und Theka externa-Zellen (Shen et al. 1997). Daraus folgerten die
Autoren eine Beteiligung von PAI-1 beim Follikelwachstum, der Ovulation und Luteinisierung.

Es wurde also einerseits durch o.g. Erlduterungen gezeigt, dass eine Hormonabhédngigkeit fiir die
Aktivitidt von Plasminogenaktivatoren in steroidbeeinflussten Geweben besteht, andererseits muss
nicht ausschlieBlich der Hormonstatus der Probandin fiir eine ausgepridgtere oder schwichere
mRNA-Expression verantwortlich sein. Dies wéren auch mogliche Erkldarungen dafiir, warum sich
maligne und benigne Tumoren in der vorliegenden Arbeit nicht anhand ihrer PAI-1-mRNA-
Expression unterscheiden lassen.

Innerhalb der benignen Tumoren liel sich eine PAI-1-Expression in Tumorzellen lediglich in den
untersuchten fiinf Fibromen feststellen. Die stirkste Expression war hier bei einer 30jdhrigen
Patientin ausschlieBlich perivaskuldr und in Endothelzellen zu beobachten. Aber auch die Préparate
der anderen vier Patientinnen (79, 89, 58 und 61 Jahre alt und damit sicher post- bzw.
perimenopausal) zeigten perivaskuldre PAI-1 spezifische Signale.

Fiir die in dieser Arbeit sicher primenopausalen Patientinnen, deren Ovarialpriparate untersucht
wurden, kann bzgl ihres Zyklusstadiums keine Aussage gemacht werden, und auch eine Zuordnung
der anderen Patientinnen in prd-, post- oder perimenopausale Gruppen nur aufgrund von

Altersangaben ist bis auf die eindeutig pri-oder postmenopausalen Patientinnen nicht moglich.
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5.5. Hilus- und Sertolizellen und das Plasminogen-Aktivatorsystem

Unter den benignen Tumoren zeigte lediglich ein Adenom eine mittelstarke uPA-Expression, und
zwar im nicht tumorassoziierten Stroma. Hier waren es bemerkenswerterweise Konglomerate von
Hiluszellen, die an zwei Stellen auffielen. Der Zusammenhang von Hiluszellen und dem
Plasminogenaktivatorsystem ist vor allem in der Fertilisationsforschung gut untersucht worden.
Verfiigbar war v.a. Literatur iiber andrologische Studien: Deutlich wurde die Hormonabhéingigkeit
(des Follikel-stimulierendem Hormons) der Plasminogenaktivitit (uPA und uPAR) und-inhibition
(PAI-1) in Sertoli- und Hiluszellen betont, die hier vor allem fiir den Prozess der Spermatogenese
eine Rolle spielt und zyklischen Einfliissen unterworfen ist. Bereits 1986 wiesen Perrard-Sapori et
al. in vitro nach, dass die gemeinsame Kultivierung von Sertoli-und Hiluszellen in Anwesenheit
von humanem Choriogonadotropin (hCG) zu einem signifikanten Anstieg von FSH-Rezeptoren
und damit FSH-induzierter Plasminogenaktivitit fiihrt. 1993 konnten Liu et al. u.a. feststellen, dass
unter FSH- und cAMP-Einfluss Sertolizellen aus Médusen v.a. tPA und Hiluszellen vor allem uPA
produzieren. Zhang et al. fanden 1997 mittels in situ-Hybridisierung von Rhesusaffenhoden heraus,
dass Hiluszellen fiir sich allein keine Plasminogenaktivitatoren exprimieren konnen, sondern nur in
einer gemeinsamen Kultur mit Sertolizellen. Dies bestdtigt die von Liu et al. 1996 postulierte These
(aufgrund von in vitro-Untersuchungen an Sertoli- und Hiluszellen von Ratten), dass Sertolizellen-
wie auch die Granulosazellen des Ovars-uPA (tPA und PAI-1) sezernieren konnen (siehe auch
Johnson et al. 1997). Aullerdem wurde in diesem Zusammenhang ebenfalls auf die Interaktion
zwischen Sertoli-und Hiluszellen hingewiesen, die fiir eine addquate Antwort auf eine hormonelle
Stimulation durch Gonadotropine essentiell ist.

Hiermit wird die Vielzahl der moglichen Einfliisse auf das Plasminogenaktivatorsystem und damit

auf das Expressionsverhalten der hier untersuchten Ovarialtumoren deutlich.

5.6. Kritische Betrachtung der in situ Hybridisierung

Wie bisher dargestellt, lassen sich nicht alle Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit eindeutig
interpretieren. Zum einen liegt dies sicher an der stark differierenden Anzahl der pro Tumortyp
untersuchten Fille.

Zum anderen konnen die zum Teil sogar widerspriichlichen Ergebnisse darauf zuriickzufiihren
sein, dass es sich bei den Schnitten der untersuchten Tumoren nur um eine Art Momentaufnahme
des zum Zeitpunkt der Entnahme noch vitalen Gewebes handelt. Mit der in der vorliegenden Arbeit
angewandten in-situ-Hybridisierung kann lediglich die RNA-Menge, die zum Zeitpunkt der

Untersuchung (im mittlerweile avitalen Tumorgewebe) noch angehduft vorliegt, im Schnitt
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dargestellt werden. Damit wird jedoch, wie ich spéter noch erldutern werde, den vielfiltigen
zelluldren Interaktions-und Signaltransduktionsvorgidngen, die in einem Tumor ablaufen und zum
Zeitpunkt der Untersuchung noch kein morphologisches Korrelat zeigen, nicht Rechnung getragen.
Die Schnittebene des Priparates spielt ebenfalls eine ma3gebliche Rolle bei der Bewertung. Es
miissten zur sicheren Beurteilung der Tumoren mehrere Schnitte pro Fall hybridisiert werden, da
wir nicht davon ausgehen konnen, mit einem einzigen Schnitt die reprdsentative Ebene des
Priparates getroffen zu haben. Hier mochte ich den Begriff des ,,addquaten Samplings nennen,
den Seidman et al. 2000 in ihre kritische Ubersichtsarbeit bzgl der Untersuchung von serdsen
Borderline-Tumoren einbrachten. In dieser Arbeit schlugen die Autoren eine standardisierte Anzahl
von Schnitten pro Pridparat vor, um die jeweiligen Ergebnisse besser miteinander vergleichen zu
konnen.

Hierin liegt also eine der Schwachstellen der in situ Hybridisierung an lediglich einem Schnitt pro
Fall, und es wire eine Kopplung mit dem Nachweis der uPA/uPAR- oder PAI-1-Antigenmengen

im Tumorzytosol durch ELISA zur Bewertung des gesamten Tumorpraparates von Vorteil.

5.7. Die Bedeutung des Plasminogen-Aktivatorsystems fiir physiologische und

tumorbiologische Prozesse
Auch in normalen Geweben spielen die durch uPA, seinem Rezeptor sowie seinem Inhibitor PAI-1

vermittelten Vorginge extrazelluldrer Proteolyse eine Rolle. Dies ist schon ldnger z.B. fiir die
Angiogenese (Pepper-MS et al. 1991, Rifkin-DB et al. 1990), die Wundheilung (Grondahl-Hansen
et al. 1988; Pepper et al. 1987 und 1992; del Rosso et al. 1990), die Trophoblastenimplantation
und Gametogenese (Sappino et al. 1989) bekannt. Auch in den zyklischen Umbauvorgédngen des
Ovars sind Proteolyse und Wiederherstellung der Extrazelluldrmatrix (Liu et al. 1999) wichtige
Voraussetzungen fiir den koordinierten Ablauf der Ovulation. Entscheidend ist der Unterschied in
der Regulation dieser Vorgidnge in normalen und malignen Zellen und Zellverbidnden. Wie bereits
eingangs beschrieben, ist die Transformation von normalem Gewebe in einen benignen oder
malignen Tumor ein sehr komplexer Vorgang, und genauso sind sein Wachstum, seine
Vaskularisierung und Metastasierung das Ergebnis von bisher nur unvollstindig erforschten
Signalwegen zwischen Tumor- und Stromazellen. Vor allem in Karzinomzellen wird viel uPA
gebildet, um eine gewisse Mobilitdt dieser Zellen im Hinblick auf mdgliche Invasion und
Metastasierung zu erzielen. Die Synthese von uPA und seinem Rezeptor spielen also eine wichtige
Rolle beziiglich des invasiven Potentials der entarteten Zellen (Blasi 1993). Das uPA-System ist

auch an der von Krebszellen gesteuerten Wiederherstellung von Gewebestrukturen beteiligt, die
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durch seine Wirkung zuvor lysiert wurden (Andreasen et al. 2000). Inzwischen ist auch die bislang
unklare Rolle von PAI-1 bei der Tumorinvasion und-metastasierung beleuchtet worden. Grob
vereinfacht ausgedriickt, wurde zunichst postuliert, dass uPA das Tumorwachstum fordert und
PAI-1 dasselbe hemmt. Neuere Studien belegen jedoch, dass ein hoher PAI-1-Gehalt
iiberraschenderweise mit einer schlechteren Prognose fiir die betroffenen Tumorpatientlnnen
einhergeht (beispielsweise fiir Lungenkarzinome: Pedersen et al. 1994 a und b; fiir das
Ovarialkarzinom: Chambers-S. et al. 1998; Kuhn et al. 1999). PAI-1 reguliert nicht nur die
proteolytische Aktivitit von uPA, sondern bestimmt auch die Menge an uPA, die an den uPA-
Rezeptor gebunden wird, um eine Optimierung der Proteolyse bei der Tumorinvasion und
Metastasierung zu erzielen (Conese und Blasi 1995, Blasi 1997). Die Plasmin-vermittelte
Proteolyse ist zwar fiir das Tumorwachstum von entscheidender Wichtigkeit - vor allem aber
wihrend der Genese der Tumorgefdfle scheint eine Kontrolle der Vorgénge durch PAI-1 fiir die

Gefdlstabilisierung und -reifung unabdingbar zu sein (Bajou et al. 2001).

5.8. Die vielschichtige Rolle der Stromazellen
Aber nicht nur die epithelialen Zellen, sondern auch die Stromazellen spielen fiir das

Tumorwachstum und seine Metastasierung eine wichtige Rolle. So konnte von Pyke et al. (1991 a
und b) in Adenokarzinomen des Kolons nachgewiesen werden, dass uPA auch von Stromazellen
exprimiert wird und dass eine Kommunikation zwischen Stroma- und Tumorzellen die
Voraussetzung fiir das invasive Wachstum darstellt. In Tumoren kénnen also nicht nur die
Tumorzellen selbst an den Invasionsprozessen beteiligt sein, sondern auch die mehr oder weniger
direkt benachbarten Stromazellen - hierbei vor allem durch ihre Bereitstellung von Komponenten
des Plasminogenaktivatorsystems zur Proteolyse und Wiederherstellung der ECM (Andreasen et al.
1997). Borgfeldt et al. fanden 1998 eine fast nur in Stromazellen des Ovars lokalisierte uPA-
mRNA Expression, was sie auf die Stromazellen als Hauptproduktionsort fiir uPA schlieen lieB3.

Eine neuere Studie belegt ebenfalls die Bedeutung von nicht direkt am Invasionsort des Tumors
befindlichen Stromazellen fiir das Tumorwachstum (u.a.) in Ovarialkarzinomen. Die Stromazellen
werden durch stromal-epitheliale Zellinteraktion vom sich entwickelnden Tumor rekrutiert, damit
sie den Tumor ihrerseits invadieren und sein Wachstum unterstiitzen. So werden die Stromazellen

zum Tumorstroma (Parrott et al. 2001).
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5.9. Epitheliale mesenchymale Transition

Es wird auch in Zukunft sehr interessant sein, das Stroma der Tumoren ndher zu untersuchen. Zu
erwihnen ist in diesem Zusammenhang die epitheliale mesenchymale Transition, die eine zentrale
Rolle spielt. Gerade im Stroma finden sowohl vielschichtige Zellinteraktionen zwischen Tumor-
und Stromazellen als auch Umwandlungsprozesse statt, was im Folgenden néher erldutert werden
soll: Birchmeier et al. beschrieben 1996 einen komplexen Mechanismus, durch den epitheliale
Zellen eine Konversion zu Zellen mesenchymalen Charakters durchmachen: Zunéchst wird die
Integritit des epithelialen Zellverbandes (vermittelt durch E-Cadherine, die die Zelladhésion der
epithelialen Zellen regulieren) des Tumorgewebes aufgelost. Entweder werden hierfiir die Catenine
(Proteine, die mit dem zytoplasmatischen Anteil der E-Cadherine interagieren) mittels einer
Tyrosinkinase unkontrolliert phosphoryliert, es kommt zu einer (oder mehreren) Mutation(en) des
E-Cadherin-oder Cateningens, oder auf Transkriptions-Ebene kommt es zu einer Repression der E-
Cadherin- Expression. Dies flihrt zu einer verstirkten Expression von uPA, wie Frixen und
Nagamine bereits 1993 anhand der Hemmung der E-Cadherin-Funktion in vitro nachweisen
konnten.

Die epitheliale mesenchymale Transition kommt aber auch physiologischerweise in der
menschlichen Entwicklung vor, z.B. wiahrend der Bildung der mesodermalen Gewebe. Dort laufen
diese Vorginge jedoch zeitlich und ortlich begrenzt ab (Hay 1995). Kontrolliert werden sie durch
die Tyrosinkinase-Aktivitit bzw. durch die geregelte Bereitstellung von Tyrosinkinaserezeptoren
[wie c-Ros, c-Met, c-Neu, c-Ret oder KGF (Keratinocyte Growth Factor)- Rezeptor] v.a. auf
epithelialen Zellen, was im Falle einer malignen Entartung nicht mehr der Fall ist ( Aaronson
1991). Diese Erkenntnisse haben der Krebsbehandlung einige interessante Moglichkeiten eroffnet.
In der internistischen Onkologie werden derzeit vermehrt Tyrosinkinase-Inhibitoren angewendet,
hierbei mit vielversprechenden Ergebnissen vor allem bei gastro-intestinalen Stromatumoren
(GISTs) oder der chronisch-myeloischen Leukédmie (Hochhaus et al. 2001). Die Tyrosinkinase-
rezeptoren brauchen Liganden zu ihrer Aktivierung, z.B. HGF (Hepatocyte Growth Factor) - bzw.
SF/HGF (Surface Factor), EGF (Epithelial Growth Factor) oder TGF-8 (Transforming Growth
Factor). Plasmin und uPA (in an uPAR gebundener Form) sind in die proteolytische Aktivierung
dieser Wachstumsfaktoren eingebunden, und genauso kann auch die Plasmin-katalysierte ECM-
Degradation eine intrazelluldre Signalkaskade durch Verdnderung der Zelladhdsion (s.0.) in Gang
setzen. Die so aktivierten Wachstumsfaktoren kénnen nun ihrerseits u.a. die Expression von PAI-1
(Sato et al. 1990; Odekon et al. 1994) oder uPA/uPAR der Zelle regulieren und ihre Motilitét

beeinflussen (Pepper et al. 1992), was wiederum zu einer Steigerung der Invasivitét fiihren kann.
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Die invadierenden Zellen verlieren dann ihr epitheliales Erscheinungsbild und nehmen eine
spindelformige, fibroblastendhnliche Gestalt an (Behrens et al. 1989; Birchmeier et al. 1996).

In verschiedenen malignen epithelialen Tumoren wurde eine Verringerung oder gar ein Fehlen der
E-Cadherin-Expression nachgewiesen, z.B. in lobuldren (nicht aber duktalen) Mammakarzinomen
(Moll et al. 1993; Gamallo et al. 1993) , kolorektalen Karzinomen (Dorudi et al. 1993; Kinsella et
al. 1993) oder auch Prostata-und Blasen-Karzinomen (Bringuir et al. 1994; Otto et al. 1994 ).

Der Verlust der epithelialen Morphologie korreliert in einigen Tumoren mit einer schlechten
Prognose (Birchmeier et al. 1996).

Aus dem bisher Gesagten ldsst sich ableiten, dass epitheliale Tumorzellen durch die beschriebenen
Mechanismen mesenchymalen Charakter annehmen konnen. Die Folge ist, dass im histologischen
Bild anhand der Zellform die Zugehorigkeit zum Tumor oder Stroma nicht eindeutig zu erkennen
ist. Denn zum einen sind die Zellen mobil - sie konnen in das Stroma migrieren, zum anderen ist
gerade in den Tumorrandgebieten, die in das Stroma {ibergehen, eine eindeutige Unterscheidung
zwischen Tumor-und Stromazelle nicht mehr moglich. Dies ist ein weiterer Punkt, der bei der
Interpretation der Lokalisation von Signalen in der in situ-Hybridisierung beriicksichtigt werden

muss.

5.10. Unterschiedliche Lokalisation von Signalen. Ergebnisse bei verschiedenen Tumoren
mittels unterschiedlicher Untersuchungsmethoden

Unterschiedliche Methoden zum Nachweis von Komponenten des Plasminogenaktivatorsystems
fiihrten bisher zu nicht einheitlichen Ergebnissen. Schon Andreasen et al. (1997) wiesen in ihrem
Reviewartikel iiber die Rolle des uPA-Systems in der Metastasierung darauf hin, dass sich kein
einfaches Metastasierungs-und Invasionsmodell aus den verschiedenen Ergebnissen ableiten ldsst.
Verschiedene Arbeitsgruppen erzielten bei ihren Untersuchungen innerhalb der gleichen
Tumortypen (wie z.B. Lungenkarzinom, Adenokarzinom des Kolons oder Mammakarzinom)
mittels immunhistochemischer Farbung verschiedene Ergebnisse: Skriver et al. beschrieben 1984
fiir das Lewis-Lungenkarzinom, dass uPA nur in Tumorzellen nachzuweisen war. Ebenfalls in
Lewis- Lungenkarzinomen fanden Kristensen et al. 1990 nur in Tumorzellen PAI-1. UPAR wurde
sowohl in Tumorzellen als auch Makrophagen und Mastzellen von Mammakarzinomen
(Christensen et al. 1996) oder nur in Tumorzellen und Fibroblasten (Carriero et al. 1994) gefunden.
Die Untersuchung des Plasminogenaktivator- bzw. Inhibitorgehalts in Tumoren kann hohe Werte
ergeben, die nicht tumorspezifisch sind. So sind z.B. Thrombozyten reich an PAI-1, und in einer

Gewebesuspension eines gut vaskularisierten Tumors kann nicht mehr festgestellt werden, ob PAI-
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1 nun aus den in GefiaBlen enthaltenen Thrombozyten oder den Tumorzellen stammt (Andreasen et
al. 1990). Auch wenn die in diesen Zellen gebildeten Komponenten urséchlich mit dem Tumor in
Zusammenhang stehen, ist nicht zuletzt auch die Tumorzellmasse ein entscheidender Faktor bei der
Messung des Proteingehalts. Maligne Tumoren haben hiufig eine groflere Zellmasse als benigne,
genauso wie besser differenzierte eher aus weniger Zellen bestehen als schlecht differenzierte
Karzinome. So werden auch hier die Ergebnisse in gewisser Hinsicht ein Ausdruck der
Zellmassenverhéltnisse sein (Andreasen et al. 1997).

Auch fiir die in -situ- Hybridisierung gibt es eine Reihe widerspriichlicher Ergebnisse.

So wurde z.B. die uPA-mRNA-Expression von Mammakarzinomen in Tumorzellen und
Fibroblasten beobachtet (Escot et al. 1996), wohingegen die Gruppe um Nielsen (1996) die Signale
iiber Myofibroblasten fand. In Adenokarzinomen des Kolons fanden Delbaldo et al. (1995) uPA-
und uPAR-mRNA nur iiber Entziindungs- und nicht iiber Krebszellen, wohingegen Naitoh et al.
(1995) uPA-mRNA iiber Krebszellen und Myofibroblasten feststellten.

Borgfeldt et al. fanden in schlecht differenzierten Ovarialkarzinomen die Signale liberwiegend in
Stromazellen und kaum in Tumorzellen, wohingegen in gutartigen und gut differenzierten
Tumoren die Signale hauptsichlich in den epithelialen Zellen zu detektieren waren (1998). In der
vorliegenden Arbeit konnten wir keine uPA - Expression in Tumorzellen der gutartigen Tumoren
entdecken. Die uPA-spezifischen Signale waren iiber Stromazellen der malignen Tumoren (31/45)
hdufiger vorzufinden als {iber Tumorzellen (21/45). Dieser beobachtete Trend steht in Einklang mit
den FErgebnissen von Borgfeldt, jedoch lie sich in unserer Arbeit kein Einfluss des
Differenzierungsgrades auf die Expressionsstirke von uPA feststellen.

All diese scheinbar widerspriichlichen Aussagen spiegeln die Komplexitdt dieses Themas wider.
So sind z.B. im Falle des uPA und PAI-1- Proteinnachweises durch immunhistochemische Fiarbung
verschiedene Lokalisationen moglich: In den produzierenden Zellen, an den Bindungsorten und
wihrend / nach der Endozytose durch andere Zellen (Andreasen et al. 1997). Auch der bevorzugte
Nachweis von mRNA {iiber Tumor- und/oder Stromazellen (Borgfeldt 2001) ist ein Ausdruck der
vielschichtigen Kommunikation zwischen verschiedenen Zelltypen mit dem Ziel der optimalen
Tumorausbreitung. Andreasen et al. betonten 1997 aufBlerdem, dass die Detektion von
Komponenten des Plasminogenaktivatorsystems an bestimmten Stellen im Tumor, entweder mit
immunhistochemischen Methoden oder der in-situ-Hybridisierung, noch nichts iiber die Aktivitét
dieser Komponenten aussagt. Zusammenfassend ldsst sich schlieBen, dass man mit
immunhistochemischen Untersuchungsmethoden nicht den priméren Bildungsort der gesuchten

Proteine darstellen kann, sondern lediglich Hinweise auf die Lokalisation zum jeweiligen
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Untersuchungszeitpunkt. Dagegen lassen sich mit der in-situ-Hybridisierung Aussagen iiber den

primdren Syntheseort im Gewebe (Tumor- oder Stromazellen) treffen.

5.11. Schlussfolgerung
Aus den bisher genannten Studien geht hervor, dass die uPA-, uPAR- und PAI-1- Antigenmengen

prognostische Signifikanz fiir verschiedene Tumoren haben. Hierbei ist zur verldsslichen
Vergleichbarkeit der Ergebnisse auch ein standardisiertes Vorgehen zur Aufbereitung und
Konservierung des Tumorgewebes notwendig (Van der Burg 1996).

AuBerdem ist zur Optimierung der Ergebnisse eine Kopplung verschiedener Methoden
vorzuschlagen: Erstens die Antigenmengenbestimmung im Tumor mittels ELISA im Zytosol
homogenisierter Tumoren, zweitens die Feststellung des primdren Syntheseortes und der
Signalintensitit iiber bestimmten Zellen des Préparats durch in situ-Hybridisierung und drittens die
Bestimmung der exprimierten epithelialen und/oder mesenchymalen Antigene durch immunzyto-
chemische Untersuchungen - am besten mittels eines Antikorpersets, das den Aspekt der
epithelialen mesenchymalen Transition und auch das hierbei verdnderte Expressionsverhalten der
Zellen berticksichtigt.

Zum zweiten Punkt ldsst sich sagen, dass die in situ-Hybridisierung, die wir mit radioaktiv
markierten Sonden durchgefiihrt haben, fiir die Routineuntersuchungen sowohl zeitlich als auch
technisch viel zu aufwéndig ist. Sie ist fiir wissenschaftliche Zwecke eine sehr sensitive Methode,
jedoch fiir den klinischen Alltag nicht geeignet. Hierfiir steht mittlerweile die nicht radioaktive in
situ-Hybridisierung zur Verfligung, die schneller, weniger aufwéindig und dariiber hinaus fiir das
Personal nicht radioaktiv belastend ist.

Mit der Kopplung der vorgeschlagenen Untersuchungsmethoden wiirde dem komplexen
Geschehen in Tumorgeweben am echesten Rechnung getragen. Auf jeden Fall sollten die
Tumorzellen und ihr Expressionsverhalten nicht allein und losgeldst vom Gewebezellverband
betrachtet werden, sondern vielmehr in Bezug zu den beteiligten Stromazellen im Tumor

untersucht und interpretiert werden.

5.12. Vorschlige zur Optimierung der Untersuchung

Um repréasentative Ergebnisse zu erzielen, muss den vielschichtigen Vorgdngen wihrend des
Tumorwachstums Rechnung getragen werden. Das bedeutet im Falle der vorliegenden Arbeit, dass
zur sicheren Interpretation noch zusitzliche Untersuchungen der Priparate z.B. auf Expression von

Zytokeratinen (als epitheliale Marker) hilfreich gewesen wiren, welche auch Borgfeldt 1998 zur
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Unterscheidung der stromalen und epithelialen Zellen durchgefiihrt hatte. Doch selbst dann ist das
Ergebnis nicht immer eindeutig. Die morphologisch verdnderten - eigentlich epithelialen Zellen -
scheinen auch ihre Fahigkeiten zur spezifischen Proteinproduktion nach und nach verdndern zu
konnen. Es ist bekannt, dass im Zuge der EMT beispielsweise die Zytokeratinexpression der
epithelialen Zellen verloren geht, aber auch, dass dafiir Vimentin -als eigentlich mesenchymales
Markerantigen -von ihnen produziert werden kann.

Um die Zellen eines Tumors histologisch eindeutig den Stroma - oder Tumorzellen zuordnen zu
konnen, miisste der zu untersuchende Schnitt mit einer Serie von verschiedenen Antikorpern
inkubiert werden, um dadurch moglichst viele Hinweise auf die mesenchymale oder epitheliale

Herkunft der Zellen zu gewinnen.
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6. Zusammenfassung:

Es gibt schon lange Hinweise dafiir, dass das Plasminogenaktivatorsystem eine bedeutende Rolle
beim Tumorwachstum und der Metastasierung spielt. Bisher wurden eine Reihe verschiedener
Tumorarten untersucht und dabei wichtige Erkenntnisse zum Verstindnis der zelluldren Vorginge,
die zu einer sowohl lokalen als auch organiibergreifenden Ausbreitung fiihren, gewonnen.

Nach wie vor scheint jedoch unklar, inwieweit die verschiedenen Zellarten innerhalb des Tumors
(die eigentlichen Tumor-, die tumorassoziierten Stroma- und die zum nichttumordsen Stroma
zdhlenden Zellen ) an der Bildung der Stoffe beteiligt sind, die diese Vorgidnge steuern oder
zumindest beeinflussen konnen. Weiter wére zu kldren, welche Zellen vor allem fiir deren
Produktion verantwortlich sind. Bisher konnten durch die angewandten Methoden, wie z.B.
Immunhistochemie oder in situ-Hybridisierung, keine eindeutigen Ausssagen iiber die Herkunft der

untersuchten mRNA und Proteine gemacht werden.

Mittels der RNA- RNA- in situ Hybridisierung untersuchten wir die Expression von Komponenten
des Plasminogenaktivatorsystems in 45 Karzinomen und 25 Adenomen. Dabei setzte sich das
Untersuchungsmaterial wie folgt zusammen: Bei den Karzinomen wurden 25 serdse, neun
muzindse, vier endometrioide, zwei mischdifferenzierte, zwei Krukenberg-, ein Klarzelltumor und
zweil als G II-Tumoren klassifizierte Ovarialmetastasen anderer Herkunft untersucht. Bei den
Adenomen rekrutierte sich das Material aus 18 serdsen und zwei muzindsen Adenomen und fiinf

Fibromen.

In Abhidngigkeit vom Differenzierungsgrad (G I < G II < G III) fanden wir fiir die malignen
Tumoren eine Zunahme der PAI-I - Signalintensitit iiber tumorassoziierten Stromazellen mit
einem p von 0,043.

Die uPAR — Signale waren {liber den Tumorzellen der weniger differenzierten Tumoren stdrker als

in den gut differenzierten (p = 0,014).
AuBerdem lieB sich in Tumorzellen eine ausgedehntere Verteilung der Signale beobachten (p =
0,007).

Bei der Untersuchung auf eine mdgliche Beziehung zwischen FIGO-Stadium, histologischem

Tumorsubtyp und Signalverteilung und - intensitdt fanden wir fiir keinen der verwendeten Marker
(uPA, uPAR oder PAI-1) eine Abhingigkeit, weder in Stroma — noch in Tumorzellen. Dieses

Seite 66



Ergebnis ist allerdings im Hinblick auf die inhomogene Gruppengrofle innerhalb der einzelnen
Stadien und Typen der vorliegenden Arbeit nur eingeschrinkt aussagekriftig.
Fiir die Signalintensitdt und — verteilung im Zusammenhang mit der Tumordignitét lieen sich fiir

die Karzinome in Stroma- und Tumorzellen eindeutig stirkere und im Schnitt ausgedehnter

verteilte uPA- und uPAR - Signale als fiir Adenome und Fibrome feststellen (p jeweils < 0,001).

In Adenomen konnten wir keinerlei Signale im tumorassoziierten Stroma oder den Tumorzellen
beobachten.

Ebenso war der Anteil der uPA - negativen G III- Karzinome hdher als der der negativen G I- und
G II- Tumoren. Wir konnten damit die in vorherigen Studien beschriebene Zunahme der uPA —

Expression mit zunehmender Entdifferenzierung nicht bestitigen.

Dariiber hinaus fanden wir deutliche Hinweise dafiir, dass die Produktion von Komponenten des
Plasminogenaktivatorsystems sich nicht nur im tumorassozierten Stroma abspielt. Wir fanden
sowohl in gut- als auch bdsartigen Tumoren starke und auch diffus verteilte Signale tiber Corpora
albicantia, dem sie umgebenden Stroma, in GefdBendothel — und perivaskuldren Stromazellen und

in zwei Féllen auch in Hiluszell-Konglomeraten fiir alle drei Ribosonden.

Dies bestitigt zumindest teilweise den bisher postulierten Zusammenhang zwischen der Menge an
exprimierter RNA und dem biologischen Verhalten eines Tumors.

Andererseits wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Produktion von Komponenten des
Plasminogenaktivatorsystems noch von weiteren, in den bisherigen Studien vernachlédssigten,
Faktoren beeinflusst werden kann. Zu nennen sind hier z.B. der hormonelle Status der Patientin
und ihre Zyklusphase zum Zeitpunkt der Tumorentnahme. Um diesen Faktoren Rechnung zu
tragen, ware also eine diesbeziigliche weitere Einteilung des Gewebematerials angebracht.

Bisher ist es fiir das Ovarialkarzinom noch nicht moglich, anhand von Messungen des uPA-,
uPAR- und PAI-1-Antigengehalts im Zytosol verldssliche prognostische Aussagen zu machen.
Dies macht die addquate und individuelle Therapiefestlegung und Risikoeinschidtzung fiir die
betroffenen Patientinnen nach wie vor unbefriedigend. Fir das Mammakarzinom sind
diesbeziigliche Untersuchungen bereits fest etabliert (Harbeck, Janicke et al. 2002). Zur Nutzung
dieser Erkenntnisse fiir das Ovarialkarzinom sind jedoch noch weiterfithrende Untersuchungen
notwendig. Es wird in diesem Zusammenhang auch in Zukunft sehr interessant sein, der Rolle der
Stromazellen in Bezug auf die Expression von Genen, die fiir regulatorisch wichtige Proteine

kodieren, weiter nachzugehen.
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