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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

5-FU= 5-Fluoruracil

AS= Aminosaure

A= Ala= Alanin

G= Gly= Glycin

V= Val= Valin

R= Arg= Arginin

D= Asp= Asparaginsaure

C= Cys= Cystein

S= Ser= Serin

ADP= Adenosindiphosphat

AK= Antikodrper

ATP= Adenosintriphosphat

ATM= ataxia telangiectasia mutated (Erkennung von DNA Schéaden)
ATR= ataxia telangiectasia and Rad3 related protein (Erkennung von DNA Schaden)
AMP= Adenosinmonophosphat

AMPK= AMP-activated protein kinase

Bcl2= B-cell lymphoma 2

BMI= Body Mass Index

°C= Grad Celsius

CA 19-9 = carbohydrate antigen 19-9 (Tumormarker)
CDC25= cell division cycle

CDK-= cyclin dependent kinase

CHK1 und CHK2= checkpoint kinase 1 und 2
cyt= cytoplasmatische Farbung

DNA= Desoxyribonukleinsare

dNTP= Desoxyribonukleosidtriphosphate
EGFR= epidermal growth factor receptor
E2F1= Elongationsfaktor 2

ERK= extracellular signal regulated kinase
FISH= Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
GDP= Guanosindiphoshat

GTP= Guanosintriphosphat

G= Grading (Differenzierungsstatus)

h= Stunde

HDM2= human double minute 2 homolog
HE= Hamatoxylin-Eosin

HER2/neu= human epidermal growth factor receptor 2
HL= high level

INK4= inhibitors of CDK4

KMK= Kaplan Meyer Kurve

KRAS= kirsten rat sarcoma

L= Lymphgefallinvasion

LJ= Lebensjahr

LK= Lymphknoten

LL= low level

M= Metastasierungsstadium

MAPK= mitogen activated protein kinase
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MDM2= mouse double minute 2 homolog

MEK= MAPK/ERK Kinase

mi= Milliliter

MRCP = Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie

MRNA= messenger RNA

MTS1 INK4a/ARF= gesamter Genlocus von p16 und p14ARF bzw. p19ARF in Mausen
min= Minute

mut= Mutation

N= Lymphknotenstadium

nuc= nuclear (Zellkernfarbung)

P16= cyclin dependent kinase inhibitor A= CDKN2A= multiple tumor suppressor 1=
MTS1

PanIN= pankreatische intraepitheliale Neoplasie

PCR= Polymerase-Kettenreaktion

Pn= Perineuralscheideninfiltration

Puma= p53 upregulated mediator of apoptosis

R= Resektionsstatus

RB= retinoblastoma protein (Onkogen)

RNA= Ribonukleinsaure

RKI= Robert Koch Institut

SAS= statistical analysis system

SD= Standardabweichung

T= Tumorstadium

Taq Polymerase= thermus aquaticus thermostabile DNA Polymerase
TRAIL= tumor necrosis factor alpha related apoptosis inducing ligand
TNF= Tumornekrosefaktor

UICC= Union Internationale Contre le Cancer

uPAR= urokinase type plasminogen activator receptor

uPA= urokinase type plasminogen activator (Ligand des uPAR)
U/min= Umdrehungen pro Minute

V= Veneninvasion

pI= Mikroliter

pm= Mikrometer
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1 EINLEITUNG

1.1 Das Pankreas Anatomische Lage und Funktion

Das Pankreas ist ein sekundar retroperitoneal gelegenes Organ. Es befindet sich
zwischen den Nieren und ist von keiner Faszie umgeben. Es wird in einen Kopf, einen
Koérper und einen Schwanz unterteilt. Der Kopf umschliel3t dabei die Arteria
mesenterica superior sowie die Vena portae. Der Ausfuhrungsgang des Pankreas
vereinigt sich mit dem aus der Leber stammenden Gallengang und muindet in das
Duodenum.

Die exokrinen Drisen des Pankreas produzieren taglich ca. 1500-2000 ml eines
isoosmotischen alkalischen Sekrets, welches in das Duodenum abgegeben wird (1).
Das Sekret setzt sich sowohl aus aktiven Enzymen wie Lipase und Amylase als auch
aus inaktiven Enzymen wie Trypsinogen, Chymotrypsinogen und Proelastase
zusammen (1). Die inaktiven Enzyme werden in Granula gespeichert und erst nach
ihrer Ausschuttung in den Gastrointestinaltrakt durch proteolytische Spaltung aktiviert
(1). Die aktivierten Enzyme fuhren zu einer Spaltung von Zuckern, Fetten und
Proteinen. Durch die Spaltung ist eine Aufnahme uber den Danndarm madglich (1).

Das Pankreas produziert zudem endokrine Hormone wie Glukagon, Somatostatin und
Insulin.

Die endokrinen Zellen sind innerhalb des Pankreas in Gruppen angeordnet und
werden als Langerhans Inseln bezeichnet. Sie sind hauptsachlich fur die Regelung

des Blutzuckers verantwortlich.

Eine Entartung der endokrinen Zellen zu neuroendokrinen Tumoren ist moglich (2). Da
sie jedoch nur 1-2% aller Neoplasien des Pankreas darstellen, wird in dieser
Dissertation darauf nur am Rande eingegangen (3, 4). Das Adenokarzinom des
Pankreas kann sowohl aus den Drlsenazini wie auch aus den Gangepithelien

entstehen.
1.2 Inzidenz des Pankreaskarzinoms

Im Jahr 2014 lag die Anzahl der Neuerkrankungen bei Mannern bei 8550 und bei
Frauen bei 8580 pro 100.000 Personen. Damit zeigt sich eine annahernd gleiche
Verteilung der Geschlechter in der Gesamtpopulation. Das mittlere Erkrankungsalter

liegt bei Mannern bei 72 Jahren und bei Frauen bei 75 Jahren. Die
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altersstandardisierten Erkrankungsraten zeigten sich seit 1998 fur Frauen als
tendenziell leicht ansteigend und fur Manner konstant. Aufgrund des
demographischen Wandels ist in der Zukunft mit einer Zunahme der absoluten

Fallzahlen zu rechnen (5).
1.3 Mortalitdt und Prognose

Das Adenokarzinom des Pankreas ist sowohl bei Frauen als auch bei Mannern die
vierthaufigste Todesursache aller Krebserkrankungen (5, 6). Mit einer Funf-dahres-
Uberlebensrate von lediglich 5-9% gehort dieses Karzinom zu den bésartigsten und
todlichsten Neoplasien Uberhaupt (5, 7). Der einzige kurative Ansatz ist die
chirurgische Resektion des Karzinoms und des umgebenden Gewebes.

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ist eine Minderheit von 20% operabel. Daher wird
die Mehrzahl der Patienten mit einem diagnostiziertem Adenokarzinom des Pankreas
palliativ therapiert (8).

Auf Grund der retroperitonealen Lage des Pankreas zeigen sich Symptome haufig erst
im fortgeschrittenen Stadium. Da es nicht von einer naturlichen Barriere umgeben ist,
wachst der Tumor haufig entlang von Nervenfasern und verbreitet sich diffus im
retroperitonealen Raum. Daher besteht eine hohe Rezidivrate, auch nach erfolgter RO-
Resektion (9).

1.4 Klassifikation des Pankreaskarzinoms

Die Stadieneinteilung erfolgt mittels des TNM-Systems der Union Internationale
Contre le Cancer (UICC) (8. Auflage, 2017).

In der TNM-Einteilung definiert das Tumorstadium (T-Stadium) die lokale Grofie und
Ausbreitung des Primartumors, das Lymphknotenstadium (N-Stadium) die
Lymphknotenmetastasierung und Metastasierungsstadium (M-Stadium) das

Vorhandensein von Fernmetastasen (10).

T-Klassifikation

TX  Primartumor nicht beurteilbar

T0 Kein Anhalt far Primartumor

Tis  Carcinoma in situ (PanIN II)

T Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung

T1a Tumor 0,5 cm oder weniger in grofter Ausdehnung

4
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T1b  Tumor groRer als 0,5 cm aber kleiner als 1 cm in grofdter Ausdehnung
T1c  Tumor groRer als 1 cm aber kleiner als 2 cm in grofdter Ausdehnung
T2  Tumor groRRer als 2 cm aber kleiner als 4 cm in grof3ter Ausdehnung
T3  Tumor ist grolRer als 4 cm in grofdter Ausdehnung

T4  Tumor infiltriert Truncus coeliacus, A. mesenterica superior und/oder

A. hepatica communis

N-Klassifikation

NX  Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Lymphknotenmetastasen in 1 bis 3 regionaren Lymphknoten

N2  Lymphknotenmetastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

M-Klassifikation

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

UICC-Stadien
Anhand der TNM-Klassifikation

verschiedene Stadien einteilen.

lassen sich die Pankreaskarzinome

Stadium UICC 2017 TNM-System
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium 1B T2 NO MO
Stadium [IA T3 NO MO
Stadium 11B T1-T3 N1 MO
Stadium I T1-T3 N2 MO
T4 jedes N | MO
Stadium IV jedes T jedes N | M1

Tabelle 1:Stadieneinteilung des Pankreaskarzinom nach der UICC Stand 2017 (10)

in vier
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Grading
Das Grading beschreibt den histologisch ermittelten Grad der Differenzierung der

Tumorzellen. Der Grad der Differenzierung ist von prognostischer und therapeutischer

Relevanz.

G1 Hoch differenziert
G2 MaRig differenziert
G3 Wenig differenziert

Resektionsstatus
Der Resektionsstatus (R-Status) definiert, ob nach erfolgter chirurgischer Resektion

noch Tumorresiduen im Patienten verblieben sind. Der R-Status ist daher prognostisch

relevant.

RO Kein Resttumor mikroskopisch oder makroskopisch verblieben
R1 Mikroskopischer Resttumor im Patienten verblieben

R2 Makroskopischer Resttumor im Patienten verblieben

Status der Lymph-, Venen-, und Perineuralscheideninvasion
Der Befall der Lymphgefale und der Venengefalie wird mit Lymphgefalinvasion (L)
und Veneninvasion (V) angegeben. Ein Wachstum entlang von Nerven wird als

Perineuralscheideninfiltration (Pn) bezeichnet.

LO, VO bzw. Pn0  Kein Nachweis einer Tumorinfiltration der Gefal3e, und der Nerven
L1, V1 bzw. Pn1 Invasives Wachstum und Einbruch in die Gefalde durch den Tumor

bzw. Wachstum entlang der Perineuralscheiden
1.4.1 Neuerungen der Klassifikation

Seit der letzten UICC-Klassifikation von 2010 wurden einige Anderungen in der
Klassifikation des Pankreaskarzinoms vorgenommen (11).

Es wurden in der alteren Klassifikation alle Tumore unabhangig von |hrer Grol3e als
mindestens T3 klassifiziert, wenn sie nicht mehr auf das Pankreas beschrankt waren.
Zudem wurde nur bewertet, ob Lymphknoten befallen waren. Die Anzahl der

befallenen Lymphknoten wurde dabei nicht bertcksichtigt.
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In der aktuellen Klassifikation wird hingegen nur die GroRe des Tumors und nicht seine
Ausbreitung in das umgebende Gewebe sowie die Anzahl der befallenen
Lymphknoten beriicksichtigt, was eine wesentliche Anderung der Klassifikation zur
Folge hatte. Es wird zwischen tumorfreien Lymphknoten (NO), ein bis drei (N1) sowie
vier und mehr (N2) befallenen Lymphknoten unterschieden. Dies zog auch eine

Anderung der Stadieneinteilung mit sich, die in Tabelle 2 aufgezeigt wird.

Stadium UICC 2010 TNM-System

Stadium O Tis NO MO
Stadium 1A T1 NO MO
Stadium I1B T2 NO MO
Stadium [IA T3 NO MO
Stadium 11B T1-T3 N1 MO
Stadium Il T4 jedes N | MO
Stadium IV jedes T jedes N | M1

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Pankreaskarzinom nach der UICC Stand 2010 (11)

Da diese Arbeit im Zeitraum vor 2017 durchgefuhrt wurde, wurde fur die

Datenerhebung und -auswertung die Klassifikation von 2010 verwendet.

1.5 Risikofaktoren

In Studien konnten einige Risikofaktoren fur die Entstehung des Pankreaskarzinoms
identifiziert werden.

Dabei ist Rauchen ein bedeutender Risikofaktor fur die Entstehung des
Pankreaskarzinoms. Das Passivrauchen erhoht das Risiko fur die Entwicklung des
Pankreaskarzinoms um bis zu 50% (12). Kinder, die taglichem Tabakrauch ausgesetzt
sind, haben sogar eine doppelt so hohe Wahrscheinlichkeit, spater im Leben ein
Pankreaskarzinom zu entwickeln (13). Alkoholkonsum konnte nicht eindeutig als
eigenstandiger Risikofaktor identifiziert werden. Eine Metaanalyse zeigte, dass drei
oder mehr alkoholische Getranke pro Tag das Risiko fur ein Pankreaskarzinom um 20-
30% erhdhen (14). Eine Studie mit 1530 Patienten mit einem Pankreaskarzinom
konnte hingegen selbst bei einem taglichen Konsum von 60 g Alkohol pro Tag kein
erhohtes Risiko feststellen (15). Nahrungsmittel, welche das Risiko fur ein
Pankreaskarzinom erhohen, konnten nicht klar identifiziert werden. Der Verzehr von

geraucherten und gegrillten Speisen kann mit einem erhdhten Risiko assoziiert sein

7
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(9). Eine Vitamin C haltige Ernahrung scheint jedoch das Risiko positiv zu beeinflussen
(16). Ubergewicht ist als ein eindeutiger Risikofaktor anzusehen. Mit dem
Korpergewicht steigt das Risiko fur die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms. Ab
einem Body-Mass-Index (BMI) von 25 steigt das Risiko moderat. Uber einem BMI von
35 steigt das Risiko fur alle weiteren funf BMI-Punkte um je 10% an (17).

Ein erhohter BMI ist ein Risikofaktor fur eine Insulinresistenz, die wiederum in einen
Diabetes mellitus Typ 2 Ubergehen kann. Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ 2
sind beide Risikofaktoren flr ein Pankreaskarzinom (18). So haben Patienten, die seit
funf oder mehr Jahren an einem Diabetes mellitus Typ 2 leiden, ein um 50 % erhdhtes
Risiko fur ein Pankreaskarzinom (19). Ein neu aufgetretener Diabetes mellitus kann
auch ein erstes Symptom eines Pankreaskarzinoms sein (20).

Ein weiterer Risikofaktor fur die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms ist eine
chronische Pankreatitis. Die standige Entzindung fuhrt zu Strikturen im Gangsystem.
Durch die Strikturen ist der Transport in das Duodenum gestort. Dadurch kommt es zu
einer vorzeitigen Aktivierung der Verdauungsenzyme im Pankreas (21). Dies fuhrt zu
einer weiteren Ausschuttung von Entzindungsmediatoren. Die
Entzindungsmediatoren und die Verdauungsenzyme verursachen Zellschaden, die zu
einem Pankreaskarzinom fuhren kdnnen (22, 23). Risikofaktoren fur eine chronische
Pankreatitis sind Tabak- und Alkoholkonsum, sowie Hyperlipidamie und Gallensteine
(24).

Ein niedriger soziookonomischer Status erhdht das Risiko an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken. Es besteht ein 80% hoheres Risiko bei der weil3en
bzw. 170% hoheres Risiko bei der schwarzen Bevolkerung. Auch hier waren die
Risikofaktoren wie Tabakrauch, Alkoholkonsum, Ubergewicht sowie Diabetes mellitus
(letzteres besonders bei der schwarzen Bevolkerung) in diesen Populationen erhdht
(25). Das erhohte Risiko der schwarzen Bevolkerung im Vergleich zur weil3en
Bevdlkerung fur ein Pankreaskarzinom wird durch einen hoheren Anteil von Menschen
mit einem langjahrigen Diabetes mellitus erklart (26).

Beim Pankreaskarzinom ist in 7-10% der Falle eine familiare Haufung festzustellen
(27). Von einer familiaren Haufung wird in den meisten Studien dann gesprochen,
wenn zwei oder mehr Verwandte ersten Grades von einem Pankreaskarzinom
betroffen sind (28). Das Risiko fur Personen mit familiarer Haufung ist besonders hoch,
wenn ein Verwandter vor dem 50. Lebensjahr an einem Pankreaskarzinom erkrankt.

Angehorige von Patienten, bei denen keine familiare Belastung nach oben genannten
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Kriterien vorliegt, haben hingegen nur ein moderat erhdhtes Risiko, selbst an einem

Pankreaskarzinom zu erkranken (29).
1.6 Diagnose und Therapie

Diagnostik

Die folgenden Empfehlungen beziehen sich auf die aktuelle S3 Leitlinie von Seufferlein
et al. (9).

Ein generelles Vorsorgescreening wird derzeit nicht empfohlen. Bei einer wie bereits
oben genannten familiaren Belastung sollten im Rahmen von kontrollierten Studien
Screeninguntersuchungen empfohlen werden. Bei Symptomen, die flr ein
Pankreaskarzinom sprechen konnten, wie Oberbauchschmerzen, Inappetenz,
Gewichtsverlust oder Schwache, sollte eine Abdomensonographie und ggf. ein
Computertomogramm erfolgen, besonders wenn die Patienten alter als 50 Jahre sind.
Bei einem neu aufgetretenen schmerzlosen lkterus sollte auf jeden Fall eine
weiterfUhrende Diagnostik erfolgen. Pankreas- und Gallengangskarzinome sind mit
20% die haufigste Ursache eines schmerzlosen lkterus bei Patienten uber 60 Jahren.
Als diagnostische Methoden werden die Abdomensonographie, die Endosonographie,
ein Dunnschicht-Computertomogramm und eine Magnetresonanz-
Cholangiopankreatikographie (MRCP) empfohlen.

Bei Nachweis einer Raumforderung im Pankreas sollte eine laborchemische
Bestimmung des serologischen Tumormarkers CA 19-9 erfolgen. Ein sehr hoher
praoperativer Wert kann ein Hinweis auf eine mdgliche bereits fortgeschrittene
Tumorausbreitung sein, auch wenn die bildgebenden Verfahren dies nicht vermuten

lassen. Zudem kann der laborchemische Tumormarker als Verlaufsparameter dienen

(9).

Therapie

Eine potentiell resektable karzinomverdachtige Raumforderung sollte operativ entfernt
und histologisch aufgearbeitet werden. Die chirurgische Resektion stellt derzeit den
einzigen kurativen Behandlungsansatz dar. Eine adjuvante Chemotherapie sollte auch
nach einer erfolgten RO-Resektion erfolgen, da sich die funf Jahresuberlebensrate von
ca. 10% (nur RO-Resektion) auf ca. 20% (R0-Resektion+ adjuvante Chemotherapie)

erhoht (30-33). Bei einer adjuvanten Chemotherapie wird in der aktuellen S3 Leitlinie
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als Erstlinientherapie die Gabe von Gemcitabin oder 5-Fluoruracil (5-FU) empfohlen.
Beide Substanzen zeigten eine gleichwertige Wirksamkeit (34).

Bei einem nicht resektablen Tumor sollte eine Biopsie zur histologischen Sicherung
erfolgen. Eine palliative Chemotherapie verlangert in Studien die Uberlebenszeit und
sollte, wenn es der Allgemeinzustand des Patienten erlaubt, daher unmittelbar nach
der Diagnosestellung begonnen werden (35). Alternativ kann eine
Kombinationstherapie von Gemcitabin und Erlotinib (EGF-
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor) erfolgen. Die Kombinationstherapie zeigte einen
Uberlebensvorteil von 2 Wochen im Vergleich zur Monotherapie (36). Eine Alternative
bei sehr gutem Allgemeinzustand kann die Gabe von 5-Fluoruracil, Irinotecan und
Oxaliplatin nach dem sogenannten FOLFIRINOX-Protokoll sein. Die FOLFIRINOX-
Therapie zeigte in einer Studie einen Uberlebensvorteil gegeniiber der Gemcitabin-
Monotherapie bei allerdings deutlich erhohter Toxizitat (35).

Bei einem Tumorprogress unter Gemcitabin sollte eine Zweitlinientherapie mit 5-FU
und Oxaliplatin erfolgen (37).

Eine palliative Bestrahlung sollte nur gezielt bei symptomatischen Metastasen zur

Kontrolle von Schmerzen oder Komplikationen erfolgen (9).

1.7 Molekulargenetische Aspekte zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms
1.7.1 KRAS

Kirsten Rat Sarcoma (KRAS) wurde bereits vor mehr als 20 Jahren als eine der
haufigsten Genmutationen des Pankreaskarzinoms identifiziert und wird mit einem
Anteil von ca. 90% in der Literatur beschrieben (38-40). Rezeptortyrosinkinasen leiten
nach Aktivierung durch ihren Liganden ein Signal durch die Zellmembran an die
Innenseite der Zellmembran weiter. Zu den Rezeptortyrosinkinasen gehort auch der
epidermal growth factor receptor (EGFR) sowie der human epidermal growth factor
Receptor 2 (HER2/neu-Rezeptor). KRAS ist ein sogenanntes kleines G-Protein, das
eine zentrale Rolle bei der Verarbeitung von Signalen von der Zellwand in das
Zellinnere spielt. Das Protein kann in einer aktiven Form, die weitere Signalwege
anstoldt, wie auch in einer inaktiven Form vorliegen. Dies geschieht durch eine
Guanosintriphosphat (GTP) Bindungsstelle sowie die Fahigkeit, dieses GTP durch
Abspaltung eines Phosphats zu Guanosindiphoshat (GDP) abzubauen. Dadurch geht

es wieder in seine inaktive Form Uber. Die GTPase Aktivitat wird zusatzlich durch
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weitere GTPase modulierende Proteine gesteuert. Wird KRAS aktiviert, entlasst es
zuerst das GDP und kann nun GTP binden, welches ca. zehnmal haufiger im Zytosol
vorkommt als GDP (41). Bei einer Punktmutation, die typischerweise im 12. Codon
auftritt, wird Glycin (G) durch Asparaginsaure (D), Valin (V), Arginin (R) oder Serin (S)
ersetzt. Dadurch ist die GTPase von KRAS gegenuber GTPase stimulierenden
Proteinen unempfindlich und fuhrt zu einem standig aktivierten KRAS, welches nun
Signalwege aktivieren kann (42, 43). Unter anderem fuhrt eine Aktivierung von KRAS
zu einer Aktivierung der mitogen activated protein kinase/ extracellular signal regulated
kinase (MAPK/ERK Kinase) (MEK). MEK aktiviert durch die extracellular signal
regulated kinase (ERK) den nachgeschalteten MAP Kinase Weg. Dadurch werden
Signale an den Zellkern weitergeleitet.

Die von KRAS angetriebenen Signalwege fuhren zu einer Umstellung des
Zellmetabolismus vom aeroben zum anaeroben Stoffwechsel und zu einer
gesteigerten Glucoseaufnahme der betroffenen Zelle (44). Die Sicherung der
Energieversorgung ist fur die Tumorzelle von entscheidender Bedeutung. Auf den
Zusammenhang der Energieversorgung mit der Tumorentstehung wird im Kapitel zu
c-Myc genauer eingegangen.

Die Bestimmung des KRAS-Mutationsstatus kann von therapeutischer Bedeutung
sein. In einer Studie von Lindberg et al. wurden in immunsupprimierte Mause
verschiedene menschliche Pankreaskarzinome eingepflanzt. Die Mause wurden mit
verschiedenen  Tyrosinkinasen-Inhibitoren ~ behandelt  (Panitumumab  und
Trastuzumab). Ebenso wurde ein Hemmstoff von MEK (Trametinib) in Kombination mit
einem der beiden Tyrosinkinasen-Inhibitoren zur Therapie verwendet. Es zeigte sich
bei den KRAS-mutierten Tumoren lediglich eine moderate Wachstumsreduktion
sowohl bei der Therapie mit den EGFR-Inhibitoren als auch in Kombination mit dem
MEK-Inhibitor. Die Tumore, in denen KRAS als Wildtyp vorlag, zeigten eine deutliche
Wachstumsreduktion nach der Therapie mit den EGFR-Inhibitoren und in Kombination
mit dem MEK-Inhibitor sogar einen Ruckgang des Wachstums (45).

Hayes et. al beschrieben nach einer direkten ERK-Inhibition, bei KRAS-mutierten
Pankreaskarzinomen eine Wachstumsreduktion in 50% der behandelten
Pankreaskarzinomzelllinien. Zudem kam es zu einer Seneszenzinduktion durch die
Uberexpression des zelluldren Proteins p16 und zu einer Reduktion von c-Myc durch

einen vermehrten Abbau (46).
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Abbildung 1: KRAS- Signalweg mit Inhibitoren [in Anlehnung an (46, 47)]

1.7.2 c-Myc

C-Myc (auf Chromosom 824 lokalisiert) gilt als Protoonkogen und zeigt in Tumoren
eine verstarkte Expression bzw. auch Genamplifikation. Witkiewitcz et al. fihrten bei
102 Pankreastumoren eine Sequenzierung der gesamten Protein-codierenden
Desoxyribonukleinsdaure (DNA) durch. Sie konnten bei 45% der Tumoren eine
Genamplifikation feststellen, welche mittels einer Fluoreszenz in Situ Hybridisierung
(FISH) bestatigt wurde (40). Es ist ein Protein, das fur eine Vielzahl an Genen als
Transkriptionsfaktor wirkt. C-Myc flhrt u.a. zu einer verstarkten Stoffwechselaktivitat,
welche die Zelle fur das ebenso aktivierte Zellwachstum und die Zellvermehrung
bendtigt. Ebenso kann c-Myc bei einer Uberexpression auch zur Apoptose der Zelle
fuhren (48). Durch den erhdhten Stoffwechsel kommt es bei mangelhafter Nahr- und
Sauerstoffversorgung zum Abfall von Adenosintriphosphat (ATP) in der Zelle und zum
vermehrten Anfall von Adenosinmonophosphat (AMP). AMP aktiviert die AMP-
activated protein kinase (AMPK), die wiederum durch Phosphorylierung das p53-
Protein stabilisiert und aktiviert (48). Dadurch wird der intrinsische Apoptoseweg, der

im Abschnitt zu p53 genauer erlautert wird, eingeleitet.
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C-Myc kann durch eine erhdhte Empfindlichkeit gegenuber sogenannten
Todesliganden (z.B. tumor necrosis factor alpha related apoptosis inducing ligand
(TRAIL) oder Tumornekrosefaktor (TNF)) den Ablauf des extrinsischen Wegs der
Apoptose erleichtern (49).

Somit reicht eine Uberexpression von c-Myc alleine nicht firr eine bésartige Entartung
der Zelle aus, da bei einer inadaquaten c-Myc Expression die Apoptose eingeleitet
wird. Es muss also zu mindestens einer weiteren Fehlregulation in der Zelle kommen.

Im folgenden Abschnitt werden einige Mdglichkeiten der Tumorentstehung vorgestellt.

Hemmung des c-Myc Abbaus und Wechselwirkung mit p16

Hydbring et al. konnten nachweisen, dass durch die cyclin dependent kinase 2 (cdk2)
das Myc-Protein an der 62. Aminosaure (AS) (Serin) phosphoryliert wird. Hierdurch
kann die Seneszenz durchbrochen und die Zellen wieder zur Teilung angeregt werden
(50, 51). Pelengaris et al. konnten eine Phosphorylierung durch die extracellular signal
regulated kinase (ERK) an der gleichen Stelle nachweisen, was eine verminderte
Ubiquitinylierung und Akkumulation des Myc-Proteins zur Folge hat (52).

Haydes et al. konnten nach ERK-Hemmung einen vermehrten c-Myc-Abbau und eine

erneute Seneszenz mit Reexpression von p16 beobachten (46).

KRAS und c-Myc Zusammenspiel

Das Zusammenspiel von einer c-Myc Uberexpression und einer KRAS-Mutation
scheint das empfindliche Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose bei
einem Genschaden zu storen. Durch das Ungleichgewicht ist eine bosartige Entartung
der Zelle moglich (53). KRAS kann eine von c-Myc eingeleitete Apoptose hemmen.

Der erhdhte Energiebedarf der Zelle kann bei einer vermehrten c-Myc-Expression
durch die KRAS-Mutations-abhangigen Stoffwechselveranderungen gedeckt werden
(44). Somit kann vermutlich eine durch c-Myc induzierte Apoptose, aufgrund eines

Nahrstoffmangels, umgangen werden.

p53 und c-Myc Zusammenspiel

Das Protein B-cell ymphoma 2 (Bcl2) hemmt den intrinsischen Apoptoseweg, der von
c-Myc induziert wird (54, 55).

Bei einem Ausfall von p53 kann Bcl2 nicht inhibiert werden und der intrinsische

Apoptoseweg daher nicht eingeleitet werden.
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Eine erhdhte Aktivitat der cyclin dependent kinase 2 (cdk2) kann wiederum durch einen
Ausfall von p53 ausgeldst werden, was wie oben beschrieben zu einer Akkumulation
von c-Myc fuhrt.

So kénnte das Zusammenspiel von c-Myc und p53 bei der Tumorentstehung erklart
werden.

Die zellularen Proteine c-Myc und p53 scheinen generell wichtige Kooperationspartner
in der Entstehung von Karzinomen zu sein, da dadurch die beiden wichtigsten

Tumorschutzmalinahmen (Apoptose und Seneszenz) umgangen werden.

1.7.3 p16

Das Protein p16 wird durch das auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 lokalisierten
Gen cyclin dependent kinase inhibitor 2A (CDKNZ2A), auch als INK4a/ARF bezeichnet,
codiert (42). INK4a/ARF kann Uber einen alternative reading frame (ARF) auch fur das
Protein p14ARF codieren (56). P16 wird in Mausen als p19 bezeichnet, wobei p14ARF
im Menschen p19ARF in Mausen entspricht.

Die cyclin dependent kinase 4 und 6 (CDK4 und CDK®) interagieren mit Cyclin D. Der
gebildete Komplex phosphoryliert das retinoblastoma protein (RB), welches an den
Elongationsfaktor 2 (E2F1) gebunden ist. Dadurch kann sich E2F1 vom RB I6sen und
im Zellkern Gene aktivieren, deren Proteine fur den weiteren Ablauf des Zellzyklus
bendtigt werden.

P16 hemmt die Aktivitat der Kinasen CDK4 und CDK6 und wirkt so einer Zellteilung
durch einen Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus entgegen (57). Dies erklart die
Bezeichnung fur INK4, welcher fur inhibitors of CDK4 steht (58).

Ca. 95% der Pankreastumoren zeigen eine Veranderung von CDKN2A bzw. seines
Genproduktes (39, 59).

Es konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress die Promotorregion von CDKN2A in
Pankreasepithelzellen stark methyliert. Durch die Methylierung wird das Genprodukt
vermindert exprimiert (60, 61). Oxidativer Stress wird durch Rauchen, chronische
Pankreatitiden, sowie Adipositas verursacht. Dies fuhrt, wie bereits erwahnt, zu einer
Reduktion von p16. Ebenso fuhrt dies auch zu einer haufigen KRAS-Mutation in den
Epithelzellen des Pankreas (22).

Gerdes und Ohtsubo konnten in ihren Arbeiten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit

bei Pankreaskarzinompatienten zeigen, die eine Hypermethylierung der
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Promotorregion oder eine Mutation von CDKNZ2A aufweisen (62, 63). CDKN2A ist
haufig von Punktmutationen betroffen, die einen heterozygoten und einen
homozygoten Genausfall verursachen konnen. Durch eine Punktmutation kann das
exprimierte Protein seine Funktion verlieren (64). Eine homozygote Deletion von
CDKN2A ist in 40% der Falle fir den Ausfall von p16 verantwortlich (65, 66). Etwa
15% der Inaktivierungen gehen auf eine Hypermethylierung und weitere 40% auf den
Verlust erst eines und dann des anderen Allels (loss of heterozygosity) zurick (65, 66).
In einem Experiment an Mausen wurde nach einem bereits bestehenden
Pankreastumor die Expression von intaktem p16 induziert. Dies hatte eine verminderte
Lymphangiogenese, ein vermindertes Tumorwachstum und eine fast vollstandige
Unterdrickung von Lymphknotenmetastasen zur Folge. Auch wenn die molekularen
Mechanismen von p16 in Bezug auf die Metastasierung noch wenig verstanden sind,

so scheint es auch hier eine bedeutende Rolle zu spielen (67).

p53 und p16 Zusammenspiel

Der komplette Genausfall von INK4a/ARF hat noch weitere Folgen, da durch einen
offenen Leserahmen und alternatives Splicing das Protein p14ARF codiert wird,
welches dann ebenfalls ausfallt. In Mausen wird das Gen p19ARF genannt (68).
P14ARF hemmt wiederum das Protein Mouse double minute 2 homolog (MDM2).
MDM2 ubiquitinyliert p53. Durch die Ubiquitinylierung wird die Funktion von p53
gehemmt und sein Abbau gefordert (69). MDM2 wird beim Menschen als Human
double minute 2 homolog (HDM2) bezeichnet. Durch den Verlust von p14ARF wird ein
p53 vermittelter Zellarrest bzw. eine p53 vermittelte Apoptose umgangen oder
zumindest erschwert. Die weitreichenden Folgen einer p53-Hemmung werden

detaillierter im Kapitel zu p53 erklart.
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INK4a/
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RB | p53
Seneszenz intrinsischer Apoptoseweg

Abbildung 2: Auswirkungen von MTS1 INK4a/ARF(42)

p16 Verlust und KRAS-Mutation

In einem Versuch mit p16-knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass der p16-
Verlust alleine nicht zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms reicht. Bei diesen
Mausen war p19ARF aber nach wie vor intakt. Zusammen mit einer Punktmutation

von KRAS an der Stelle 12 konnte jedoch die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms
induziert werden (70).

1.7.4 p53

P53 ist eines der bekanntesten Tumorsuppressorgene und wurde bereits 1992 von

Lane im Nature Magazin als ,Wachter des Genoms" bezeichnet und ein Jahr spater
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vom Wissenschaftsmagazin Science zum Molekul des Jahres gewahlt (71, 72). Das

zeigt die Bedeutung, die p53 in der Entstehung von Krebs zugeschrieben wird.

P53 als ,,Wachter des Genoms*“ durch die Aktivierung des ATM/ATR-Pfads und
Arrest des Zellzyklus

Die beiden Enzyme ataxia telangiectasia mutated (ATM) und ataxia telangiectasia and
Rad3-related protein (ATR) erkennen DNA-Schaden. Bei einem erkannten DNA-
Schaden aktivieren ATM und ATR durch Phosphorylierung die Checkpoint Kinasen
(CHK2 und CHK1) (73). Die Kinasen fuhren Uber einen downstream-Mechanismus zu
einer Phosphorylierung und Inaktivierung der cell division cycle (CDC25)
Phosphatase.

Die CDC25-Phosphatase spaltet in ihrem aktiven Zustand aktivierende
Phosphatgruppen von cyclin/CDK-Komplexen ab (74). Durch die Dephosphorylierung
werden die cyclin/CDK-Komplexe inaktiviert.

Die beiden Enzyme ATM und ATR phosphorylieren neben CHK1 und 2 auch p53.
Durch die Phosphorylierung ist die Aktivitdt von p53 gesteigert. P53 flhrt zu einer
verminderten Expression der CDC25-Phosphatase (75).

P53 fuhrt zur Transkription von p21. P21 hemmt CDK2, das RB phosphoryliert. RB
wird durch eine Phosphorylierung inaktiviert, also durch den Wegfall der CDK2
vermittelten Hemmung aktiviert. Somit hemmt p21, ahnlich wie p16, die Freisetzung
von E2F1, was zu einem Arrest des Zellzyklus fuhrt (76, 77).

P53 wird, wie bereits im Kapitel zu p16 beschrieben, von MDM2 gehemmt. P53 ist
jedoch auch ein Transkriptionsfaktor fur MDM2 und bildet somit einen negativen
Feedbackmechanismus, um einer  Uberschie3enden p53 Expression
entgegenzuwirken (78).

Durch dieses fein justierte System wird kontrolliert, ob das Genom einer Zelle soweit
intakt ist, dass sie sich weiter teilen kann ohne genetische Schaden bei ihrer Teilung

zu vervielfaltigen.

p53 induzierte Apoptose

Bei hohen p53-Konzentrationen leitet p53 die Apoptose ein. Dies geschieht
hauptsachlich durch das Protein p53 upregulated mediator of apoptosis (Puma). Wie
der Name bereits vermuten lasst, wird Puma durch p53 starker exprimiert (55). Puma

bindet mit hoher Affinitat an die antiapoptotischen Proteine der Bcl2-Familie. Im
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gebundenen Zustand bilden sie keine Heterodimere mehr mit Bax. Dadurch liegt Bax

frei vor und leitet den intrinsischen Weg der Apoptose ein (79).
1.7.5 uPAR und uPA

Urokinase type plasminogen activator receptor (UPAR) ist ein hochglykosiliertes
Protein, das mit Hilfe eines Glycosylphosphatidylinositol-Ankers an der Zellmembran
anheftet. Als Oberflachenprotein wird es zudem als CD87 bezeichnet. Bindet nun sein
Ligand die Serinprotease urokinase type plasminogen activator (uPA), mit seiner
Wachstumsfaktor-ahnlichen Domane an uPAR, so hat dies zwei wesentliche Folgen
(80). Ein Effekt ist die Einleitung einer extrazellularen Proteolyse. Ein weiterer Effekt
ist das Einleiten einer Signalkaskade Uber Transmembranproteine in das Innere der
Zelle. Das Signal wird dabei Uber den MAPK-Pfad fortgeleitet (81). Der Signalweg
wurde bereits in mehreren Studien untersucht (82-85). Es besteht ein positives
Feedback zwischen der uPAR/UPA Expression und einer Aktivierung des MAPK-Pfads
(86). Durch die extrazellulare Proteolyse wird dem Tumor eine Invasion ins Gewebe
und damit auch eine Metastasierung ermdglicht. Die Metastasierung hat ein kurzeres
Gesamtuberleben der Patienten zur Folge (87).

Die intrazellulare Signalkaskade und die Lyse der extrazellularen Matrix haben zudem
auch eine gesteigerte Angiogenese und ein gesteigertes Zellwachstum zur Folge (82,
88).

In einem Review Uber das Urokinase-System und seine Rolle bei der Entstehung von
bdsartigen Tumoren wurden die molekularen Mechanismen naher beleuchtet.

Es wurde gezeigt, dass in Gliomazellen, bei denen uPAR Uber einen Antisense-Vektor
ausgeschaltet wurde, eine deutlich hohere Menge von TRAIL-Rezeptoren messenger
RNA (mRNA) vorliegt. Diese Zellen gingen daher haufiger in die Apoptose Uber (89).
Scheinbar werden durch das uPA/uPAR-System die TRAIL-Rezeptoren an der
Zelloberflache vermindert und somit die Einleitung des extrinsischen Apoptosewegs
auch durch TRAIL-Protein tragende Zellen, wie zum Beispiel B-Lymphozyten,
umgangen.

Von Wick und seiner Arbeitsgruppe konnte eine Korrelation zwischen einer erhéhten
Bcl2-Expression und einer erhohten Konzentration von uPA-mRNA in Gliomazellen

nachgewiesen werden (90).
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung

Das Patientenkollektiv bestand aus Patienten, bei denen zwischen 2006 und 2011 ein
Pankreaskarzinom diagnostiziert wurde und die in der chirurgischen Universitatsklinik
Mannheim operiert wurden. Es wurden die Daten zu Alter, Geschlecht, Tumorgrolie,
Lymphknotenstatus, Perineuralscheideninfiltration, Veneninfiltration,
LymphgefaBinfiltration, Resektionsstatus, Tumorstadium, Uberlebenszeit, Grading,
KRAS Mutation, c-Myc Amplifikation, c-Myc Expression, uPAR Amplifikation sowie die
p16 und p53 Expression erfasst und analysiert. Ein Teil der Daten stammte aus der
Pankreasdatenbank, welche uns freundlicherweise von der Chirurgischen
Universitatsklinik Mannheim (damaliger Direktor: Prof. Dr. S. Post) zur Verfigung
gestellt wurde. Des Weiteren wurde in der Gewebsdatenbank des Instituts fur
Pathologie der Universitatsmedizin Mannheim nach weiteren Pankreaskarzinomen
gesucht. Die archivierten Paraffinproben wurden mittels molekulargenetischer und
immunhistochemischer Methoden untersucht. Die bereits erhobenen histologischen
Daten wurden aus den Pathologieberichten GUbernommen. Die klinischen Daten zur
Uberlebenszeit wurden telefonisch tiber den Hausarzt oder Angehérige der Patienten
erhoben oder dem klinischen Informationssystem der Universitatsklinik Mannheim
entnommen.

Ein entsprechendes Ethikvotum der medizinischen Fakultat Mannheim der Universitat
Heidelberg liegt unter dem Aktenzeichen 2012-296N-MA vor. Die statistische
Auswertung erfolgte mit der Unterstitzung der Abteilung fur medizinische Statistik,
Biomathematik und Informationsverarbeitung der Universitat Heidelberg Fakultat
Mannheim unter der Leitung von Frau Prof. Dr. sc. hum. habil. Christel Weil3. Es wurde
das statistical analysis system (SAS) verwendet.

Ziel dieser Dissertation war es, molekularbiologische Daten zur genauen
Charakterisierung des Pankreaskarzinoms und seiner Vorstufen zu sammeln. Die
Merkmale wurden in Bezug auf ihre Uberlebensprognose, die lymphatische
Metastasierung, sowie den Differenzierungsgrad untersucht. Die Marker konnten alle
bereits in anderen Publikationen mit der Tumorentstehung in Verbindung gebracht
werden. Ob sie sich jedoch auch als prognostische Marker erweisen, ist haufig

entweder umstritten oder noch nicht hinreichend untersucht.
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2.2 KRAS-Mutationsanalyse
2.2.1 Allgemeine Chemikalien

Aqua ad iniectabilia Braun

Ethanol 100% AppliChem, Darmstadt
Natriumacetat AppliChem, Darmstadt
Xylol J.T. Baker, Deventer, Niederlande

2.2.2 Material fir die DNA-Extraktion

Lysis Solution (Kit Puregene Tissue Core B) Qiagen, Hilden

Proteinase K Qiagen, Hilden
RNAse A Solution Qiagen, Hilden
Protein Precipitation Solution Qiagen, Hilden
Isopropanol AppliChem, Darmstadt
Hydration Solution Qiagen, Hilden

2.2.3 Material fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Forward-Primer BRINK F Metabion, Martinsried
AGGCCTGCTGAAAATGACTGAATA

Reverse-Primer BRINK R Metabion, Martinsried
TAATACGACTCACTATAGGG

Complete Buffer Bioron GmbH, Ludwigshafen
Desoxyribonucleosidtriphosphate Fermentas, St. Leon-Rot
Taqg-Polymerase Bioron GmbH, Ludwigshafen

2.2.4 Material fur die Sequenzierung

Forward-Primer BRINK F Metabion, Martinsried
AGGCCTGCTGAAAATGACTGAATA

Reverse-Primer BRINK R Metabion, Martinsried
TAATACGACTCACTATAGGG

BigDye v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Darmstadt
BigDye Sequencing Buffer Applied Biosystems, Darmstadt
HiDi-Formamid Applied Biosystems, Darmstadt
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2.2.5 Gerate fur die KRAS-Bestimmung

Spektrophotometer Nana Drop ND 1000
Durchlichtmikroskop

Inkubator

Thermocycler

Thermoblock

Heizplatte Prazitherm

Vortexer

Zentrifuge 5415R

Zentrifuge fur PCR-tubes

3130 Genetic Analyzer

Sequencing Analysis 5.2. Software

2.2.6 Entparaffinierung

PeqglLab, Erlangen

Leitz, Wetzlar

Binder, Tuttlingen

PeglLab, Erlangen

Kleinfeld Labortechnik, Gehrden
Stork-Tronic, Stuttgart

Janke & Kunkel, Staufen
Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt

1. Die Schnitte fur ca. 10 Minuten (min) auf einer Heizplatte bei 70°C erwarmen,

bis das Paraffin flussig ist

2. Einlegen der Schnitte fur 2x 10 min in ein Xylol Bad

Auswaschen in einer absteigenden Ethanolreihe fur jeweils 5 min (2x 100%,

90% und 70%)

4. AnschlieRendes Waschen fir 2x 2 min in deionisertem Wasser

2.2.7 DNA-Extraktion

Um die DNA aus den in Paraffinblocken eingebetteten Pankreaskarzinomen zu

gewinnen, wurde zunachst mittels eines angefertigten Hamatoxylin-Eosin- (HE)

Schnittes der Tumor im Schnitt identifiziert und mit einem Filzstift markiert. Ein weiterer

Schnitt des Tumors wurde entparaffiniert und das dem Tumor entsprechende Areal

vom Objekttrager abgekratzt, um die DNA daraus zu extrahieren.

Die DNA-Extraktion aus dem Tumorgewebe wurde folgendermalRen durchgefihrt:

1. Tumorgewebe + 300 Mikroliter (ul) (Lysis Solution) + 1,5 ul Proteinase K

2. 25 mal invertieren
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

werden.

bei 55°C ca. 3 Stunden inkubieren, bis das Gewebe vollstandig lysiert ist
bei 4°C 1,5 yl RNAse A Solution zum Lysat dazugeben

25 mal invertieren

bei 37°C fur 30 min inkubieren

Lysat 1 min auf Eis stellen

100 pl Protein Precipitation Solution zum Lysat geben

20 sek vortexen

. Lysat nun fir 3 min bei Raumtemperatur mit 14 000 Umdrehungen pro Minute

(U/min) zentrifugieren
o es bildet sich ein festes, dichtes, randbildendes Pellet aus Proteinen
o falls dies nicht geschieht: Lysat nochmals fur 5 min auf Eis stellen und

anschliellend 3 min zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Zugabe von 300 ul 100% Isopropanol

50 mal invertieren (nun ist ein fadenahnliches Pellet sichtbar)

1 min bei Raumtemperatur bei 14000 U/min zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet mit 300 pl 70% Ethanol waschen

Mehrmals invertieren

1 min bei Raumtemperatur mit 13.000 U/min zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet mit der DNA bei Raumtemperatur ca. 5-10 min trocknen lassen

Zugabe von 50 ul Hydration Solution

1 h bei 65°C inkubieren

Nun kann die DNA-Konzentration gemessen werden und die DNA bei —20°C

gelagert werden

2.2.8 Konzentrationsbestimmung der DNA

Nach der Extraktion wird mittels Spektralphotometrie die Konzentration der geldsten
DNA bestimmt. Der Vorteil des verwendeten Nanodrop-Spektralphotometers ist, dass
keine Kuvette verwendet werden muss. Durch den sehr kurzen Weg, den das Licht

durch die zu messende Losung zurlcklegt, kann auf eine Verdinnungsreihe verzichtet

Zunachst wurde das Spektralphotometer mittels 2 pl DNA-template geeicht.
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Zur Messung wurden die DNA-Pellets wieder in 12 pl destilliertem Wasser geldst und
das Gerat mit 2 pl der Losung bestuckt.
In allen Fallen konnte die notwendige DNA-Konzentration von 100

Nanogramm/Mikroliter (ng/p) erreicht werden.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Ansatz bei einem Reaktionsvolumen von 25 pl

Primer BRINK F 1,5 pl

Primer BRINK R 1,5 pl

Complete Buffer (Bioron) 2,5yl
Desoxyribonucleosidtriphosphate (ANTP) 2 ul

Tag-Polymerase 0,2 ul

DNA variabel (100 ng/ pl)

Aqua ad iniectabilia variabel (je nach DNA-Menge)

Es wurde ein Mastermix bestehend aus Primern, Complete Buffer,
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), und der thermostabilen DNA Polymerase
(Tag-Polymerase) erstellt. 7,7 pyl des Mastermixes wurde mit der Tumor-DNA
vermischt. Es wurde mittels der zuvor spektralphotometrisch gemessenen
Konzentrationen darauf geachtet, dass ca. 100 ng der Tumor DNA in jedem Ansatz

waren. Das Restvolumen wurde mit destilliertem Wasser auf 25 ul aufgefullt und der

Thermocycler damit bestickt. Nach einer initialen Denaturierung, was zu einem
Trennen der DNA-Doppelstrange fuhrt, kénnen sich die Primer an die DNA-
Einzelstrange anlagern und die Taq Polymerase bildet mittels der dNTPs einen neuen

komplementaren DNA-Strang. Die einzelnen Schritte sind wie folgt angegeben.

Initiale Denaturierung: 5 min bei 95°C
Denaturierung: 1 min bei 94°C

Anlagerung: 1 min bei 58°C

Elongation: 2 min bei 72°C

Die Schritte 2-4 werden insgesamt 30 mal wiederholt
Endextension: 10 min bei 72°C

Kdhlung: bei 4°C

N o g bk~ w b=
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Nach erfolgter Vervielfaltigung erfolgt die Ethanol-Fallung der DNA
1. PCR Produkt vollstandig in ein Eppendorfgefal} pipettieren
2. 2,5 Vol Ethanol (100%) und 0,1 Vol Natriumacetat (3 M, pH 5,2) zugeben und
mischen
15 min bei 4°C zentrifugieren mit 14 000 U/min
Uberstand abkippen
300 pl Ethanol (70%) zugeben
Uberstand sofort wieder abkippen

2L

7. PCR-Pellets im Eppendorfgefal} lufttrocknen lassen
Anschliel3end erfolgt eine erneute DNA-Konzentrationsbestimmung, wie bereits oben

beschrieben.
2.2.10 Prinzip der Sequenzierung

Frederick Sanger erhielt 1980 fur die Sequenzierung der DNA den Nobelpreis flr
Chemie. Es wurde dadurch mdglich, die Basenabfolge von DNA zu bestimmen (91).
Die Methode des Kettenabbruchs wurde auch in dieser Arbeit zur Sequenzierung des
KRAS-Gens benutzt. Es erfolgte mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequenzing
Kit und wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Die erhaltenen DNA-Strange wurden nach erfolgter Ethanolfallung erneut mit 25 pl

HiDi Formamid geldst, luftblasenfrei auf die Sequenzierplatten pipettiert und die
fluoreszierenden Didesoxynukleotide mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Die
Elektropherogramme wurden anschlielend mittels der Sequencing Analysis 5.2.

Software ausgewertet.

Abblldung 3: KRAS Wildtyp mit der Basenabfolge GGT in Codon 12 (47)
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Abbildung 4: heterozygote G12V Mutation mit der Basenabfolge GGT/GTT in Codon 12 (47)

Ansatz zur Sequenzierung
BigDye v1.1 Cycle Sequenzing Kit
BigDye Sequencing Buffer 5x
Primer (Forward oder Reverse)
PCR-Produkt

Aqua dest.

2 ul

3 ul

0,5 ul

variabel (40 ng)

variabel je nach DNA-Menge

Sequenzierung im Thermocycler
1. Initiale Denaturierung durch schnelles Erhitzen (1°C/sek) auf 96°C fur 1 min
2. Dieser Schritt wird 25 mal wiederholt
a. Schnelles Erhitzen (1°C/sek) auf 96°C
b. 96°C fur 10 sek
c. Schnelles Abkuhlen (1°C/sek) auf 50°C
d. 50°C fur 5 sek
e. Schnelles Erhitzen (1°C/sek) auf 60°C
f. 60°C flr 4 min
3. Schnelles Abkuhlen (1°C/sek) auf 4°C
4. Abkulhlen bei 2-8°C
5. AnschlieRend erfolgt eine erneute Reinigung durch Ethanolfallung, wie bereits

oben beschrieben.
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2.3 FISH (Fluoreszenz-in-Situ-Hybidisierung)

2.3.1 Material fur die FISH-Analyse

Fluoreszenzstabilisator

Denaturierungslosung
Immersionsol
Pepsinldsung
c-Myc-Sonde
u-PAR-Sonde

Hybridisationspuffer

Waschpuffer

DAPI/Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA
FISH Pretreatment Solution  Citric1, ZytoVision,
Bremerhaven

Fluka Immersionsol , Sigma-Aldrich, Steinheim

Pepsin Solution, ZytoVision, Bremerhaven

SPEC CMYC/CEN 8 Dual Color probe, ZytoVision,
Bremerhaven

ON uPAR (19913)/ 19p13 Dual Color probe, Poseidon,
Amsterdam

SSC Loésung (SSC= sodium saline citrate), ZytoVision,
Bremerhaven

Wash Buffer A, ZytoVision, Bremerhaven

2.3.2 Gerate und Materialien

Objekttrager Adhasions-Objekttrager  SuperFrost®  plus, Langenbrinck
Emmendingen

Hybridisator Hybridizer (Denaturierung/Hybridisierung), Dako, Hamburg

Heizbad Tissue Flotation bath, Medite, Burgsdorf

Montagekleber Fixogum®, Marabu, Tamm

2.3.3 Material fur die Mikroskopie

Durchlichtmikroskop

von Leitz

Einfachbandpass-Filter (DAPI, FITC, Orange) von Olympus

Fluoreszenzmikroskop BX41 von Olympus

120 W Lampe, Exfo, X-cite Series 120 Q von Lumen dynamics

Kamera UC 30
Mikroskopie Software

Mikroskopie Software

von Olympus
cell*F soft imaging system
E8400, Core2Duo, 3,0 GHz

Fujitsu-Siemens
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2.3.4 Prinzip der FISH

Bei diesem Verfahren werden einzelne Genloki bzw. deren RNA-Abschriften im
Zellverband markiert. Dabei werden komplementare DNA- bzw. RNA-Sequenzen des
zu untersuchenden Abschnitts mit einem fluoreszierenden Marker versehen (92). Um
die markierte Sequenz nun in den Zellkern zu transferieren, bedarf es einer
physikalischen, chemischen oder enzymatischen Vorbehandlung des Gewebes.

In dieser Arbeit wurden die Proteine zuerst in einer Pufferlosung bei 98°C denaturiert
und danach mit einer Pepsinldsung angedaut.

Nun kann die Sonde aufgetragen werden, welche sich per Diffusion bis in den Zellkern
ausbreitet. Damit die Sonde binden kann, muss die DNA vorher denaturiert werden.
Sonde und Genlokus hybridisieren und bleiben nach dem Auswaschen des restlichen
Markers gebunden.

Der Marker wird mit Hilfe einer Fluoreszenzlampe, welche ein passendes
Wellenlangenspektrum besitzt, angeregt und emittiert markerspezifisch eine
bestimmte Wellenlange.

Durch verschiedene Filter lassen sich so verschiedene Marker sichtbar machen und
es ist moglich, zum Beispiel zwischen einer Amplifikation und einer Aneuploidie zu

unterscheiden.
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Zielsequenz Proben DNA
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Abbildung 5: Schematischer Ablauf der FISH (aus 93)

2.3.5 Versuchsprotokoll FISH c-Myc

Die Durchfuhrung der FISH-Farbung orientierte sich im Wesentlichen an den
Herstellerangaben von ZytoVision®.
1. Schneiden von 2 Mikrometer ( «m) diinnen Scheiben vom Paraffinblock und
trocknen der Schnitte Uber Nacht bei 37°C
2. Entparaffinieren der Schnitte
3. Kochen in Denaturierungslésung bei 98°C fur 15 min
4. Waschen mit deionisiertem Wasser und vorsichtiges Abtrocknen mit einem
Papiertuch
5. Auftragen von Pepsinlésung und Andauen des Gewebes bei 37°C im
Hybridizer
6. Abbruch der Verdauung durch Hybridationspuffer (Bei c-Myc keine
Verdunnung, bei uPAR Verdunnung des Puffers auf 50% mit deionisiertem
Wasser)
7. Waschen der Schnitte in deionisietem Wasser und Entwasserung in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 90% und 100%)
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8. Auftragen der FISH-Sonde, Abdecken mit Deckglaschen und Versiegeln der
Rander mit Fixogum®

9. Nach Trocknen des Montageklebers und Einlegen in den Hybridisator; nach
einmaligem Erhitzen auf 70°C zum Trennen der DNA-Strange wird die Probe
bei 37°C uber Nacht inkubiert

10. Ablésen des Montageklebers und Abloésen des Deckplatichens im
Waschpuffer und anschlie3endes Belassen im Waschpuffer fur 2x 5 min bei
39°C; Verdlinnen des Waschpuffers bei 4ml Waschpuffer mit 96 ml
deionisiertem Wasser bei c-Myc und 2 ml Waschpuffer auf 98 ml deionisiertem
Wasser bei uPAR;

11. Entwassern mit aufsteigender Ethanolreihe (70%, 80% und 100%)

12. Blasenfreies Auftragen des Fluoreszenzstabilisators (DAPI) und Entfernen
des Uberschusses mittels eines Filterblocks

13. Lagerung der Schnitte in Dunkelheit und bei 4°C

2.3.6 Versuchsprotokoll uPAR-FISH

Das Versuchsprotokoll orientiert sich an dem Protokoll der c-Myc-Farbung. Mit
anfanglich gleichem Protokoll zeigte sich jedoch eine viel zu starke Anfarbung. Es war
sehr schwierig, eine wirkliche Chromosomenfarbung von einem Artefakt zu
unterscheiden. Daher wurde das Farbeprotokoll immer wieder verandert, um mit den

gleichen Puffern und Losungen eine qualitativ zufriedenstellende Farbung zu erhalten.

Die entscheidenden Anderungen zum c-Myc Protokoll lagen in einem Waschschritt mit
einem durch deionisiertes Wasser um 50% verdunnten SSC Puffer nach dem
Proteinaseverdau. Dies war der entscheidende Schritt, um Artefakte zu vermeiden. Es
zeigte sich, dass sonst auch bei wiederholten Auswaschungen der Puffer nicht
suffizient von den Schnitten entfernt werden konnte und zu starken Artefakten fuhrte.
Die zweite Anderung war weniger ausschlaggebend, fiihrte jedoch zu einer fast
vollstandigen Elimination der Artefakte. Nachdem die Sonde uber Nacht in das
Gewebe der Schnitte diffundiert war und sich an die DNA angelagert hatte, wurde am
nachsten Tag die Uberschussige Sonde mit einem verdiunntem Waschpuffer
ausgewaschen. Anstatt eine Mischung mit 4 ml Waschpuffer auf 100 ml zu verdunnen,

wurden nur 2 ml des Waschpuffers auf 100 ml verdinnt.

29



Material und Methoden

2.3.7 Auswertung der FISH

Die Auswertung der c-Myc- und der uPAR-Schnitte erfolgte mit einem
Fluoreszenzmikroskop. Dabei wurde in fast volliger Dunkelheit mikroskopiert, um ein
Ausbleichen der Schnitte zu vermeiden. Als sehr empfindlich zeigten sich hierbei
besonders die uPAR Schnitte. Es zeigte sich, dass die uPAR Sonde empfindlich auf
den DAPI Filter reagierte. Setzte man sie zu lange diesem Licht aus, so verblasste die
Farbung fast vollstandig. Es zeigte sich jedoch, dass sich nach einer Nacht im
Kdhlschrank 4°C die Farbung wieder erholt hatte und auch dann wieder eine gute
Auswertung moglich war. Es wurde hierbei das Verhaltnis von Centromer zum Gen
ausgezahlt. Die Einteilung wurde wie in der Arbeit von Hildenbrand et al. gewahlt (82).
Als low-level-Amplifikation (LL) wurde ein Gen:Centromer Verhaltnis von 2:1 und 3:1
definiert. War das Verhaltnis grof3er als 3:1, wurde der Fall als high-level-Amplifikation
(HL) bezeichnet.

Waren mehr als zwei Genmarkierungen sichtbar, aber auch die Centromere
vervielfaltigt, und ist damit das Verhaltnis weiterhin 1:1, so handelte es sich um eine

Aneuploidie.

Exzitationslampe Fluoreszenzlicht
zum Okular

A
Exzitations- Emissions-

1
Spiegel im /\ - , e
Lampen- - ’n :
gehduse — ’U N Farbteiler
T A

Kollektor- Objektiv
linse

1
1
r N :
—_— Exitations- Objekttrager
Strahlung mit Praparat

—---—-> Emissions-

\ Strahlung/

Abbildung 6: Aufbau und Strahlengang eines Fluoreszenzmikroskops, modifiziert nach
Abbott/Vysis, Inc., Downers Grove, IL, USA, Produktkatalog (1999-2000)(93)

-
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2.4 Immunhistochemische Farbungen

2.4.1 Prinzip der immunhistochemischen Farbung

Bei der immunhistochemischen Farbung werden spezifische Antikorper (AK) fur das

zu farbende Protein verwendet. Nach erfolgter Protein-Antikorperbindung werden die

Sekundarantikorper,
enzymatische Reaktion

immunhistochemischen

welche sich dem Primarantikdrper anlagern, Uber eine

angefarbt und dadurch sichtbar gemacht. Die

Schnitte werden anschlieBend am Lichtmikroskop

ausgewertet und bei der p16- sowie der p53-Farbung auch die Tumorvorstufen

klassifiziert.

2.4.2 Materialien zur immunchemischen Farbung

p-16 AK

p-53 AK

c-Myc AK
Anti-Maus AK
AK-Farbemittel
EDTA-Puffer
Waschpuffer
Peroxidase-Blocker
Hamalaun

Objekttrager

Eindeckmedium

Purified Mouse Anti-Human p16, BD Biosciences,
Heidelberg

p53 Protein Clone DO-7, Dako, Hamburg

c-Myc (N-262) sc-764, Santa Cruz, Heidelberg
Polymer-HRP Anti-Mouse, Dako, Hamburg
3,3'-Diaminobenzidine (DAB) Chromogen, Dako, Hamburg
Epitope Retrieval Solution pH 9, Leica, Amsterdam
Labline Waschpuffer, DCS, Hamburg

Peroxidase-Blocking Solution, Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Adhasions-Objekttrager SuperFrost® plus, Langenbrinck
Emmendingen

Pertex®, Medite, Burgdorf

2.4.3 Ablauf der immunhistochemischen Farbung

0N~

Entparaffinierung

Demaskierung der Schnitte fur 20 min im Dampfgarer mit EDTA-Puffer
15 min abkuhlen lassen

Spulen mit Waschpuffer
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5. Verdunnung der AK (p16 1:20; p53 1:50; c-Myc 1:100); Auftragen der
Primarantikdrper und 30 min inkubieren

6. Spulen mit Waschpuffer

7. Blocken der Peroxidase fur 7 min

8. Spulen mit Waschpuffer

9. Auftragen des Sekundarantikorpers und Inkubieren fur 30 min

10. Spulen mit Waschpuffer

11. Anfarben der Antikérper mit DAB-Chromogen und Inkubieren fir 6 min

12. Spulen mit Leitungswasser

13. Gegenfarbung mit Hamalaun fur 2 min

14. Blauen der Schnitte mit Leitungswasser

15. Entwassern mit aufsteigender Ethanolreihe (80%, 96%, 100%) und Xylol

16. Eindecken der Schnitte

2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
2.5.1 Prinzip der Farbung

Die HE-Farbung ist eine gelaufige Standardfarbung. Dabei farbt das Hamalaun alle
basophilen (sauren) Strukturen, wie z.B. die DNA. Eosin farbt alle azidophilen
(basischen) Strukturen der Zelle, wie z.B. Zytoplasmakomponenten und
Zellmembranen. So entsteht ein guter Kontrast der Zellstrukturen. AnschlieRend kann

mittels eines Lichtmikroskops die Beurteilung des Gewebes erfolgen.

2.5.2 Material fur die HE-Farbung

Hamalaun Dako, Hamburg

Eosin Dako, Hamburg

EUKITT® O. Kindler GmbH, Freiburg
Eindeckmedium Pertex, Medite Burgdorf
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2.5.3 Ablauf der Farbung

Entparaffinierung

Inkubieren mit Hamalaun far 10 min

Blauen mit Leitungswasser flr 5 min

Inkubieren mit Eosin fur 5 min

Spulen mit destilliertem Wasser

Entwassern mit aufsteigender Ethanolreihe (80%, 96%, 100%) und Xylol

Eindecken der Schnitte

N o ok~ wDdhd =
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3 ERGEBNISSE

3.1 Allgemeine Auswertung

Es wurden die histologischen Praparate von 58 Pankreaskarzinomen untersucht. Da

nicht bei allen 58 Patienten alle Daten ermittelbar waren bzw. eine histologische
Auswertung nicht moglich war, beziehen sich die Prozentangaben immer auf die
erhobenen Daten. Die Patienten, welche zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch
gelebt hatten, sind mit einem Kreis auf den Kaplan-Meier-Abbildungen gekennzeichnet

und wurden zensiert.
3.2 Alter

Das Alter der Patienten betrug zum Zeitpunkt der Operation im Durchschnitt 69 Jahre,
der Median lag bei 70 Jahren. Es konnte keine geschlechterspezifischen Unterschiede
festgestellt werden. Der jungste Patient war 53 und der alteste 85 Jahre alt. Die
Patienten wurden in Altersgruppen <70 Jahre und >70 Jahre zum Operationszeitpunkt
eingeteilt. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied in der Uberlebenszeit der

unterschiedlichen Altersklassen (Log-Rank-Test p= 0,781).
3.3 Uberlebenszeit

Die Uberlebenszeit nach der Operation konnte bei 41 Patienten ermittelt werden. Da

ein Patient unmittelbar nach der Operation an einer Blutung und nicht an den
Langzeitfolgen des Pankreaskarzinoms gestorben war, wurde dieser Patient von
weiteren Uberlebensanalysen ausgeschlossen. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung
waren noch funf (12%) der 41 Patienten am Leben. Im Durchschnitt hatten die
Patienten zum Zeitpunkt der Datenerhebung 909 Tage Uberlebt. Der Median betrug

661 Tage. Das kirzeste Uberleben betrug 156 Tage, das langste 2951 Tage. Der
Patient mit der langsten Uberlebenszeit lebte zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch.
Nach einem Jahr waren noch 33 (81%), nach drei Jahren noch 10 (24%) und nach

funf Jahren noch 6 (14%) der Patienten am Leben.
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Abbildung 7: Postoperative Uberlebenszeit der gesamten Kohorte

3.4 Tumorstadium

Das Stadium zum Zeitpunkt der Resektion zeigte keinen statistischen Zusammenhang
mit der Uberlebenszeit (Log-Rank-Test p=0,222) und bezieht sich auf die UICC
Einteilung von 2010. Ein Patient befand sich im Stadium IA (2,5%), zwei Patienten im
Stadium IB (5%), acht Patienten im Stadium IIA (20%) und 29 Patienten im Stadium
IIB (72,5%). Das mediane Uberleben betrug in Stadium IA 2524 Tage, in Stadium 1B
831 Tage, in Stadium IIA 1110 Tage und in Stadium 11B 574 Tage.

Stadium

1,00

0,25 -

050 \111_‘ |

L\_l-‘—‘—\—q

0,00

Uberlebenswahrscheinlichkeit

S

o A

300

6000 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000

Uberlebenszeit(Tage)
zenstert IB ——11A o IA, zenstert— [IB o IIB, zensiert

Abbildung 8: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Tumorstadium
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3.5 Resektionsstatus

Der Resektionsstatus korrelierte hochsignifikant mit der Uberlebenszeit (Log-Rank-
Test p< 0,0001). Patienten deren Tumor vollstandig (RO) reseziert wurde (n= 39; 67%),
Uberlebten im Median 924 Tage. Bei einer nicht vollstandigen (R1) Resektion
Uberlebten die Patienten (n= 13; 22%) im Median 355 Tage. Lediglich ein Patient (2%)
zeigte bereits intraoperativ verbliebene Tumorreste bei einer (R2) Resektion und
Uberlebte 206 Tage. Bei 5 Patienten (9%) war die Bestimmung des Resektionsstatus

(RX) nicht moglich, weshalb sie nicht in die statistische Auswertung integriert wurden.
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Abbildung 9: Uberlebenszeit in Abhangigkeit des Resektionsstatus

3.6 Veneninvasion

Der Befall von kleinen vendsen Gefalden korrelierte hochsignifikant mit einer kirzeren
Uberlebenszeit (Log-Rank-Test p<0,0001). Wurden die vendsen GefaRe vom Tumor
nicht infiltriert (VO), Gberlebten die Patienten (n=40;73%) im Median 924 Tage. Bei
einer Tumorinfiltration (V1) zeigten die Patienten (n=15;27%) ein medianes Uberleben

von 431 Tagen.
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Abbildung 10: Uberlebenszeit in Abhangigkeit mit der vendsen GefaRinvasion
3.7 Perineuralscheideninfiltration

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Uberlebenszeit bei einer
Perineuralscheideninfiltration (Log-Rank-Test p=0,143), allerdings konnte nur bei

lediglich zehn Patienten diese Daten erhoben werden.
3.8 Lymphgefalinvasion

Es zeigte sich eine hochsignifikant kiirzere Uberlebenszeit bei Invasion der
LymphgefalRe (Log-Rank-Test p=0,001). Patienten (n=44;80%) mit einer
Lymphgefalinvasion tUberlebten im Median 510 Tage. Die Patienten (n=11;20%) ohne
Befall (VO) uberlebten im Median 1196 Tage.
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Abbildung 11: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der LymphgefaRinvasion
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3.9 Lymphknotenstatus

Bei 16 Patienten (28,1%) waren zum Zeitpunkt der Operation keine
Lymphknotenmetastasen  nachweisbar  (pNO), bei 41 (71,9%) waren
Lymphknotenmetastasen im Resektat vorhanden (pN1). Der Log-Rank-Test ergab
einen statistisch nicht-signifikanten Trend fir einen Uberlebensnachteil bei
vorhandenen Lymphknoten-Metastasen (p=0,079), nach der UICC Einteilung von
2010. Patenten mit pNO-Status uberlebten im Median 932 Tage wobei Patienten mit
pN1-Status lediglich 574 Tage Uberlebten.
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Abbildung 12: Uberlebenszeit in Abhangigkeit des Lymphknotenstatus

Lymphknotenstatus und Grading
Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenstatus und dem Grading

nachgewiesen werden (Chi’-Test p=0,911).

3.9.1 Lymphknotenmetastasen und Lymphgefalinvasion

Im Fisher-Test (p=0,0001) wurde eine Assoziiation des histologisch gesicherten
Einbruchs der Tumorzellen in die Lymphgefale und der Lymphknotenmetastasen
identifiziert. Ohne einen Einbruch in die LymphgefalRe (n=11) waren
Lymphknotenmetastasen (n=2) nur selten zu erwarten. Bei Einbruch in die
Lymphgefalle (n=44) konnten in der Mehrzahl der Falle auch Lymphknotenmetastasen

(n=37) nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Korrelation von Lymphknotenmetastasen mit einer Lymphgefalinvasion; Auf der x-
Achse ist die LymphgefaRinvasion (0= keine Invasion, 1= Lymphgefaliinvasion diagnostiziert)
aufgetragen. Die y-Achse stellt die Anzahl der Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (pNO=
blau) sowie mit Lymphknotenmetastasen (pN1= rot) dar.

3.10 Grading

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom
Grading (Log-Rank-Test p=0,006). Patienten mit einem G2-Grading (n=35;61%)
Uberlebten mit einer medianen Uberlebenszeit von 939 Tagen signifikant langer als
Patienten mit einem G3-Grading (n=19;33%), deren mittlere Uberlebenszeit bei 478
Tagen lag. Bei drei Patienten (5%) mit einem Grading von 2-3 konnte lediglich bei
einem Patienten die Uberlebenszeit ermittelt werden. Es erfolgte daher keine

statistische Auswertung dieser Subgruppe.
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Abbildung 14: Uberlebenszeit in Abhéngigkeit vom Grading
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3.11 Histologische und molekulargenetische Auswertung
3.11.1 Immunhistochemische p16-Farbung

Die immunhistochemischen p16-Farbungen wurden in drei Kategorien eingeteilt:
negative (0), moderate Anfarbung (1) und starke Anfarbung (2).

Die Farbung von p16 im Tumorgewebe zeigte in 50 Fallen (86,2%) keine Anfarbung,
in 7 Fallen (12,1%) eine schwache/maRige Anfarbung und in einem Fall (1,7%) eine
auf den Zellkern beschrankte maRige Anfarbung (1nuc). Eine starke Anfarbung trat
nicht auf.

Pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN) konnten in 36 Fallen in den
Gewebeschnitten identifiziert werden. Von diesen Krebsvorstufen waren 21 (58,3%)

p16-negativ und 15 (42.7%) waren p16-positiv.

Uberlebenszeit,Lymphknotenmetastasierung und Grading bei p16-Firbung

Das Uberleben von Patienten mit p16-positivem Pankreaskarzinom und Patienten mit
einem p16-negativen Pankreaskarzinom unterschied sich nicht statistisch signifikant
(Log-Rank-Test p=0,420). Weiterhin zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Lymphknotenmetastasierung zwischen p16-positiven und p16-negativen Tumoren
(Fischer-Test p= 0,749).

Im Fischer-Test konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen einer p16-Farbung

und dem Grading beim Pankreaskarzinom detektiert werden (p=1,000).

p16-Verlust im Pankreaskarzinom

In 20 Fallen waren die PanIN und der Tumor p16-negativ, in 13 Fallen waren nur PanIN
p16-positiv und das Pankreaskarzinom p16-negativ, in zwei Fallen waren die PanIN

und das Pankreaskarzinom p16-positiv und in einem Fall war die PanIN p16-negativ
und das Pankreaskarzinom p16-positiv. Die Krebsvorstufen waren deutlich haufiger
positiv fur p16 als das Pankreaskarzinom. Mit einem Binomialtest konnte gezeigt
werden, dass der p16-Verlust von der PanIN zum invasiven Pankreaskarzinom mit
einem p-Wert von 0,005 hochsignifikant ist. Dazu wurden die 15 positiven PanIN-Falle
untersucht. Es zeigte sich in 13 Fallen (86,75% der positiven Vorstufen) ein p16-
Verlust und nur in zwei Fallen (23,25%) eine p16-Farbung im invasiven

Pankreaskarzinom.
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Schnittes (rechts)

p16 PanIN-Status und KRAS-Mutation
Bei den Krebsvorstufen (PanIN) wurde geprift, ob eine p16-Expression mit einer
gehauften Mutation von KRAS einher geht. Es konnte keine Assoziation zwischen der

p16-Expression und einer KRAS-Mutation identifiziert werden (Fischer-Test p=0,142).

p16-Farbung in Langerhans Inseln

Als Nebenbefund zeigte sich, dass die Langerhans Inseln stets p16-positiv gefarbt
waren und daher als interne Kontrolle fir die Immunfarbung verwendet werden
konnten (94).

Abbildung 16: Konstitutive Expression von p16 in Langerhans Inseln in histologisch unauffalligem
Pankreasgewebe
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3.11.2 Immunhistochemische p53-Farbung

Die immunhistochemischen p53-Farbungen wurden in drei Kategorien eingeteilt:
negative (0), moderate Anfarbung (1) und starke Anfarbung (2).

Die Anfarbung von p53 war im Tumorgewebe in 24 Fallen (41,4%) negativ, in 17 Fallen
(29,3%) moderat und in 17 Fallen (29,3%) stark positive. Eine starke Anfarbung gilt als
Surrogatmarker fur eine loss of function p53-Genmutation (95). Unter den analysierten

PanIN waren 30 Falle (88, 2%) negativ und vier Falle (11, 8%) moderat positiv.
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Abbildung 17: moderat p53-positives Pankreaskarzinom (links), stark positives Pankreaskarzinom
(rechts)

Uberlebenszeit, Lymphknotenmetastasierung und Grading bei p53-Fiarbung

Es ergab sich ein nicht-signifikanter Trend fir kiirzeres Uberleben von Patienten mit
einem p53-exprimierenden Pankreaskarzinom gegenuber Patienten mit einem p53-
negativen Pankreaskarzinom (Log-Rank-Test p=0,083).

FUr den Lymphknotenstatus sowie das Tumorgrading fand sich keine statistisch
signifikante Korrelation mit der p53-Farbung (Lymphknotenstatus: Fisher-Test
p=0,922, Tumorgrading: Fisher-Test p=0,328).

p53-Zunahme im Pankreaskarzinom

Karzinome waren deutlich ofter positiv fur p53 als deren Vorstufen.

Es wurden die PanIN-Vorstufen mit den invasiven Pankreaskarzinomen verglichen.
Hierbei zeigte sich eine signifikante Zunahme der p53-Expression von der Vorstufe

zum invasiven Pankreaskarzinom (Fischer-Test p=0,022).
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3.11.3 Immunhistochemische c-Myc-Farbung

In der immunhistochemischen Farbung von c-Myc zeigten 30 Tumore (58,8%) eine
positive Farbung und 21 Tumore (41,2%) keine Farbung. Aufgrund der geringen
Fallzahlen der einzelnen positiven Farbungen wurden alle Arten der positiven Farbung

fur die statistische Auswertung in einer Gruppe zusammengefasst.

c-Myc-Immunfarbung Anzahl
schwach positives Cytoplasma (1cyt) 24
stark positives Cytoplasma (2cyt) 3
schwach positiver Zellkern (1nuc) 2

stark positiver Zellkern und schwach positives | 1

Cytoplasma (2nuc 1cyt)

Keine Farbung (0) 21

Tabelle 3: Detaillierte Auswertung der immunologischen c-Myc-Farbung
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Abbildung 18: c-Myc-Immunfarbung eines Pankreaskarzinoms mit einzeln kraftig gefarbten
Zellkernen und schwach gefarbtem Cytoplasma
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Uberlebenszeit, Lymphknotenmetastasierung und Grading bei c-Myc-Firbung
Mit dem Log-Rank-Test konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang von der
Uberlebenszeit der Patienten und der immunhistochemischen c-Myc-Férbung der
Pankreaskarzinome identfiziert werden (p=0,258). Ein Zusammenhang zwischen der
immunhistochemischen c-Myc-Farbung und dem Lymphknotenstatus (Chi2-Test
p=0,840) bzw. dem Tumorgrading konnte ebenfalls nicht belegt werden (CkTest
p=0,112).
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c-Myc-Proteinfarbung und c-Myc-Genamplifikationen
Die Farbung des c-Myc-Proteins zeigt keine Korrelation mit der mittels FISH

nachgewiesenen c-Myc-Gen-Amplifikation (Fisher-Test p=0,190).
3.11.4 c-Myc-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Analyse von c-Myc mittels FISH ergab folgende Ergebnisse:

11 (19,3%) der Tumore wiesen eine high-level- (HL) und zehn (17,5%) eine low-level-
(LL) Amplifikation auf. Bei 36 (63,2%) Tumoren zeigte sich keine Amplifikation.

Abbildung 19: Karzinom ohne c-Myc Amplifikation (links), Karzinom mit LL-Amplifikation von c-Myc
(Verhaltnis 2:1) (rechts), rot: Centromer-Sonde, grin: c-Myc-Sonde

Abbildung 20: Karzinom mit HL-Amplifikation von c-Myc (Verhaltnis 4:1)

Uberlebenszeit, Lymphknotenmetastasierung und Grading bei FISH-c-Myc

Im Log-Rank-Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Uberlebenszeit und dem c-Myc-Amplifikationsstatus (p=0,166).

FUr das Tumorgrading ergab sich ein statistisch nicht signifikanter Trend (Fisher-Test
p=0,086). 74% der Tumoren ohne Amplifikation hatten ein G2-Grading, die anderen

26% wurden als G3 eingestuft. Bei den LL-Amplifikationen hatten 67% der Tumore ein
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G2-Grading und 33% der Tumore ein G3. Bei den HL-Amplifikationen waren 33% der
Tumore G2 und 67% der Tumore G3.
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Abbildung 21: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von einer c-Myc-Genamplifikation

c-Myc- und uPAR-Amplifikation
Es konnte kein Zusammenhang zwischen einer c-Myc- und einer uPAR-Amplifikation

nachgewiesen werden (Fisher-Test p=0,753).

3.11.5 uPAR-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die uPAR-FISH-Analyse ergab folgende Verteilung: 27 (47,4%) Tumore zeigten keine
Amplifikation, 21 (36,8%) zeigten eine LL-Amplifikation und 9 (15,8%) zeigten eine HL
Amplifikation.

Abbildung 22: Karzinom ohne uPAR-Amplifikation (links), Karzinom mit LL-Amplifikation von uPAR
(Verhaltnis 2:1) (rechts), rot: Centromer-Sonde, griin: uPAR-Sonde
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Uberlebenszeit, Lymphknotenmetastasierung und Grading bei FISH uPAR

Es zeigte sich im Log-Rank-Test eine signifikante Verringerung der Uberlebenszeit in
der Gruppe der HL-Amplifikationen (p= 0,048). Das mediane Uberleben Betrug ohne
Amplifikation 698 Tage, bei einer LL-Amplifikation 831 Tage und bei einer HL-
Amplifikation 501 Tage. Die durchschnittliche Uberlebenszeit lag ohne Amplifikation
bei 954 Tagen, bei einer LL-Amplifikation bei 1018 Tagen und bei einer HL-
Amplifikation bei 463 Tagen.

Ein Zusammenhang zwischen der Lymphknotenmetastasierung und dem uPAR-
Amplifikationsstatus konnte nicht nachgewiesen werden (Fisher-Test p= 0,260).

Fir das Grading ergab sich ein statistisch nicht signifikanter Trend (Fisher-Test
p=0,074). Tumore ohne Amplifikation waren mit je 50% G2 und G3 gleich verteilt. Bei
einer LL-Amplifikation waren 83% der Tumoren G2 und 17% G3. Tumoren mit HL-
Amplifikation waren in 71% G2 und in 29% G3.
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Abbildung 23: Uberlebenszeit in Abhangigkeit mit den uPAR-Genamplifikationen

Es wurde untersucht, ob die Uberlebenszeit von Patienten mit einer uPAR-LL-
Amplifikation sich unterscheidet, wenn die Zellen immunhistochemisch c-Myc-positiv
gefarbt sind bzw. wenn c-Myc amplifiziert ist. Es zeigte sich jedoch fur beide
Untersuchungen keine signifikante Korrelation (c-Myc-Immunhistochemie: Log-Rank-
Test p=0,156; c-Myc-Amplifikation: Log-Rank-Test p=0,665).
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3.11.6 KRAS-Mutationsanalyse

Die DNA-Analyse der Tumoren ergab folgende Verteilung der Punktmutationen.

Somit waren bei 70,3% der Tumoren KRAS-Mutationen nachweisbar.

KRAS Haufigkeit | Prozent
MUT (G12D) | 17 29,3
MUT (G12V) |9 15,5
MUT (G12R) |7 12,1
MUT (G12A) |4 6,9
MUT (Q13D) |3 5,2
MUT (G12C) | 1 1,7

WT 17 29,3

Tabelle 4: Verteilung der KRAS-Mutationen

Uberlebenszeit, Lymphknotenmetastasierung und Grading

Es konnte kein Zusammenhang zwischen einer KRAS-Punktmutation und dem
Uberleben nachgewiesen werden (Log-Rank-Test p=0,290).

Auch fur die verschiedenen KRAS-Punktmutationen konnte kein signifikanter Einfluss
auf die Uberlebenszeit nachgewiesen werden (Log-Rank-Test p=0,685).

Zwischen dem Lymphknotenstatus, dem Tumorgrading und dem KRAS-
Mutationsstatus konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden
(Lymphknotenstatus: Chi*>-Test p = 1,000, Tumorgrading: Chi>-Test p =0,948).

3.12 Datentabelle

Die folgende Datentabelle umfasst alle gewonnenen Parameter. Jedem Patienten
wurde eine anonymisierte Kennziffer (ID) zugeteilt. Die immunologische p16- und p53-
Farbung erfolgte am Tumor (p16 Tu) (p53 Tu) und der PanIN (p16 P) (p53 P). Die
FISH Farbung erfolgte im Tumorgewebe auf uPAR (UPAR F Tu) und c-Myc (Myc F
Tu). Die immunologische c-Myc (Myc | Tu) erfolgte lediglich am Tumor. KRAS wird als
mutiert (Mut) oder Wildtyp (WT) angegeben. Das Uberleben wird in Tagen angegeben.
Patienten, die zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch lebten sind mit .+ markiert. Es
wurden die gangigen Abkurzungen fur Grading (G), Lymphknotenstatus (N),
Tumorausdehnung (T), Perineuralscheideninfiltration (Pn), Venengefaliinvasion (V),

Resektionsstatus (R), LymphgefaRinvasion (L) sowie das Geschlecht (& / o)

verwendet.
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P P A berlebe Alte ad

1 0 0 wWT 0 0 0 LL 1oyt 1070 21370 M 1 x B
2 0 0 MUT (G12D) 0 0 HL 0 0 544 21369 M 1 01.11B
3 0 0 MUT (G12D) 1 1 0 0 1109 31373 M 0 0011IB
4 1 0 MUT (G12V) 0 0 0 0 0 449 31367 M 1 1011B
5 0 0 MUT (G12V) 0 2 LL 0 0 986 21367 M 00 1 IB
6 0 MUT (G12D) 2 0 HL 661 213 71 W 1 001 1B
7 0 MUT (G12R) 2 LL 0 2nucicyt 2951+ 2 0 3 59 M 000 IA
8 0 1 MUT (G12R) 0 0 HL 0 384 137 W 00 1 1B
9 1 1 MUT (G12V) 0 0 LL 0 1oyt 2071 21378 M 00 1 IB
10 0 0 wT 0 LL 0 21364 W 001 1B
11 1nuc MUT (Q13D) 0 0 0 1oyt 626 2 13 71 M 001 1B
12 0 0 wT 1 0 0 603 3137 M 00 1 1B
13 0 1 MUT (Q13D) 0 0 HL LL 2038 M 0 0 IIA
14 0 0 MUT (G12V) 0 1 LL 0 156 30360 W 1 111IA
15 0 MUT (G12D) 0 LL LL 0 737 2025 M 0 0001IB
16 0 1 wWT 0 2 0 0 2cyt 894 21366 W 111 1B
17 0 0 WT 0 0 0 0 1nuc 1287 20368 M 00 1 IIA
18 0 0 MUT (G12A) 1 0 0 0 3035 W 00 1 IA
19 0 0 MUT (G12D) 0 0 0 HL 0 491 31362 W 00 1 IB
20 0 0 MUT (G12A) 0 1 0 0 0 21365 M 00 1 1B
21 0 1 WT 0 1 LL 0 0 200 2138 W 00 1 1B
22 0 0 MUT (G12V) 0 2 0 0 1oyt 2524+ 2.0 1 60 W 00 0 IA
23 1 MUT (G12D) 2 LL 0 2cyt 382 21375 W 1 1111B
24 0 1 MUT (G12V) 0 1 HL 0 0 323 31365 M 111 1B
25 0 0 MUT (G13D) 0 0 LL LL 0 21466 M 00 1IN
26 0 0 MUT (G12R) 0 0 LL 0 0 478 3137 W 111 1B
27 1 1 MUT (G12A) 0 1 0 LL 0 206 31372 W 121 1B
28 0 1 WT 0 0 0 0 1oyt 12 3138 M 00 1 1B
29 0 MUT (G12D) 1 0 HL 1nuc 511 3035 W 00 1 IIA
30 0 1 wWT 0 1 0 HL 1oyt 231 3 74 W 101 1B
31 0 WT 2 HL HL 1oyt 885 2 374 W 00 0

32 0 wWT 2 LL HL 0 31368 M 101 1B
33 0 1 wWT 0 0 LL 0 1oyt 2600+ 2 1 3 68 W 00 0 IB
34 0 1 MUT (G12D) 0 1 LL 0 1oyt 512 21379 M 101 1B
35 0 1 MUT (G12D) 1 1 0 0 1oyt 1322 20373 W 00 0 IA
36 0 MUT (G12D) 2 LL 0 1oyt 327 231 3 63 M 111 1B
37 1 MUT (G12D) 2 LL LL 1oyt 21374 M 0111B
38 0 0 MUT (G12D) 0 0 0 0 1oyt 31366 M 101 1B
39 0 MUT (G12R) 0 0 LL HL 1oyt 2137 W 011 IB
40 0 0 MUT (G12R) 0 1 0 0 1oyt 509 31379 M 1 00 11B
41 0 WT 2 0 HL 0 231 31355 M 00 1 1B
42 0 MUT (G12V) 0 LL HL 0 2137 M 0 x 1 1B
43 0 0 wWT 0 0 0 2115+ 2 0 3 74 W 00 0 IA
44 0 MUT (G12A) 0 0 0 1oyt 213535 W 00 1 1B
45 0 1 wWT 1 1 HL LL 0 2 0 4 61 w 1111
46 0 MUT (G12D) 2 HL HL 1oyt 431 30372 M 101 1A
47 0 MUT (G12C) 2 0 0 0 946 2137 M 00 1 1B
48 0 wWT 2 0 LL 0 2443+ 3 1.3 76 W 1x 1 1B
49 0 1 wWT 1 HL 0 2cyt 210 21370 M 011 IB
50 0 MUT (G12D) 1 0 HL 1oyt 31466 M 01 1 1
51 0 MUT (G12V) 2 LL 0 1oyt 992 2 1 2 81 W 1 000 IB
52 1 MUT (G12D) 2 0 0 1oyt 698 21354 M 00 1 1B
53 0 0 MUT (G12D) 0 0 LL 0 1oyt 2 0 3 71 w 0 x 0 IA
54 1 WT 0 HL 0 0 230 3 72 M 0 x 1 IA
55 0 1 MUT (G12D) 0 0 LL LL 1oyt 924 30265 W 000 IB
56 0 MUT (G12R) 1 0 0 1oyt 21377 M 011 1B
57 0 0 MUT (G12R) 0 2 0 0 1oyt 1542 2 1 3 61 M 0 B
58 0 MUT (G12V) 0 LL LL 0 932 20369 M 00 0 IA

Datentabelle 5: WT= Wildtyp; MUT=Mutation; LL= low-level-Amplifikation; HL=high-level-
Amplifikation; cyt= Cytoplasmafarbung; nuc= Zellkernfarbung; M= mannlich; W= weiblich;
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4 DISKUSSION

In der vorgelegten Arbeit wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
immunhistochemischen und molekularen Markern und dem Uberleben von Patienten
mit einem histologisch gesicherten Pankreaskarzinom besteht. Die Auswertung der

Daten ergab Hinweise auf molekulare Subgruppen mit prognostischer Relevanz.
4.1 Uberlebenszeit

Von den 41 Patienten, bei denen die Uberlebenszeit ermittelt werden konnte, lebten
nach einem Jahr noch 80,5%, nach drei Jahren noch 24,4% und nach funf Jahren
noch 7,3% der Patienten.

In einem Review von 2008 wurden alle in Pubmed publizierten Daten zur
Uberlebenszeit nach einer Pankreasresektion zusammengefasst (96). Hier ergaben
sich fur das ein-, drei- und funf-Jahresuberleben Werte von 63,3%, 22,5% und 12,0%
(96). Somit lag das Uberleben nach einem Jahr bei den Patienten in dieser Arbeit tiber
dem Durchschnitt, gleicht sich jedoch im Verlauf Gber die Jahre an.

Ein moglicher Grund dafur konnte die Operationsmortalitat sein, welche in den letzten
Jahren drastisch gesenkt werden konnte. In die Durchschnittswerte des Reviews
gingen auch die alteren Daten und damit auch die Patienten, welche unmittelbar nach
der Operation an Komplikationen verstorben waren, mit ein. Vor 1980 lag die
Operationsmortalitat noch bei 25% und hat sich bis zum Jahr 2000 kontinuierlich auf
einen Wert von 2,9% gesenkt (96).

4.2 Patientenalter

Die Verteilung der Geschlechter von Frauen zu Mannern mit 41,4% zu 58,6%
entspricht den epidemiologischen Daten des Robert-Koch-Instituts (RKI) zum
Pankreaskarzinom in Deutschland. Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung
betrug sowohl bei Frauen als auch bei Mannern im erstellten Datensatz 69 Jahre.
Damit liegt es unter den Durchschnitten des Alters bei Diagnosestellung in
Deutschland, das fur Manner bei 72 Jahren und bei Frauen bei 75 Jahren liegt (5). In
dieser Studie war keine Korrelation zwischen dem Alter und dem Uberleben
nachweisbar. Dies kdnnte daran liegen, dass die erhobenen Daten nur von operierten

Patienten stammen. Damit jedoch ein Patient eine so belastende Operation wie eine
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Pankreasteilresektion Uberlebt, missen der Allgemeinzustand des Patienten sowie
das Tumorstadium die Operation erlauben. Morbiditat und Operationsrisiko steigen mit
dem Alter an, weshalb Patienten im hoheren Alter eher weniger haufig operiert werden
(97). Auch wenn die Operationssterblichkeit durch die Einfuhrung von spezialisierten
Zentren sich mittlerweile auf deutlich unter 10% belauft, muss immer eine strenge
Nutzen-Risiko-Abwagung erfolgen (98-100). Somit ist unter den operierten Patienten

von einer Pra-Selektion auszugehen.

4.3 Lymphknotenstatus, Lymphgefal3- und Veneninvasion, Resektionsstatus,

Perineuralscheideninfiltration

Die Auswertung des Lymphknoten-Status ergab einen statistisch nicht-signifikanten
Trend fur ein kiirzeres Uberleben bei Patienten mit Lymphknotenmetastasen. Dieser
Zusammenhang wurde auch bereits in der Literatur beschrieben (101, 102). Wenn
keine Lymphknotenmetastasen in der naheren Umgebung des Tumors detektiert
werden konnen, so ist es wahrscheinlich, dass die direkten Lymphabflussgebiete des
Tumors noch nicht befallen sind. Dass dennoch keine klare Signifikanz nachgewiesen
wurde, kann auch daran liegen, dass in der vorliegenden Studie nur pNO (kein
Lymphknoten positiv) und pN1 (ein oder mehrere Lymphknoten positiv) bewertet
wurde. Konstantinidis et al. zeigten jedoch, dass sich die Prognose jeweils
verschlechtert, wenn ein, zwei oder mehr als zwei Lymphknoten betroffen sind (102).
Baldwin et al. konnten =zeigen, dass Patienten mit nur einem oder zwei
Lymphknotenmetastasen eine ahnliche Prognose haben wie Patienten, bei denen
keine Lymphknotenmetastase gefunden wurde (103). Ebenso wurde als potentielle
Fehlerquelle eine zu geringe Anzahl von ausgewerteten Lymphknoten identifiziert.
Wurden weniger als 12 Lymphknoten ausgewertet und als NO bewertet, zeigten die
Patienten das gleiche Uberleben wie Patienten, die eine Lymphknotenmetastase
hatten (Stadium N1), bei denen aber mehr als 12 Lymphknoten ausgewertet wurden
(104). Eine histologisch gesicherte Lymphgefallinvasion zeigte in dieser Studie einen
statistisch  signifikanten ~ Uberlebensnachteil.  Ein  statistisch  signifikanter
Zusammenhang zwischen der Lymphgefallinvasion und dem Lymphknotenstatus
wurde nachgewiesen. Die Lymphgefal3invasion ist in der Literatur jedoch deutlich
seltener untersucht. Die Studie von Chen et al. konnte einen signifikanten
Uberlebensnachteil bei LymphgefaR- und Perineuralscheideninfiltration, sowie

Lymphknotenmetastasierung nachweisen (105). Hatzaras et al. konnten ebenfalls eine
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signifikant kirzere Uberlebenszeit bei Lymphknotenmetastasen, LymphgefaRbefall
und einen Zusammenhang zwischen beiden Parametern nachweisen (106). Kang et
al. konnten einen Uberlebensvorteil bei RO-Resektion, negativem Lymphknotenstatus,
sowie bei Lymphgefal3- und Veneninfiltration nachweisen. Die Lymphgefal3- und
Veneninfiltration sowie der Resektionsstatus zeigten sich als zuverlassige
Uberlebensmarker. Das Tumor Stadium zeigte keine signifikante Korrelation mit der
Uberlebenszeit (107). Diese Beobachtung entspricht den von uns gefundenen
Ergebnissen. Es ist daher zu begruf’en, dass 2017 eine neue UICC-Einteilung des
Pankreaskarzinoms beschlossen wurde. Als Grundlage fur diese Entscheidung diente
eine prospektive Multi-Center-Studie. Es wurden 2318 Patienten, bei denen eine RO
Resektion vorlag, bezuglich des T- und N-Status untersucht. Dabei wurde die aktuelle
Klassifikation mit der Klassifikation von 2010 verglichen (siehe 1.4). Es zeigte sich eine
deutlich gleichmaRigere Verteilung der prozentualen Anteile bezlglich des T-Stadiums
sowie eine bessere Korrelation mit der Uberlebenszeit in der neuen Klassifikation. Bei
der neuen Einteilung des Lymphknotenstatus konnte zwischen den jeweiligen
Gruppen NO, N1 und N2 jeweils eine hochsignifikante Korrelation bezlglich der
Uberlebenszeit festgestellt werden (108).

Auch wenn die neue Klassifikation eine deutlich prazisere Prognose fur die
Uberlebenswahrscheinlichkeit zuldsst, stellten Li et al. 2018 eine weitere interessante
Moglichkeit der Klassifikation vor. Sie werteten die Daten von 8615 Patienten aus dem
nationalen Krebsregister der USA aus. Der Ansatz besteht darin, nicht nur die
befallenen Lymphknoten zu werten, sondern ein Verhaltnis der befallenen
Lymphknoten zu allen resezierten Lymphknoten zu bilden (auch bezeichnet als lymph
node ratio). Auch hier sollen drei verschiedene Gruppen aus den Verhaltnissen
gebildet werden, rNO, rN1 und rN2. Sie konnten damit nicht nur eine noch genauere
Prognose der Uberlebenswahrscheinlichkeit beziiglich des Lymphknotenstatus
erzielen, sondern auch bei der Stadieneinteilung eine bessere Trennung und

einheitlichere Uberlebensprognose fiir die jeweiligen Stadien zeigen (109).
4.4 Grading

Das Grading zeigte eine statistisch signifikante Korrelation mit der Uberlebenszeit und
wird in der Literatur als unabhangiger prognostischer Marker gewertet (96, 101, 104,
110). FUr das Tumorgrading beim Pankreaskarzinom wurden bis dato keine Kriterien

(wie z.B. nach Art des Gleason-Scores beim Prostatkarzinom oder dem Elston-Ellis-
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Score beim Brustkrebs) definiert. Daher ist das Tumorgrading vom untersuchenden
Pathologen abhangig und bleibt somit eine subjektive Angabe (110). Da zwei
verschiedene Pathologen die gleichen Tumoren unterschiedlich interpretieren konnen,
gibt es zunehmend Bemuhungen, durch die digitale Aufarbeitung der histologischen
Schnitte eine einheitlichere Einteilung zu erhalten (111). Hierbei werden Tumoren auf
verschiedene Merkmale wie den Gangdurchmesser oder das Kern-
Zytoplasmaverhaltnis untersucht (112). Die vorgelegte Arbeit zeigt, dass das Grading
durchaus ein prognostisch relevanter Marker fur das Patienteniberleben ist und
Anstrengungen fur ein einheitliches System mit verbesserter Reproduzierbarkeit zu
begrufen sind.

Das Grading korrelierte jedoch mit keinem der untersuchten immunhistochemischen
und molekularen Markern signifikant. Es zeigte sich allerdings ein statistischer Trend
zu einem niedrigeren Grading bei Amplifikationen in c-Myc und uPAR, worauf in den

jeweiligen Abschnitten naher eingegangen wird.
45 p16

Einen Zusammenhang zwischen einer p16-Farbung im Tumor wund der
Lymphknotenmetastasierung sowie mit dem Grading konnte nicht nachgewiesen
werden. Ebenso konnte kein Zusammenhang zwischen dem Uberleben der Patienten
und der p16-Farbung festgestellt werden.

Es konnte jedoch hochsignifikant ein p16-Verlust von der Krebsvorstufe zum invasiven
Karzinom nachgewiesen werden. Dieses Phanomen ist aus der Literatur gut bekannt
und wird als Zusammenbruch der Seneszenzbarriere im Rahmen der
Tumorprogression gedeutet (57). In dieser Arbeit waren nur 13,8% der Tumoren p16-
positiv, was sich mit den Arbeiten von Rozenblum et al. und Hustinx et al. deckt. Beide
haben in ihren Arbeiten einen p16-Verlust zwischen 80% und 95% in
Adenokarzinomen des Pankreas beschrieben (113, 114). In der Arbeit von Kawesha
et al. mit 142 Pankreaskarzinomen waren, wie auch in dieser Arbeit, nur 13% der
Tumore p16-positiv und zeigten keine Korrelation bezlglich des Gradings, der
Lymphknotenmetastasierung, oder dem Uberleben (115). Auch in der Studie von
Biankin mit 98 Patienten konnte p16 nicht mit einer langeren bzw. kurzeren
Uberlebenszeit korreliert werden (116).

Ohtsubo et al. (60 Patienten) und Gerdes et al. (62 Patienten) konnten ebenfalls keine

statistisch signifikante Korrelation zwischen der immunhistochemischen Farbung und
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dem Grading, der Lymphknotenmetastasierung und dem Uberleben finden. Beide
konnten jedoch ein signifikant kiirzeres Uberleben der Patienten bei einer CDKN2A-
Genmutation oder Promotorhypermethylierung nachweisen (62, 63).

In einem Review von 2011 konnte mit einer Fallzahl von 229 Patienten eine vorsichtige
Aussage zu einer gunstigeren Prognose bei noch vorhandener p16-Expression
gemacht werden (117). Die Daten von Biankin und Ohtsubo wurden in diesem Review
jedoch nicht bertcksichtig.

In einer bemerkenswerten Arbeit von Schlitter et al. wurden 177 Pankreaskarzinome
sowohl auf ihre genetischen Mutationen als auch immunhistochemisch auf deren
Proteinexpression untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer
intakten p16-Expression in den Pankreaskarzinomen, welche jedoch auch mit 22,8%
eher selten waren, ein signifikant langeres Uberleben zeigten. Zudem lebten alle vier
Patienten mit einem KRAS-Wildtyp und einer intakten p16-Expression zum Ende der
Studie noch. Es wurden zudem vermehrte Lymphknotenmetastasen festgestellt (118).
Eine Erklarung fur die widerspruchlichen Ergebnisse konnte in der Fallzahl der Studien
liegen. Da nur ein kleiner Prozentsatz der Tumoren Uberhaupt noch p16 exprimiert,
werden hohere Fallzahlen bendtigt, um eine Signifikanz zu zeigen.

Es hatten in dieser Arbeit also 13 (36,1%) Tumoren in ihrer Vorstufe noch p16
exprimiert, diese Eigenschaft jedoch als invasiver Tumor verloren. In dieser Arbeit
wurde nur zwischen PanIN und Pankreaskarzinom unterschieden. Eine
Differenzierung bezuglich der Schwere der Dysplasie zwischen PanIN I-lll erfolgte
nicht. Dies lasst zwar keine detaillierte Aussage daruber zu, ob es sich um einen frihen
(PanIN 1) oder spaten (PanlIN lIl) Prozess in der Tumorentstehung handelt, wohl aber,
dass der p16-Verlust eine wichtige Rolle in der Entstehung des Pankreaskarzinoms
spielt.

Bei Adenokarzinomen des Kolons konnte dieser Mechanismus ebenfalls beobachtet
werden und wurde schon mehrfach belegt (119). Bennecke et al. konnten einen p16-
Verlust an der Invasionsfront bei Kolonkarzinomen nachweisen (120).

Wilentz et al. konnten ebenfalls einen Verlust von p16 im Zytoplasma von den
Tumorvorstufen zum invasiven Pankreaskarzinom beobachten (66). In der Arbeit von
Bardeesy et al. wurde der p16-Verlust in PanIN genauer untersucht. Dort wurde der
Ausfall von p16 am haufigsten in PanIN-Lasionen vom Typ 2 beobachtet (121).

In der Arbeit von Collado et al. konnte im Labor eine erhdhte p16-Expression in den

Krebsvorstufen bei Vorliegen einer KRAS-Mutation nachgewiesen werden. Die
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Adenokarzinome, welche sich aus diesen Vorstufen entwickelten, waren jedoch p16-
negativ (122).

In einem Versuch mit p16-Knock-Out-Mausen konnte gezeigt werden, dass dies
alleine nicht zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms reicht. Bei diesen Mausen war
p19ARF aber nach wie vor intakt. Zusammen mit einer Punktmutation im KRAS-Gen
im Codon 12 konnte jedoch ein Pankreaskarzinom ausgeldst werden (70). Die
Vermutung, dass eine KRAS-Mutation auch mit einer haufigeren p16-Expression
einhergeht, konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Dazu wurde verglichen, ob die Krebsvorstufen haufiger p16-positiv sind, wenn die
Tumoren eine KRAS-Mutation aufweisen.

Die oben genannten Arbeiten stutzen die These, dass auch beim Pankreaskarzinom

eine Adenom-Karzinom-Sequenz vorliegt.

p16 in Langerhans Inseln

P16-positive Langerhans Inseln waren in allen Tumorschnitten in nicht befallenem
Pankreasgewebe zu sehen. Dies wurde ebenso in einer Studie beschrieben, in der die
p16-Expression neuroendokriner Tumoren des Pankreas untersucht wurde (94). Der
Zellumsatz und die Regeneration von Betazellen Iasst mit dem Alter deutlich nach und
es werden kaum noch Zellen neugebildet (123). Die Expression von p16 in Betazellen
korreliert mit dem Alter der Zellen. Es ist daher wahrscheinlich, dass der Zellzyklus in
diesen gealterten Zellen durch p16 gehemmt wird (124, 125). Da die Patienten im
Schnitt 69 Jahre alt waren, ist die p16-Farbung der Langerhans Inseln nicht
verwunderlich. Es konnte in Mausen nachgewiesen werden, dass mit abnehmender
Lange der Telomere auch die p16-Expression steigt. Auch wenn die Gesamtmasse an
Betazellen nicht abnimmt, so lasst mit zunehmendem Alter die Insulinausschuttung
dieser Zellen nach. Es ist wahrscheinlich, dass die durch p16 eingeleitete Seneszenz
eine wichtige Rolle in der Entstehung des Altersdiabetes (Diabetes mellitus Typ 2)
spielt (126). Wie bereits in der Einleitung beschrieben, gilt der Diabetes mellitus Typ 2
als ein Risikofaktor in der Entstehung des Pankreaskarzinoms, auch wenn die

genauen molekularen Zusammenhange noch nicht geklart sind.
46 p53

Die immunhistochemische p53-Farbung ergab im Tumorgewebe bei 24 Fallen (41,4%)

keine Farbung, bei 17 Fallen (29,3%) eine schwache Farbung und bei weiteren 17
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Fallen (29,3%) eine starke Farbung. Bei den analysierten PanIN zeigte sich bei 30
(88,2%) keine und bei vier (11,8%) eine Farbung.

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen einer
immunhistochemischen p53-Farbung, der Uberlebenszeit, der
Lymphknotenmetastasierung und dem Tumorgrading gefunden werden. Es zeigte sich
lediglich ein nicht signifikanter Trend zu einer kiirzeren Uberlebenszeit bei einer p53-
Expression. Besonders bei moderat gefarbten Tumoren zeigte sich ein Trend zu einem
kirzeren Uberleben. Falle mit negativer Farbung sowie einer starken Farbung zeigten
jedoch wieder eine ahnliche Uberlebenszeit. Da es sich hier jedoch um einen
subjektiven Parameter handelt, gehen wir nicht davon aus, dass es sich um einen
prognostisch relevanten Marker handelt.

Auch Reviews, die die prognostische Aussagekraft von immunhistochemischen
Markern untersuchten, konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Uberleben sowie dem Grading und einer p53-Expression zeigen (117, 127).

Die p53-Farbung im Tumorgewebe wurde mit dem Lymphknotenstatus verglichen,
zeigte jedoch keine signifikante Assoziation. In der Arbeit von Morton et al. konnte in
einem Versuch mit Mausen, die ein mutiertes p53-Protein exprimierten, eine gehaufte
Metastasierung beobachtet werden (128).

Die PanIN-Vorstufen wurden in dieser Arbeit mit den Tumoren verglichen. Hierbei
zeigte sich eine hochsignifikante Korrelation zwischen Nachweis von p53 in Vorstufen
und im Karzinom. Allerdings waren nur vier PanIN-Lasionen positiv, weshalb diese
Aussage mit Vorbehalt zu betrachten ist.

Von Hermanova wurde eine Zunahme der Expression von p53 von PanIN | zu PanIN
[l und weiter zum Adenokarzinom beschrieben (129, 130). Auch andere Quellen
beschrieben das gehaufte Auftreten von p53 erst in hochgradigen Vorstufen bzw. dem
invasiven Adenokarzinom (131, 132).

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es eine deutliche Zunahme der p53-
Proteinfarbung von der Krebsvorstufe zum Adenokarzinom gibt.

Dieser Umstand mag auf den ersten Blick verwirren, da p53 den Zellzyklus hemmt und
die Apoptose einleiten kann. Es ware zu erwarten, dass sich p53 in der Farbung
ahnlich wie p16 verhalt und eine erhdhte Expression eine Tumorentstehung hemmt.
Wie bereits oben beschrieben, verhalt es sich mit der Farbung von p53 jedoch anders.
Eine gute Erklarung fur die erhdhte p53-Farbung in Tumoren wurde von Soussi et al.

geliefert. Eine Akkumulation von p53 im Zellkern kommt bei gesunden Zellen kaum
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vor. Wildtyp-p53 hat eine Halbwertszeit von ca. 20 Minuten. Ist p53 jedoch mutiert,
kann es eine Halbwertszeit von bis zu funf bis zehn Stunden haben und akkumuliert
dann im Zellkern (95, 133). Somit weist eine immunhistochemische Farbung von p53
auf eine Mutation und einen Funktionsverlust in mindestens einem Allel hin (126).
Witkiewicz et al. fuhrten sowohl eine Gensequenzierung als auch eine
immunhistochemische Farbung von p53 durch. Hier zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen einer positiven Farbung und einer Genmutation von p53 (40).
Schlitter et al. konnten dies noch weiter spezifizieren, da sie ebenfalls eine
immunhistochemische Farbung und eine DNA-Analyse durchfuhrten. Sie konnten
zeigen, dass es sowohl eine Farbung bei mutiertem p53 (52%) und beim p53-Wildtyp
(21,5%) gibt. Ebenso zeigten sie jedoch, dass es auch zu einem vollstandigen Verlust
der Farbung kommen kann, wenn p53 (26,5%) mutiert ist. Alle drei Gruppen zeigten
jedoch keine Korrelation mit den auch hier untersuchten Parametern (118).

In dieser Studie zeigten insgesamt 58,6% der Tumoren eine erhdhte Expression. Geht
man davon aus, dass eine immunhistochemische Anfarbung mit einer Mutation von
p53 einhergehen kann, dann wirde sich dies mit der von Scarpa et al. und Wadell et
al. beschriebenen Haufigkeit der p53-Mutation im Pankreaskarzinom von 50%-75%
decken (134, 135).

Der Trend zu einer kiirzeren Uberlebenszeit, wie er sich in dieser Studie bei moderater
Farbung ergab, ist jedoch sehr wahrscheinlich als statistisches Artefakt zu werten.
Sollte p53 ein prognostisch relevanter Marker sein, ware bei moderater Farbung eher
eine langere Uberlebenszeit zu erwarten, da eine starke Farbung eher eine

Akkumulation von mutiertem p53 widerspiegeln wuirde.
4.7 c-Myc-immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische c-Myc-Auswertung ergab keine signifikante Korrelation mit
dem Uberleben, Lymphknotenmetastasen, sowie dem Grading. Die positiven c-Myc
Farbungen wurden trotz ihrer unterschiedlichen Auspragung in zwei Gruppen
eingeteilt. Fur die statistische Auswertung wurde nur berlcksichtigt, ob keine Farbung
vorlag, oder ob die Tumorzellen angefarbt waren.

Da die Fallzahlen fur eine genauere statistische Analyse der einzelnen positiven
Farbungen zu gering waren, konnten diese nicht naher charakterisiert werden.

In einer Studie von He et al. wurden 162 Pankreaskarzinome mittels Microarray nach

einer immunhistochemischen c-Myc-Farbung ausgewertet (101). Hier konnte eine
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starke c-Myc-Zytoplasmafarbung mit einer signifikant schlechteren Uberlebenszeit
gegenuber einer schwachen c-Myc-Zytoplasmafarbung korreliert werden.

Schleger et al. zeigten zudem in ihrer Studie zum Pankreaskarzinom, dass eine
erhohte c-Myc-Expression mit einer niedrigeren Differenzierung der Tumorzellen
einhergeht (136).

Bei La Rosa et al. zeigte sich keine Signifikanz bei einer c-Myc-Expression bezuglich
der Prognose (137).

Weshalb es so unterschiedliche Ergebnisse fur den prognostischen Wert von c-Myc
gibt, ist nicht geklart. Eine mdgliche Erklarung kdnnten die Erkenntnisse der Arbeit von
Nie liefern. c-Myc ist demnach kein spezieller Transkriptionsfaktor fur bestimmte Gene,
sondern steigert vielmehr die Expression von bereits aktiven Genen in der Zelle (138).
Hessmann et al. gehen in einer Ubersichtarbeit zu c-Myc auf die vielen komplexen
Moglichkeiten ein, welche die Expression von c-Myc beeinflussen. Sowohl
extrazellulare Signalwege wie auch die intrazellularen Mechanismen und
Wechselwirkungen zeigen multiple Optionen, um eine vermehrte Expression zu
modulieren (139). Dadurch kdnnte man zu dem Schluss kommen, dass es vielmehr
auf andere fehlregulierte Gene in der Tumorzelle ankommt und erst die Verstarkung
dieser Gene durch c-Myc zu einer Tumorentstehung fuhrt.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob uPAR als prognostisch unabhangiger Marker
und wegen seiner in der Einleitung beschriebenen molekularen Eigenschaften eine
solche Rolle einnimmt. Da eine HL-Amplifikation von uPAR sich als prognostisch
unabhangiger negativer Marker erwiesen hat, wurde die Gruppe der LL-
Amplifikationen auf ihre c-Myc-Expression hin untersucht. Patienten, welche eine LL-
Amplifikation und eine erhdhte c-Myc-Expression aufweisen, mussten demnach ein
kiirzeres Uberleben zeigen. In dieser Studie konnte aber kein signifikanter Unterschied
in der Uberlebenszeit der beiden Gruppen nachgewiesen werden.

Warum eine erhohte immunologische Farbung in manchen Pankreastumoren zu
finden ist kann daher, auch nach intensiver Literaturrecherche, nicht abschlielend

geklart werden.
4.8 c-Myc-FISH

11 (19,3%) der Tumorschnitte wiesen eine HL-, 10 (17,5%) eine LL- und 36 (63,2%)

keine Amplifikation des c-Myc-Genlokus auf.
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Der Amplifikationsstatus zeigte keine Korrelation mit der Uberlebenszeit, dem Grading
und der Lymphknotenmetastasierung.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen einer c-Myc-Amplifikation und einer
immunhistochemisch nachgewiesenen c-Myc-Expression gefunden werden.

In der Arbeit von Schleger et al. an 69 Pankreaskarzinomen konnte ebenfalls keine
signifikante Korrelation zwischen einer Genamplifikation und den auch von uns
getesteten Parametern (Uberlebenszeit und Proteinexpression) gefunden werden
(136). Witkiewicz et al. wiesen bei 102 Patienten mit einem Pankreaskarzinom durch
Sequenzierung der DNA eine Amplifikation von c-Myc nach und bestatigten diese
durch eine FISH Analyse. Hier zeigten 55% keine Amplifikation, 35% eine LL- und 10%
ein HL-Amplifikation. Es konnte jedoch eine signifikante Korrelation zu einem kirzeren
Uberleben sowohl bei der LL- als auch bei der HL-Gruppe nachgewiesen werden (40).
Auch konnten La Rosa et al. eine Tendenz, wenn auch keine klare Signifikanz hin zu
einer kiirzeren Uberlebenszeit zeigen (137).

In einer Studie Uber das Urothelkarzinom von Christoph et al. konnte ebenfalls eine
Korrelation zwischen einer vermehrten Expression und einer Gen-Amplifikation
gezeigt werden (140).

Bei der FISH-Analyse scheint eine endgultige Aussage Uber den Wert von c-Myc als
prognostischer Marker zumindest mit den hier verfugbaren Fallzahlen nicht moglich.
Auch wegen der hoheren Fallzahlen und der methodisch besseren Auswertung des
Genlokus mittels FISH und DNA-Analyse geben die oben genannten Studien Anlass
zu der Vermutung, dass eine c-Myc-Genamplifikation prognostisch relevant sein

konnte.

Grading und Morphologie bei c-Myc Amplifikation

In dieser Studie zeigte sich ein statistisch nicht-signifikanter Zusammenhang zwischen
c-Myc-Amplifikationen und dem Tumorgrading. Pankreastumoren mit einer
Amplifikation zeigten tendenziell eher ein niedrigeres Grading. In einer weiteren Studie
von Schleger et al. wurden die verschiedenen Amplifikationen der Pankreaskarzinome
untersucht. Es konnte sich hier jedoch kein Zusammenhang mit der Anzahl bzw. der
Art der verschiedenen Amplifikationsorte und dem Grading nachweisen lassen (141).
Es war in unserer Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer
Amplifikation von c-Myc und uPAR nachzuweisen. Dies stutzt die These, dass beide

Gene nicht auf Grund einer vermehrten generellen Amplifikation im Rahmen einer
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chaotischen Tumorentartung und erhdhter Mutationslast (mutation burden) amplifiziert
wurden. Auch ein eher niedrigeres Tumorgrading spricht diesbezlglich fur diese
These.

Bei Witkiewicz et al. konnte keine erhdhte Mutationslast in den c-Myc-amplifizierten
Tumoren festgestellt werden. Es zeigte sich zudem in lhrer Studie eine signifikante

Haufung des Adenosquamosen Karzinoms bei c-Myc-Amplifikation (40).
4.9 uPAR-FISH

Die Auswertung der Amplifikationen des uPAR-Gens mittels einer FISH-Analyse ergab
folgende Verteilung. 27 (47,4%) Tumore zeigten keine Amplifikation, 21 (36,8%)
zeigten eine LL- und 9 (15,8%) zeigten eine HL-Amplifikation.

In dieser Studie zeigte sich uPAR als ein unabhangiger prognostischer Marker beim
Pankreaskarzinom. Patienten mit einer HL-Amplifikation starben signifikant friher als
Patienten mit einer LL-Amplifikation bzw. ohne Amplifikation.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Anzahl der Amplifikationen und der
Lymphknotenmetastasierung sowie dem Grading konnte nicht gezeigt werden.

Harvey et al. konnten in einer Studie eine Tendenz zu einem geringeren Uberleben

bei Patienten, die eine erhdhte Expression von uPA und uPAR in der Tumorzelle
hatten, feststellen (142). Cantero et al. konnten bei einer vermehrten Expression von
uPA und uPAR ein signifikant kiirzeres postoperatives Uberleben feststellen (143). In
der Studie von Hildenbrand et al. korrelierten sowohl eine LL- wie auch eine HL-
Amplifikation von uPAR mit einer signifikant geringeren Uberlebenszeit. Es konnte
zudem bei einer Genamplifikation auch eine erhdhte Proteinkonzentration in den
Tumorzellen nachgewiesen werden (144). In der Studie von Hildenbrand et al. konnte
ein Zusammenhang zwischen einer uPAR-Amplifikation und einer vermehrten
Lymphknotenmetastasierung ebenfalls nicht festgestellt werden. In einer Studie mit
Proben von Mammakarzinomen wurde sowohl uPA als auch uPAR untersucht. Es
zeigte sich jedoch auch hier kein Zusammenhang mit dem Grading oder der
Lymphknotenmetastasierung (145).

uPAR, uPAR und uPA sind bisher deutlich weniger gut in Pankreaskarzinomen
erforscht als alle anderen untersuchten Marker in dieser Studie. Umso erstaunlicher

ist es, dass sich eine HL-Amplifikation des Genlokus als prognostisch relevant erwies.
Da es sich beim Genprodukt um ein extrazellulares Signalprotein handelt, ist es auch

einer potentiellen Antikdrpertherapie leicht zuganglich. Wang et al. zeigten, dass es zu
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einer vermehrten uPA-Expression nach Gemcitabin-Exposition bei Pankreastumoren
kommt. Dies hatte eine Resistenz der Pankreastumoren gegenuber Gemcitabin zur
Folge (146).

Gorantla et al. stellten eine interessante Studie vor, bei der menschliche
Pankreastumorzellen in Mause implantiert wurden. Bei einigen Tumoren wurde zuvor
die Expression von uPAR und UPA durch die Behandlung mit einem Plasmid
gehemmt. Diese Tumoren zeigten eine geringere Angiogenese, die erneute Einleitung
der Seneszenz sowie die Einleitung des extrinsischen Apoptosewegs (147).

Es ist daher dringend notwendig, das vielversprechende Potential dieses

Signalproteins, dessen Genlokus und Liganden weiter zu untersuchen.

Grading bei uPAR Amplifikation

Das Grading korrelierte in dieser Studie zwar nicht signifikant mit der
Genamplifikationen, zeigte jedoch eine statistische Tendenz. Erstaunlich dabei war
jedoch, dass sowohl LL- wie auch HL-Amplifikationen eher haufiger mit einem G2- als
mit einem G3-Grading einhergehen. Wie bereits beschrieben, ist das Grading jedoch
ebenfalls ein unabhangiger prognostischer Marker. Sollte sich diese Tendenz in
weiteren Studien bestatigen, so macht es uPAR zu einem umso wichtigeren
prognostischen Faktor der Uberlebenszeit. uPAR als prognostischer Marker wirde
damit auch das Patientenkollektiv mit einem niedrigen Grading durch einen zweiten
Parameter weiter unterteilen und somit eine genauere prognostische Aussage
zulassen. Da die Datenlage diesbezuglich dunn ist, kann jedoch keine abschlieRende

Aussage getroffen werden.
4.10 KRAS

Die KRAS-DNA-Analyse zeigte keine Signifikanz bezlglich der Uberlebenszeit, des
Gradings und der Lymphknotenmetastasierung.

KRAS als prognostischer Marker wurde bereits in vielen Studien untersucht. Hier
zeigte sich in vielen Studien kein signifikanter Zusammenhang mit der Uberlebenszeit
und dem Grading (115, 148-150). Die haufigste Punktmutation war in der Arbeit von
Motojima, Hruban und Kawesha eine Punktmutation der 12. Aminosaure, was einen
Tausch von Glycin (G) zu Asparaginsaure (D) zur Folge hatte. In der Arbeit von Hruban

und Kawesha war zudem noch die zweithdufigste Mutation, von Glycin (G) zu Valin
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(V) der 12. Aminosaure beschrieben. Diese Resultate decken sich mit den
Ergebnissen in dieser Arbeit.

Kawesha konnte in seiner Studie keine Korrelation mit der Uberlebenszeit und dem
Grading fur Punktmutationen im Allgemeinen finden. Er fand aber zwischen den
verschiedenen Punktmutationen in Codon 12 Unterschiede in der Uberlebenszeit
(115). So =zeigte sich fur eine Mutation, die den Tausch von Glycin (G) zu
Asparginsaure (D), G zu Arginin (R) sowie G zu Alanin (A) zur Folge hatte, eine
signifikant kiirzere Uberlebenszeit.

In der Studie von Schlitter et al. zeigten 93% der Pankreastumoren tUberwiegend eine
Mutation in Codon zwei des KRAS-Gens. Sie stellten zudem eine signifikant langere
Uberlebenszeit bei Patienten, welche einen Wildtyp im KRAS-Gen hatten, fest (118).
Witkiewicz et al. stellten bi 93% der untersuchten Pankreastumoren eine Mutation im
KRAS-Gen fest. Es zeigte sich ein signifikant langeres Uberleben der Patienten, wenn
das KRAS-Gen in Exon 3 im 61. Codon eine Mutation hatte (40).

In unserer Studie zeigten sich keine Unterschiede in der Uberlebenszeit zwischen den
vermeintlichen Risikogruppe, den anderen Punktmutationen und den KRAS-
Wildtypen. Aufgrund des hohen prozentualen Anteils an Mutationen in KRAS ist es
sehr wahrscheinlich, dass es sich hierbei um ein wesentliches Ereignis in der
Entstehung des Pankreaskarzinoms handelt.

Auch wenn es in der Literatur Belege dafir gibt, dass es sich um einen prognostischen
Marker fiir die Uberlebenszeit handelt, ist diese Frage nicht abschlieRend geklart.

Der sehr hohe Anteil an mutiertem KRAS in Pankreaskarzinomen macht es jedoch
ohnehin zu keinem idealen prognostischen Marker.

Die Blockierung von nachgeschalteten Signalwege von KRAS sind daher von um so
groRerem therapeutischen Interesse, wie bereits in der Einleitung erklart.

Auch konnte in einer Studie an Lungen- und Kolonkarzinomen gezeigt werden, dass
UPAR bei RAS-mutierten Tumoren deutlich haufiger exprimiert wird (151).

Unter dem Aspekt, dass KRAS-Mutationen nicht die Ausnahme, sondern die Regel bei
Pankreaskarzinomen darstellen, ware es daher sinnvoll, auch die damit in
Zusammenhang stehenden Signalwege, wie es zum Beispiel das uPAR-System

darstellt, naher zu untersuchen.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen mehreren histopathologischen
und molekularen Faktoren und der Prognose beim Pankreaskarzinom untersucht. Bei
Patienten mit resektablem Pankreaskarzinom spielte das Alter bei Operation keine
entscheidende Rolle far das tumorspezifische Uberleben. Bei
Lymphknotenmetastasen zeigte sich eine Tendenz bezuglich eines schlechteren
Uberlebens. Die Lymphgefal- und VenengefalRinfiltration, der Resektionsstatus und
das Grading =zeigten eine signifikante Korrelation mit der Uberlebenszeit.
LymphgefaRinfiltration und Lymphknotenstatus zeigten einen signifikanten
Zusammenhang. Die immunhistochemischen Marker (c-Myc, p16, p53) und die DNA-
Analyse von KRAS zeigten keine Korrelation mit der Uberlebenszeit, der
Lymphknotenmetastasierung sowie dem Grading. Der Verlust von p16 beim Ubergang
von der Tumorvorstufe zum Karzinom war in dieser Studie bei 86% der Falle
nachweisbar. Eine deutliche Zunahme der Proteinanfarbung beim Ubergang von der
Tumorvorstufe zum Karzinom bei p53 konnte gezeigt werden.

Die Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass der Verlust von p16 und die
Akkumulation von vermutlich mutiertem p53 eine wichtige Rolle bei der Entstehung
des Pankreaskarzinoms spielt. Die immunhistochemische c-Myc-Farbung zeigte keine
Korrelation mit der c-Myc-Amplifikation in der c-Myc-FISH-Untersuchung. Der c-Myc-
Genamplifikationsstatus zeigte keine signifikante Korrelation mit dem Uberleben, dem
Lymphknotenstatus und dem Grading. Es zeigte sich jedoch sowohl fur c-Myc als auch
fur uPAR ein statistischer Trend zu einem niedrigeren Grading bei Vorliegen einer
Amplifikation. Die HL-Amplifikation von uPAR ging mit einer signifikant kurzeren
Uberlebenszeit einher, zeigte jedoch keine Korrelation bezliglich des
Lymphknotenstatus und des Grading. Die high-level-Amplifikation von uPAR erwies
sich als relevanter prognostischer Marker und sollte bezlglich ihrer zellularen

Konsequenzen weiter untersucht werden.
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