Aus der Klinik und Poliklinik ftr Allgemein-, Viszeral- und Thoraxchirurgie

des Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Direktor: Prof. Dr. med. Jakob R. Izbicki

Neoexpression von Netrin-1, UNC5H3, DCC und Neogenin in
duktalen Adenokarzinomen des Pankreas.

Magliche prognostische Marker mit therapeutischer Relevanz?

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

dem Fachbereich Medizin der Universitdt Hamburg

vorgelegt von

Matthias Schreiber
aus Muhlhausen

Hamburg 2008



Angenommen vom Fachbereich Medizin

der Universitdt Hamburg am: 10.06.2009

Veroffentlicht mit Genehmigung des Fachbereichs Medizin
der Universitdt Hamburg

Prifungsausschuss, 1. Gutachter/in: Prof. Dr. med. E. Yekebas
Prifungsausschuss, 2. Gutachter/in: Prof. Dr. med. H.-E. Laack

Prufungsausschuss, 3. Gutachter/in: PD Dr. med. D. Reuter



11
1.2.
1.3.
1.4.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

2.6.1.
2.6.2.
2.6.3.
2.6.4.
2.6.5.
2.6.6.
2.6.7.
2.6.8.
2.6.9.

2.7.
2.8.
2.9.
2.10.

3.1.
3.2.
3.3.

INHALTSVERZEICHNIS

BINIEITUNG ..o 5
Zielsetzung der ArbeIt ........coooviiiiiee e 5
PANKIBAS .......eiiiiiiiiiiiicie e 6
PanKreaskarzinOm..........ccooveviiiiiiec e 7
Netrin — 1 und die Rezeptoren DCC, Neogenin und UNC5H3......... 16
Material und Methoden ...........ccccoeiieiiiiii i 19
Y L | PSSR 19
Chemikalien/ REagENZIEN ........cccccvviiieiie et 20
Pufferlosungen/ Farbstoffsubstrat ..., 21
VerdunnuNgSMETIEN .......cc.ooiiiiiriieee e 22
Antikorper und Negativkontrollen ..., 22
IMMUNNISTOCNEMIE ... 23
Prinzip der Immunhistochemie...........ccccooveeiieiiieiic e 23
Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode............ccocvinininieiienn, 24
GEWEDETIXIEIUNG ..ot 24
Paraffin@inbettung ... 25
Herstellung der Paraffinpréparate.............cccoecvevieiiieiie e, 25
Nachweis von Netrin- 1 (N18) ......cccvviieiiiiiic e 26
NaChweisS VON DCC ........ooiiiiie e 28
Nachweis von Neogenin (C20).........ccccvvvrireeieiene e 30
Nachweis vVOn UNCSHS3 ... 32
Hamatoxylin — Eosin — UbersichtsfAarbung............cccocovvvveveveevennne, 34
Histologische Auswertung und Quantifizierung der Farbungen ....... 34
Patientendaten. ........c.coveriieceee e 38
StatistisSCNe ANAIYSE......cccviiieiie et 38
ErgebnISSe ...cveceecec e 40
Patientendaten und pathologisch-anatomische Befunde ................... 40
Pathologisch-anatomische Befunde und Prognose.............cccceeveunene. 40

Immunhistochemische Ergebnisse ..o, 48



3.3.1.
3.3.2.
3.3.3.
3.3.4.

© © N o o

DICC ettt ettt 54
INEOGENIN. ...ttt 56
UNGCSHS ..t 58
DISKUSSION ...ttt bbb 62
ZUSAMMENTASSUNG .....veevieiiieieeie e 67
LiteraturverzeiChnis ..o 69
DaNKSAQUNG ... .oiiiieiie et 78
Lebenslauf .........c.cov i e 79

ErKIAIUNG ..o 80



1. Einleitung

1.1. Zielsetzung der Arbeit

Charakteristisch fur das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist die neurale Invasion
[38,88]. Netrine sind neurale Wachstumsfaktoren, die an die Rezeptoren UNC5H3,
DCC und Neogenin binden [16,42,51,100]. Die Affinitdt der Tumorzellen beim
duktalen Adenokarzinom des Pankreas zu neuralem Gewebe kdnnte assoziiert sein mit
dem Vorkommen von neuralen Wachstumsfaktoren und der Expression der
entsprechenden Rezeptoren auf den Tumorzellen. Daher konnten Netrin-1, UNC5H3,
DCC und Neogenin wichtige prognostische Marker fir das duktale Adenokarzinom des
Pankreas darstellen.

In dieser Arbeit werden diese Faktoren immunhistochemisch untersucht und die
Ergebnisse mit den klinischen Verlaufsdaten, wie beispielsweise dem Tumorstadium,
dem Tumorgrading, dem Lymphknotenstatus, dem Fernmetastasenstatus, dem
rezidivfreien Uberleben bzw. dem Gesamtiiberleben und der Mikrometastasierung in
das Knochenmark bzw. in die Lymphknoten korreliert.

Des Weiteren wird ein Zusammenhang zwischen der neuralen Invasion bzw. der

Angioinvasion und den verschiedenen Faktoren untersucht.



1.2. Pankreas

Das Pankreas ist ein etwa 70 — 90 Gramm schweres drusiges Organ, das sich im
mittleren bzw. linken Oberbauch befindet. Entwicklungsgeschichtlich bildet es sich aus
dem Endoderm der Duodenalanlage. Dabei vereinigen sich eine ventrale und dorsale
Anlage. Durch die Verlagerung des Mesogastriums dorsale kommt es zur Anlagerung
an die hintere Bauchwand und damit zur retroperitonealen Lage.

Das Pankreas wird makroskopisch in Caput-, Corpus-, und Cauda pancreatis gegliedert,
wobei jeder Anteil sowohl exokrine als auch endokrine Driisenanteile besitzt. Exokrine
Sekrete werden Uber den Ductus pancreaticus major und minor an den entsprechende
Papillen in das Duodenum drainiert. Endokrine Substanzen werden autokrin in das Blut
sezerniert. Histologisch besteht das exokrine Pankreas aus tausenden von Acini, die
durch Bindegewebsstrukturen eine L&ppchenstruktur bilden. Diese Acini sind Uber
Schaltstiicken mit dem Ausfuhrungsgangsystem verbunden. Der endokrine Anteil des
Pankreas wird aus Insulae pancreatica (Langerhanssche Inseln) gebildet. Sie betragen
etwa 2% des Gesamtgewichts des Pankreas.

Funktionell unterscheiden sich exokriner und endokriner Anteil erheblich. Das exokrine
Pankreas produziert in seinen Acinuszellen und den kleinen Gangen etwa 1 -1,5 Liter
Pankreassekret taglich. Diese Verdauungsenzyme bestehen aus Proteasen, Glykosiden,
Nukleasen und Lipasen. Desweiteren werden Bikarbonationen sezerniert, die den pH-
Wert des Pankreassekrets auf etwa 8 aufrechterhalten. Im endokrinen Anteil des
Pankreas befinden sich B-Zellen, zur lebensnotwendigen Insulinproduktion, A-Zellen
zur Glukagonproduktiontion, D-Zellen zur Somatostatinproduktion und PP-Zellen fir

das pankreatische Polypeptid [17].



1.3. Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom wurde erstmals von Mondier im Jahr 1936 beschrieben. Seit
dieser Zeit ist eine standige Zunahme der Inzidenz der Erkrankung zu verzeichnen. Es
tritt vor allem in den westlichen Industriestaaten und bei Personen des hdheren
Lebensalters auf. Nach neuesten Erkenntnissen besteht kein sunstantieller Unterschied
zwischen den Geschlechtern, das Verhaltnis betragt derzeit 1,3 Ménner : 1,0 Frauen,
damit erkranken Mé&nner etwas héaufiger als Frauen. In Deutschland betragt die Inzidenz
derzeit 7 pro 100 000 bei Mannern und 5 pro 100 000 bei Frauen und Jahr, wobei ein
Héaufigkeitsgipfel zwischen dem 60. und 80. Lebensjahr zu erkennen ist. Insgesamt liegt
die Haufigkeit in der westlichen Welt bei 10/100 000 pro Jahr. Die Mortalitatsrate
dieser aggressiven Tumorerkrankung entspricht in etwa der Inzidenz, bezogen auf die
gesamten westlichen Industrienationen, und betrégt bei Mannern 10/100 000 bzw. bei
Frauen 7,2 pro 100 000 pro Jahr. Dies ist darauf zurtickzufuhren, da die 5 Jahres-
Uberlebensrate nach diagnostizierten Pankreaskarzinom im Durchschnitt < 5% betréagt.
Damit nimmt dieser Tumor, nach dem Bronchial-, Prostata- und Kolonkarzinom in der
Krebstodstatistik den vierten Platz bei M&nnern und den sechsten Platz bei Frauen ein
[31,55,63,84].

Weltweit ist ein regionarer Unterschied zu sehen. Die hochsten Inzidenzen, mit bis zu
20 Fallen pro 100 000 Einwohner weisen die farbigen amerikanischen Manner auf.
Indien, Singapur und Kuwait weisen mit 1 Fall pro 100 000 Einwohner hingegen die
geringste Haufigkeit auf [12].

Die Atiologie des duktalen Adenokarzinoms und anderer exokriner Pankreastumore ist
weitgehend ungeklért. Gesicherte Faktoren, welche die Entstehung des Tumor
begiinstigen, sind Rauchen, die Erndhrung mit einem hohen Fett- und Fleischanteil und
chronische Pankreatitis [57,58,83]. Beim Rauchen kommt es durch N- Nitrosamine zur
Reaktion mit der DNA, wodurch es zu Fehlkodierungen und zur Aktivierung
spezifischer Onkogene, wie z.B. k-ras kommt [83]. Als Wirkungsmechanismus bei
erhdhter Fettzufuhr wird die Freisetzung von gastrointestinalen Hormonen wie z.B.
Sekretin und Cholecystokinin vermutet. Diese Hormone wirken hyperplastisch auf das
Pankreas [21]. Auch genetische Pradispositionen sind bekannt [25]. Nach bisherigen

Untersuchungen werden rund 10 % der Pankreaskarzinome einer vererbten Erkrankung



zugeordnet. So konnte bei erhdhter Pankreaskarzinomfrequenz ein Zusammenhang
zwischen Keimzellmutationen der Tumorsuppressorgene pl16 und brca 2, wie sie beim
Melanom bzw. familidren Mammakarzinom vorkommen, festgestellt werden [92,98].
Weitere hereditare Erkankungen, die ein erhohtes Pankreaskarzinomrisiko aufweisen
kdnnen, sind das Peutz — Jeghers — Syndrom (100-130-fach erhohtes Risiko), die
Hereditare Pankreatitis (70-100-fach), das Familial atypical multiple-mole melanome
FAMMM (10-70-fach), das familiare Pankreskarzinom (60-fach), die Zystische
Fibrose, die chronische Pankreatitis, die familidre Polyposis coli und das von Hippel-
Lindau-Syndrom.

Weiterhin werden Diabetes mellitus, Magenteilresektionen, Cholecystektomie und
berufliche Expositionen mit Chemikalien, wie Benzidin, Benzinderivaten und DDT, als
mogliche préadisponierende Faktoren diskutiert. Hier konnte jedoch noch Kkeine
eindeutige Pathogenese belegt werden [3,21,28,96]. Fir Alkohol- und Kaffeekonsum
konnte kein Zusammenhang mit der Entstehung eines Pankreaskarzinoms nachgewiesen
werden [21].

Ahnlich, wie bei anderen malignen epithelialen Tumoren, findet man auch beim
Pankreaskarzinom verschiedene Vorlauferstadien bis zur Entstehung des Tumors. Man
teilt diese Stadien nach der PanIN — Klassifikation ein [36]. Dabei unterscheidet man
hyperplastische Veranderungen, die flachen muzindsen (PanIN 1A) oder papilléren
(PanIN 1B) Charakter zeigen, von Dysplasien, die Uber ein Carcinoma in situ in ein
invasives Karzinom tbergehen konnen. Dysplasien werden in low grade(PanIN 2) und
high grade(PanIN 3) unterteilt. [Abb.1] Dieses pathologische Wachstum beruht auf
einer Aktivierung von Onkogenen und einer Inaktivierung von Tumorsupresssorgenen.
Daraus resultiert, dass Wachstumsfaktoren bzw. deren Rezeptoren vermehrt bzw.
vermindert exprimiert werden, und damit die Kanzero-genese aktiviert wird [68,86].
Eine Ubersicht zu Wachstumsfaktoren bzw. Rezeptoren mit Auswirkungen auf das
Wachstum von Pankreastumoren, stellt Tabelle 1 dar. Fir das Pankreaskarzinom ist das
k-ras Onkogen von besonderer Bedeutung. Es ist in bis zu 100% der Tumoren mutiert
[74,77]. Bei den Tumorsuppressorgenen sind v.a. p53, pl6, dpc4 und brca2 zu
erwahnen, die durch Veranderungen, besonders im Zellzyklus oder in verschiedenen



Signalwegen zur Karzinogenese fuhren.

Dabei haben pl6 und dpcd im

Pankreaskarzinom eine besonders hohe Inaktivierungsfrequenz [33,82].

Tabelle 1. Wachstumsfaktoren und deren Eigenschaften bei Pankreas-

karzinomen

Eigenschaften malignen Wachstums

Pankreaskarzinom

Autonome Wachstumskontrolle

Resistenz gegentiber Wachstumsinhibierung

Apoptoseresistenz

Angiogenese

Invasion und Metastasierung

verstarkte Expression von EGF, FGF,
DGF, IGF und deren Rezeptoren

verstarkte Expression von TGF- u.
deren Rezeptoren, Smad 4-Mutationen,
Smad 6 u. 7 Uberexpression

verstarkte Expression von EGF, IGF
und deren Rezeptoren

verstarkte Expression von VEGF, FGF-
2 und deren Rezeptoren

verstarkte Expression von HGF, TGF-
s, NGF und deren Rezeptoren



Typisch flr diese Tumorentitat ist die frihe Tumorausbreitung in das peripankreatische
Gewebe, insbesondere die Infiltration von Gallenwegen, Duodenum, Gefélen und
Nerven. Des Weiteren findet eine frihe Metastasierung statt, sodass zum
Operationszeitpunkt bereits in einem Groldteil der Falle Lymphknotenmetastasen
bestehen. Fernmetastasen sind v.a. in der Leber, dem Peritoneum, der Pleura, dem
Skelettsystem und der Lunge zu finden [9,21].

Mehr als 90 % der Pankreaskarzinome haben ihren Ursprung in den exokrinen
Organanteilen. Dabei handelt es sich in den meisten Fallen um duktale Adenokarzinome
(90 %). Speziell diese duktalen Adenokarzinome entstehen mit 70 — 80% v.a. im
Pankreaskopf, und sind zum Diagnosezeitpunkt bereits zu 80 % im metastasierten
Zustand [13].

Der Tumor ist makroskopisch, besonders wenn er sehr Kklein ist, schwer zu erkennen, da
er oft von einer peritumorésen Begleitpankreatitis maskiert wird.

Histologisch unterscheidet man verschiedene Typen der exokrinen Pankreastumoren.
Diese sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Des Weiteren werden die Karzinome nach ihrem histopathologischen Differen-
zierungsgrad unterschieden, der jedoch fiir die Prognose weniger relevant erscheint.
Dabei steht Grad 1 fir ein hochdifferenziertes Karzinom. Es stellt etwa 40 % der
Tumore dar. Grad 2(50 %) entspricht einem massig differenzierten und Grad 3(10 %)
einem wenig oder undifferenzierten Karzinom [44].

Ein Standard des Tumorstagings von exokrinen Pankreastumoren stellt die TNM-
Klassifikation der UICC und Residualtumorklassifikation der UICC dar. Diese
Einteilungen sind in Tabelle 3 und 4 dargestellt. Fir die Prognose bedeutsam ist die
Ermittlung des Tumorstadiums. Dieses wird von der UICC durch Kombination der T-,
N-, M- Kategorien ermittelt, und ist in Tabelle 5 dargestellt. Dabei stellt das Stadium 1
die geringste Tumorausbreitung dar, das Stadium IV steht fur einen weit

fortgeschrittenen Tumor mit Fernmetastasen.
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Tabelle 2. WHO-KIlassifikation 2000 von exokrinen Pankreastumoren

Benigne Tumoren

Serdses Zystadenom

Mucinéses Zystadenom

Intraduktal papillar-muzinéses Adenom
Zystisches Teratom

Borderline Tumoren

Muzinés zystischer Tumor mit massiger Dysplasie
Intraduktal papillar-muzindser Tumor mit massiger Dysplasie
Solid- pseudopapillarer Tumor

Maligne Tumoren

Schwere duktale Dysplasie — carzinoma in situ
Duktales Adenokarzinom

Muzindéses nichtzystisches Karzinom
Adenosquamdoses Karzinom

Anaplastisches Karzinom

Gemischtes duktal-endokrines Karzinom
Osteoklastendhnlicher Riesenzelltumor

Serdses Zystadenokarzinom

Muzinéses Zystadenokarzinom (nichtinvasiv/ invasiv)
Intraduktal papillar-muzintses Karzinom (nichtinvasiv/ invasiv)
Azinuszellkarzinom

Azinuszellcystadenokarzinom

Gemischt -azinédr-endokrines Karzinom
Pankreatoblastom

Solid-pseudopapilléres Karzinom
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Tabelle 3. TNM- Klassifikation exokriner Pankreaskarzinome nach UICC 2002

T — Primartumor

X Primartumor nicht beurteilbar

TO Kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor auf Pankreas begrenzt, maximaler Durchmesser 2 cm

T2 Tumor auf Pankreas begrenzt, maximaler Durchmesser > 2 cm

T3 Tumor Uberschreitet die Organgrenzen, jedoch ohne Infiltration des

Truncus coelicus oder der A. mesenterica superior

T4 Tumorinfiltration von Nachbarorganen, mit Infiltration des Truncus
coeliacus oder der A. mesenterica superior

N — regionare Lymphknoten

NX Regionédre Lymphknoten nicht beurteilbar
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Regidnare Lymphknotenmetastasen

M — Fernmetastasen

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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Tabelle 4. Residualtumorklassifikation der UICC 2002

Klassifikation Residualtumor

RX

Residualtumor kann nicht bestimmt werden

RO kein nachweisbarer Residualtumor nach operativer Therapie
R1 mikroskopisch nachweisbarer Residualtumor nach operativer
Therapie
R?2 makroskopisch nachweisbarer Residualtumor nach operativer
Therapie
Tabelle 5.  Stadiengruppierung exokriner Pankreaskarzinome nach
UICC 2002
Stadium TNM - Klassifikation
0 Tis N O MO
A T1 NO MO
IB T2 NO M 0
ImA T3 N O MO
1B T1-T3 N1 M 0
I T4 jedes N MO
v jedes T jedes N M1
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Die schlechte Prognose exokriner Pankreastumoren hat eine ihrer wesentlichsten
Ursachen in der schwierigen und dann oft zu spéaten Erkennung dieser Tumoren. Zu
diesem Zeitpunkt ist eine kurative Therapie meist nicht mehr méglich. Der Grund einer
zumeist spaten Entdeckung ist das Fehlen eindeutiger Friih- und Leitsymptome.
Gegebenenfalls kann die Symptomtrias aus Verschlussikterus, unspezifischen
Oberbauchbeschwerden  und  Gewichtsverlust erste  Hinweise auf diese
Malignomerkrankung geben. Auch ein neu aufgetretener Diabetes mellitus oder eine
akute Pankreatitis konnen in seltenen Féllen Anzeichen eines Karzinoms darstellen [2,
5,9,75].

Die Diagnostik des Pankreaskarzinoms erfolgt nahezu ausschlieflich mittels
bildgebenden Verfahren und histologischer Untersuchung. Es hat sich erwiesen, dass
Bildgebung die Tumordetektion, die Dignitatsbeurteilung und die Resektabilitdt am
besten bewertet. Dazu werden insbesondere die Oberbauchsonographie, die
Computertomographie und die Magnetresonanztomographie eingesetzt. Histologischer
Aufschluss ist dann notwendig, wenn ein Malignom von anderen Neoplasien zu
differenzieren ist. Laborchemische Parameter, Tumormarker und molekulargenetische
Diagnoseverfahren, sind zur alleinigen Diagnosesicherung nicht geeignet. Um eine
optimale Therapieplanung zu ermdglichen, kann man sich  weiterer zusétzlicher
diagnostischer Verfahren bedienen. Hierzu zahlen Endosonographie, ERCP, MRCP
und Angiographie. In Ausnahmeféllen kann eine Laparoskopie zur Fragestellung der
Resektabilitat sinnvoll sein [1,9,26,53,78,91].

Somit kann man durch diagnostische Verfahren die Prognose eines Patienten mit
Pankreaskarzinom einschatzen, und darauf basierend einen optimalen Therapieansatz
planen. Fir die rationale Therapieplanung ist es dabei sinnvoll das Pankreaskarzinom in

drei Stufen einzuteilen.

1. lokalresizierbares Pankreaskarzinom
2. lokal fortgeschrittenes, irresektables Pankreaskarzinom, ohne Fernmetastasen
3. Pankreaskarzinom mit Nachweis von Fernmetastasen

Die Therapie des Pankreaskarzinoms ist bis zu heutigen Zeitpunkt unbefriedigend.
Die einzige kurative Behandlungsmoglichkeit besteht bei lokalresizierbaren
Karzinomen in der radikalen Resektion des Tumors. Dies setzt voraus, dass keine

multiplen Fernmetastasen vorliegen. Da zum Zeitpunkt der Diagnosestellung die
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Erkrankung zumeist jedoch im fortgeschrittenen Stadium vorliegt, ist diese Form der
Behandlung nur bei 15 bis 20 % der Patienten moglich. Im Anschlusss kann bei diesen
Patienten, zur Reduktion der Lokalrezidivrate, eine adjuvante Radio- oder
Chemotherapie, oder deren Kombination eingesetzt werden [26,48,71,93].

Im Fall eines fortgeschrittenen, zunéchst irresktablen Tumors ohne Metastasierung
besteht die Mdoglichkeit einer neoadjuvanten Radio- Chemotherapie, womit eine
kurative Resektion angestrebt werden kann [9,10,67].

Im Rahmen der Palliativbehandlung, d.h. bei vorliegen von Fernmetastasen oder bei
inoperablen fortgeschrittenen Pankreaskarzinomen, wird derzeit  eine
Kombinationstherapie aus Radio- und Chemotherapie oder eine alleinige hochdosierte
Chemotherapie angewandt. Hierbei werden sowohl Monochemotherapieverfahren als
auch Polychemotherpieverfahren eingesetzt. Die Substanzen 5-Fluorurazil und
Gemcitabine zeigen hier die beste Wirksamkeit. Eine weitere palliative Therapieoption
besteht durch operative Verfahren. Hier kommen insbesondere Bypassoperationen, wie
die Anlage einer biliodigestiven Anastomose bzw. eine Gastrojejunostomie zum
Einsatz. Jedoch kann die Uberlebenszeit bei all diesen Therapieverfahren nur gering
verbessert werden [8,30,99].

Daher kommt einer supportiven Therapie, mit dem Ziel einer Verbesserung der
Lebensqualitét, eine besondere Rolle zu. Hier steht die Schmerztherapie an erster Stelle.
Aber auch die Behandlung tumorassoziierter Symptome, wie Tumorkachexie, exokrine-
und endokrine Pankreasinsuffizienz, Aszites, Verschlussikterus und Depression ist von
entscheidender Bedeutung [26,69].
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1.4. Netrin-1 und die Rezeptoren DCC, Neogenin und UNC5H3

Netrine, eine Familie der Lamininproteine, sind sezernierte Glykoproteine, die als
Mediatoren der Regulation axonaler Entwicklung im ZNS bekannt geworden sind. Sie
stellen chemotropische Molekiile dar, welche das Axonwachstum und die
Axonorientierung bzw. neuronale Migration bei der neuronalen Entwicklung vermitteln
[16,41, 42,100]. Neben dieser Funktion im neuronalen Gewebe konnte auch der
Einfluss der Netrine auf Geféallendothel und Geféalle glatter Muskelzellen festgestellt
werden. Denn Netrine stimulieren Proliferation, induzieren Migration und fordern
Adhesion [73].

In Anbetracht dessen, dass sowohl der neuronale als auch der vaskuldre Mechanismus
bei der Tumorgenese eine entscheidende Rolle spielt, wird im groflen Ausmass ein
Einfluss der vermittelnden Zytokine dieser Effekte erforscht [6,14,18,29,34,39,97].

Die Funktion der Netrine wird durch zwei unterschiedliche Rezeptorfamilien
vermittelt: die DCC Rezeptor- Familie, zu der auch Neogenin gehdrt und die UNC5H-
Rezeptor- Familie [41,51,52]. Es wurde gezeigt, dass diese Rezeptoren, ebenso wie
Netrin, in die Pathogenese von multiplen Tumoren einbezogen sind
[11,20,46,64,65,89,90]. Das DCC-Rezeptor Gen (Deleted in Colorectal Cancer) wurde
von Vogelstein und Kollegen auf Chromosom 18 (18 ¢21.2) entdeckt [23,24,35].
Aufgrund reduzierter oder fehlender Expression von DCC in diversen Karzinomen wird
vermutet, dass DCC maoglicherweise als ein Tumorsuppressor fungiert [23]
.Experimentell konnte jedoch an Mé&usen, denen eine Kopie des DCC-Gen fehlt, gezeigt
werden, dass kein erhohtes Tumorrisiko besteht, und somit der Charakter als
Tumorsuppressor in Frage gestellt ist [22]. Mehlen und Kollegen berichteten, dass DCC
in Abwesenheit von Netrin-1 Apoptose induziert. In Anwesenheit von Netrin-1 wurde
die Apoptose hingegen gehemmt [62]. Daher wird DCC als ein sogenannter
»dependence receptor betrachtet, d.h. in Abhangigkeit von seinem Liganden kénnen
unterschiedliche Vorgénge induziert bzw. gehemmt werden. In Hinblick auf das
Uberleben der Zellen zeigen diese ,,dependence receptor’s* verschiedene funktionelle
Eigenschaften, die durch An- bzw. Abwesenheit ihres jeweiligen Liganden bestimmt
wird. Entsprechend des Bindungsstatus ihrer jeweiligen Liganden kénnen sie Apoptose

sowohl induzieren als auch inhibieren. Dieses Prinzip der abhangigen Regulation der
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Apoptose wird ebenfalls fur die verwandten Rezeptoren Neogenin und UNC5H3
angenommen [4,7,60,61]. Mazelin und Kollegen zeigten, dass eine Hemmung der
Apoptose bei zunehmender Netrin-1 Expression im Gastrointestinaltrakt von Mausen zu
einer spontanen Entwicklung von hyperplastischen und neoplastischen L&sionen flhrte
[59].

Der Neogenin- Rezeptor ist ebenfalls ein transmembranes Protein, welches DCC &hnelt
und zu dessen Rezeptor-Familie gezahlt wird. Aufgrund ihres strukturellen Aufbaus
werden DCC und Neogenin-1 zu den zelluldren Adhésionsmolekilen (CAM) und der
Immunglobulin- Superfamilie gezéhlt [23,40]. Zahlreiche Studien belegen, dass
Neogenin, wie auch DCC eine bedeutsame Rolle fiir die intakte neuronale Entwicklung
von Vertebraten spielt. Mittlerweile konnte Neogenin-1 auch in Epithelzellen von
Lunge und Gastrointestinaltrakt detektiert werden [27]. Weiterhin konnten Srinivasan
und Kollegen in vivo eine Interaktionen zwischen Neogenin und Netrin-1 in sich
entwickelnden Brustdriisen bei Mdusen nachweisen. Die Bindung von Netrin-1 an
seinen Rezeptor Neogenin-1 war flr die Zelladh&sion zwischen zwei Epithelschichten
und somit fiir die regelrechte Morphogenese von Brustdriisen essentiell. Bei Mutationen
von Neogenin-1 und Netrin-1 konnten unorganisiertes Wachstum der Enddriisen,
Einbriiche der Basallamina und verstarkt Apoptose beobachtet werden. Neogenin ist
scheinbar an VVorgéngen der Signaltransduktion beteiligt [87].

Da Netrin- 1 auch als Ligand bei den Rezeptoren UNC5H1-3 fungiert und diese, wie
DCC, zur Familie der ,,dependence” Rezeptoren zahlen, wird auch bei ihnen eine
Beteiligung an Apoptose bzw. die Funktion eines Tumorsuppressors angenommen
[4,7,52,60]. UNC5H-Rezeptoren sind beim Erwachsenen zwar deutlich starker im
Nervensystem exprimiert, konnten jedoch im Verlauf auch auBerhalb des
Nervensystems in diversen anderen Organen nachgewiesen werden. Eine herabgesetzte
Expression der humanen UNC5H1-3 Rezeptoren konnte in unterschiedlichen
Karzinomen beobachtet werden [4,61,89].

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass das Gleichgewicht von Netrin-1 und seinen
Rezeptoren einen bedeutenden Parameter fiir die Kontrolle von Tumorentwicklung
darzustellen scheint. In dieser Arbeit soll nun immunhistochemisch das VVorhandensein
von Netrin und seinen Rezeptoren DCC, Neogenin und UNC5H3 in duktalen
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Adenokarzinomen des Pankreas nachgewiesen und retrospektiv mit klinischen und

tumorspezifischen Daten des Patientenkollektivs korreliert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

Becherglas 500 ml/ 1000ml
Deckglaser

Einmalpipetten

Eppendorf Tubes 0,5 ml, 2,0 mi
Eppendorf Pipetten
Erlenmeierkolben 100ml/ 5000ml
Filterpapier

Inkubator

Kdivetten

Klvetteneinsatz

Labor pH-Meter

Laboruhr

Magnetrihrer
Messzylinder 100 ml
Messzylinder 1000ml
Mikroskop

Mikrowelle

Objekttrager
Paraffinausgussstation
Pipettenspitzen

Polystyrol — Pinzette
Schlittenmikrotom

Waage

Wasserbad

Fa. Schott Duran

Fa. MARIENFELD

Fa. ELKAY, Ireland
Eppendorf AG, Hamburg

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. Schott Duran

Fa. Schleicher & Schnell, Dassel
Heraeus Instruments

Fa. C. Roth, Karlsruhe

Fa. C. Roth, Karlsruhe

WTW GmbH & Co, Weilheim
Fa. C. Roth, Karlsruhe

Fa. Gerhardt

Fa. Schott Duran

Fa. Brand

Fa. Zeiss, Jena, Axioskop 40
Fa. Bosch

Fa. MARIENFELD

Fa. Mikrom, Heidelberg

Fa. Sarstedt

J. S6llner GmbH, Deggendorf
Fa. Mikrom, Heidelberg
sartorius Laboratory

Fa. Kottermann Labortechnik,

Uetze-Héanigsen
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2.2. Chemikalien/ Reagenzien

ABC kit, Elite PK — 6105

ABC kit, Elite PK — 6200

Citronensauremonohydrat
DAB - Peroxidase Substrate kit SK — 4100

Ethanol 80%, 96%, 100%

Eukitt

Formaldehyd

Isopropanol 20%,40%,60%,80%,90%,100%
Magermilchpulver

MAYERs HEMATOXYLIN SOLUTION
Methanol

Natronlauge 1N / 2N

Paraffin

Roti — Histol

Salzsdure 1IN / 2N

Sodium Chloride

Tri- Na- Citrat- Dihydrat

Trisma base, minimum 99,9% ige Titration
Wasserstoffperoxid 30% ig

Xylol

Vector Laboratories, Burlingane,
USA

Vector Laboratories, Burlingane,
USA

Fa. MERCK, Darmstadt

Vector Laboratories, Burlingane,
USA

Fa. Walter CMP GmbH&Co.
Fa.O. Kindler GmbH&Co, Freiburg
Fa. Merk, Darmstadt

Fa.Walter CMP GmnH&Co.

Fa. MERCK, Darmstadt

Fa. SIGMA, Steinheim

Fa. J.T. Baker, Deventer, Holland
Fa. MERCK, Darmstadt

Fa. MERCK, Darmstadt

Fa. Carl Roth GmbH&Co,
Karlsruhe

Fa. MERCK, Darmstadt

Fa. J.T. Baker, Deventer, Holland
Fa. MERCK, Darmstadt

Fa. SIGMA, Steinheim

Fa. MERCK, Darmstadt

Fa. VOTRE PARTENAIRE
CHIMIE, Frankreich
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2.3 Pufferlésungen/ Farbstoffsubstrat

Citrat — Puffer Losung A — 29,41 Gramm Citronensduremonohydrat werden in
1 Liter destilliertem Wasser geldst

Losung B — 29,41 Gramm Tri- Na- Citrat Dihydrat werden in 1

Liter destilliertem Wasser geldst

Fur 1 Liter Citratpuffer werden 18 ml Lésung A und 82 ml Ldsung B mit 900 ml
destilliertem Wasser gemischt und der pH — Wert auf 6 eingestellt.

TRIS - Puffer - Ansatz fur 5 Liter
- 30 Gramm TRISMA - Pulver
- 42,5 Gramm Na ClI
- 100 ml HCI (2 N)
- Auffillen mit destilliertem Wasser auf 5 Liter
- pH — Wert auf 7,4 einstellen

DAB - Substrat - 5 ml destilliertes Wasser
- 2 Tropfen Buffer
- 4 Tropfen DAB Farbstoff
- 2 Tropfen Hydrogenparoxide
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2.4. Verdinnungsmedien

1) TRIS — Puffer

2.) TRIS — Puffer mit Magermilchpulver

- 1% ig — 0,5 Gramm Magermilchpulver + 50 ml TRIS - Puffer
-2,5% ig — 1,25 Gramm Magermilchpulver + 50 ml TRIS - Puffer
- 10 % ig — 5 Gramm Magermilchpulver + 50 ml TRIS - Puffer

2.5.  Antikorper und Negativkontrollen

Antikorper
DCC

Neogenin (C-20)

Netrin — 1 (N-18)

UNC5H3

Negativkontrollen
MOPC - 21
MOPC - 141

normal goat Ig G

Purified mouse anti — human DCC, Cat. No 554223,
Lot 0000050499, Fa. B&D Bioscience Pharmingen

sc — 6536, Lot # G 210, goat polyclonal Ig G

Fa. Santa Cruz Biotechnologie

sc — 9291, Lot # H 2604, goat polyclonal Ig G

Fa. Santa Cruz Biotechnologie

anti — h UNC5H3, Purified mouse monoclonal 1g G2b,
Clone 200414, Katalog No. MAB 1005

Fa. R&D Systems

Mouse Ig G1, kappa, M 9269, Fa. SIGMA
Mouse Ig G2b, kappa, M 8894, Fa. SIGMA
sc — 2028, Lot # G 1504, control Ig G

Fa. Santa Cruz Biotechnologie
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2.6. Immunhistochemie

2.6.1.  Prinzip der Immunhistochemie

Immunhistochemische Verfahren haben seit der Einfiihrung eine zunehmende
Bedeutung in der Medizin und Biologie erreicht. Aufgrund der Verfeinerung der
immunhistochemischen Techniken werden Sensitivitat und Spezifitat stetig verbessert.
Heute ist diese Technik v.a. Bestandteil der Pathologie und Anatomie, wo zahlreiche
histopathologische Fragestellungen erforscht und beantwortet werden. Das Prinzip der
Immunhistochemie besteht darin, dass im Gewebe vorhandene antigene Determinanten
mit spezifischen AntikOrpern reagieren, und diese Uber ein Enzym oder einem
fluoreszierenden Farbstoff im Mikroskop sichtbar gemacht werden. Diese Antikorper
kdnnen monoklonal oder polyklonal sein und stammen von verschiedenen Tierspezies.
Da monoklonale Antikorper nur gegen eine Determinante gerichtet sind, besitzen sie
eine hohere Spezifitat als polyklonale Antikorper.

Es gibt zahlreiche Methoden zur immunhistochemischen Darstellung. Bei der direkten
Methode ist der Primarantikorper direkt mit einem Marker konjugiert. Dieses Verfahren
ist sehr schnell, aber teuer, da Antikorper in hohen Konzentrationen eingesetzt werden
mussen. Bei der indirekten Methode erfolgt der Nachweis mit einem weiteren
Antikorper, dem so genannten Sekundarantikorper. Dieser ist mit einem Markerenzym
konjugiert und stellt eine Bruckenfunktion zwischen dem Primarantikérper und dem
Farbstoffkomplex dar. Der Vorteil dieser Methode ist eine hohere Sensitivitat und eine
bessere Farbsignalgebung mit weniger Hintergrundfarbung.

In der Praxis finden v.a. die APAAP (alkalische Phosphatase anti-alkalische
Phosphatase)- Methode, die PAP ( Peroxidase anti Peroxidase)- Methode und die ABC
(Avidin Biotin Komplex)- Methode Anwendung.
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2.6.2. Avidin-Biotin-Komplex (ABC) — Methode

Die ABC-Methode stellt die gebrduchlichste indirekte Methode zum Nachweis von
Antigenen dar. Der Name leitet sich vom Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex ab, der
als ein wichtiger Schritt in dieser Untersuchung fir die hohe Sensitivitat verantwortlich
ist. Zundchst reagiert wie bei allen anderen immunhistochemischen Verfahren der
Primérantikorper mit dem gesuchten Antigen, und bildet einen Komplex. An diesen
lagert sich der biotinylierte Sekundarantikérper an. Durch anschliessende Inkubation
mit einem  Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex, der an das Biotin des
Sekundérantikdrpers bindet, kann das Antigen sichtbar gemacht werden. Die geschieht
dadurch, dass das Enzym Peroxidase des Komplexes mit dem Substrat 3°3'-
Diaminobenzidin (DAB) reagiert und so zu einer Braunfarbung des gesuchten
Antigenes fiihrt.

2.6.3. Gewebefixierung

Die Pankreas-Gewebe wurden in einer wassrigen Formalinlésung fixiert. Dies stellt die
gebrauchlichste Art der Gewebeerhaltung postoperationem dar. Hierzu wurden die
Gewebe 8-18 Stunden bei Raumtemperatur in 10%iger, gepufferter Formalinldsung
(KH,PO4, Na,HPO,4, Formaldehyd 37%, destilliertes Wasser) fixiert und anschlieRend

2 bis 6 Stunden in Leitungswasser gespult.
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2.6.4. Paraffineinbettung

Die fixierten Gewebe missen, bevor sie geschnitten werden konnen, eingebettet
werden. Dies erfolgte in Paraffin. Vor der Einbettung wurden folgende

Dehydrierungsschritte durchgefiihrt:

45-60 Min. Isopropanol 20%ig

45-60 Min. Isopropanol 40%ig

45-60 Min. Isopropanol 60%ig

45-60 Min. Isopropanol 80%ig

45-60 Min. Isopropanol 90%ig

45-60 Min. Isopropanol 100%ig Nr. 1
45-60 Min. Isopropanol 100%ig Nr. 2
8-16 Stunden Isopropanol 100%ig Nr. 3
1 Stunde Xylol Nr. 1

1 Stunde Xylol Nr. 2

1 Stunde Xylol Nr. 3

Nach dem Durchlaufen der Dehydrierungsreihe erfolgte das Einbringen der Gewebe in
das heil3e Paraffin. Zunéchst 4 Stunden in Paraffin Nr. 1, 55-65° Celsius, dann 8 bis 16
Stunden in Paraffin Nr.2, 55-65° Celsius und anschlielend 4 Stunden in Paraffin Nr. 3,
ebenfalls 55-65° Celsius. Aus dem Paraffin werden die Gewebe in Blocke eingegossen
und sind nach dem Erkalten gebrauchsfertig zum Schneiden.

2.6.5. Herstellung der Paraffinpraparate

Die Paraffinblocke wurden an einem Schlittenmikrotom 6um dick geschnitten. Die
erhaltenen Schnitte wurden zundchst auf einem ca. 20° Celsius kaltem Wasserbad
aufgefangen, dann auf einem ca. 45° Celsius heif}em Wasserbad gestreckt und danach
auf einen Objekttrager glatt aufgezogen. AbschlieBend folgte das Trocknen der

Schnittpraparate tiber Nacht bei ca. 37° bis 45° Celsius in einem Wéarmeschrank.
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2.6.6. Nachweis von Netrin-1 (N 18)

Zum Nachweis von Netrin-1 (N18) wurde das VECTASTAIN ABC KIT, Elite PK-
6105, Goat Ig G verwendet. Folgendes Protokoll wurde benutzt:

2 X 5 Min. Rotihistol

2 X 2 Min. 100 %iges Ethanol

2 X 2 Min. 96 %iges Ethanol

1 x 2 Min. 80 %iges Ethanol

3 x5 Min. in TRIS — Puffer waschen

20 Min. Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit Methanol +
3 %igen H202

3 x5 Min. in TRIS — Puffer waschen

30 Min. Blockierung unspezifischer Bindungen mit Normal Serum,

rabbit, VECTASTAIN in einer Verdinnung 1:25 mit TRIS/

Magermilchpulver 1% im Warmeschrank bei 37°C

60 Min. Inkubation mit Netrin- 1 (N 18) in einer Verdlinnung 1:25 mit
TRIS/Magermilchpulver 1% im Warmeschrank bei 37°C

2 X 3 Min. in TRIS — Puffer waschen

30 Min. Inkubation mit Anti —Goat IgG, Biotinylated Antibody,

VECTASTAIN in einer Verdinnung 1:50 mit TRIS/ Mager-
milchpulver im Wérmeschrank bei 37°C

2 X 3 Min. in TRIS — Puffer waschen

30 Min. Inkubation des Avidin — Biotin — Komplexes in einer
Verdinnung 1:25 mit TRIS — Puffer im Warmeschrank bei 37°C

2 X 3 Min. in TRIS — Puffer waschen

3 Min. Féarben mit DAB- Substratldsung

2 X kurz in A.dest zum Stoppen der Farbung

1 Min. Gegenfarben mit Mayer's Hamatoxylin

2 X kurz Spulen mit A. dest

5 Min. Bldauen unter Leitungswasser

2 X kurz Spulen mit A. dest
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1 x 1 Min. 80 %iges Ethanol

2 X 1 Min. 96 %iges Ethanol
2 X 1 Min. 100 %iges Ethanol
5 Min. Xylol

Eindeckung mit Eukitt

Als Negativkontrolle wurde analog zum Primdrantikérper normal goat Ig G, sc — 2028,

der Firma Santa Cruz Biotechnologie verwendet.
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2.6.7.

Nachweis von DCC

Zum Nachweis von DCC wurde das VECTASTAIN ABC KIT, Elite PK-6200, Uni-
versal verwendet. Folgendes Protokoll wurde benutzt:

2 X 5 Min.
2 X 2 Min.
2 X 2 Min.
1 x 2 Min.
3 x5 Min.
30 Min.
15 Min.
20 Min.

3 x5 Min.
30 Min.

60 Min.

2 X 3 Min.
30 Min.

2 X 3 Min.
30 Min.

2 X 3 Min.
3 Min.

2 X kurz
1 Min.

2 x kurz

Rotihistol

100 %iges Ethanol

96 %iges Ethanol

80 %iges Ethanol

in TRIS — Puffer waschen

Vorbehandlung im Wasserbad bei 95°C im TRIS — Puffer
Auskihlen

Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit Methanol +
3 %igen H202

in TRIS — Puffer waschen

Blockierung unspezifischer Bindungen mit Normal Serum, horse,
VECTASTAIN in einer Verdunnung 1:10 mit TRIS/
Magermilchpulver 2,5 % im Warmeschrank bei 37°C
Inkubation mit anti — human DCC in einer Verdinnung 1:25 mit
TRIS/ Magermilchpulver 2,5 % im Warmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Inkubation mit Made in Horse, Biotinylated Universal Antibody,
VECTASTAIN in einer Verdunnung 1:50 mit TRIS/ Magermilch
2,5 % im Warmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Inkubation des Avidin — Biotin — Komplexes in einer
Verdiunnung 1:25 mit TRIS — Puffer im Warmeschrank bei 37°C
in TRIS — Puffer waschen

Farben mit DAB- Substratldsung

in A.dest zum Stoppen der Farbung

Gegenfarben mit Mayer's Hamatoxylin

Spulen mit A. dest
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5 Min.

2 X kurz

1 x 1 Min.
2 x 1 Min.
2 x 1 Min.

5 Min.

Blauen unter Leitungswasser
Spulen mit A. dest

80 %iges Ethanol

96 %iges Ethanol

100 %iges Ethanol

Xylol

Eindeckung mit Eukitt

Als Negativkontrolle wurde analog zum Primérantikérper MOPC 21, Mouse Ig G1,

kappa, der Firma SIGMA verwendet.
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2.6.8.

Nachweis von Neogenin

Zum Nachweis von Neogenin wurde das VECTASTAIN ABC KIT, Elite PK-6105,
Goat Ig G verwendet. Folgendes Protokoll wurde benutzt:

2 X 5 Min.
2 X 2 Min.
2 X 2 Min.
1 x 2 Min.
3 x5 Min.
20 Min.
15 Min.
20 Min.

3 x5 Min.
30 Min.

60 Min.

2 X 3 Min.
30 Min.

2 X 3 Min.
30 Min.

2 X 3 Min.
3 Min.

2 X kurz
1 Min.

2 x kurz

Rotihistol

100 %iges Ethanol

96 %iges Ethanol

80 %iges Ethanol

in TRIS — Puffer waschen

Vorbehandlung in Mikrowelle bei 800 Watt im TRIS - Puffer
Auskihlen

Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit Methanol +
3 %igen H202

in TRIS — Puffer waschen

Blockierung unspezifischer Bindungen mit Normal Serum,
rabbit, VECTASTAIN in einer Verdiinnung 1:10 mit TRIS/
Magermilchpulver 1 % im Wérmeschrank bei 37°C

Inkubation mit neogenin ( C-20) in einer Verdiinnung 1:25 mit
TRIS/ Magermilchpulver 1% im Wéarmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Inkubation mit Anti — Goat IgG, Biotinylated Antibody, VEC-
TASTAIN in einer Verdiinnung 1:50 mit TRIS/ Magermilch 1 %
im Warmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Inkubation des Avidin — Biotin — Komplexes in eineVerdiinnung
1:25 mit TRIS — Puffer im Wé&rmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Farben mit DAB- Substratldsung

in A.dest zum Stoppen der Farbung

Gegenfarben mit Mayer's Hamatoxylin

Spulen mit A. dest
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5 Min.

2 X kurz

1 x 1 Min.
2 x 1 Min.
2 x 1 Min.

5 Min.

Blauen unter Leitungswasser
Spulen mit A. dest

80 %iges Ethanol

96 %iges Ethanol

100 %iges Ethanol

Xylol

Eindeckung mit Eukitt

Als Negativkontrolle wurde analog zum Primérantikérper normal goat Ig G, sc — 2028,

der Firma Santa Cruz Biotechnologie erwendet.
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2.6.9.

Nachweis von UNC5H3

Zum Nachweis von UNC5H3 wurde das VECTASTAIN ABC KIT, Elite PK-6200,
Universal verwendet. Folgendes Protokoll wurde benutzt:

2 X 5 Min.
2 X 2 Min.
2 X 2 Min.
1 x 2 Min.
3 x5 Min.
30 Min.
15 Min.
20 Min.

3 x5 Min.

30 Min.

60 Min.

2 X 3 Min.
30 Min.

2 X 3 Min.
30 Min.

2 X 3 Min.
2 Min.

2 x kurz

Rotihistol

100 %iges Ethanol

96 % Ethanol

80 % Ethanol

in TRIS — Puffer waschen

Vorbehandlung im Wasserbad bei 95°C im Citrat — Puffer
Auskihlen

Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat mit Methanol +
3 %igen H202

in TRIS — Puffer waschen

Blockierung unspezifischer Bindungen mit Normal Serum, horse,
VECTASTAIN in einer Verdunnung 1:10 mit TRIS/
Magermilchpulver 1 % im Wérmeschrank bei 37°C

Inkubation mit anti — h UNC5H3 in einer Verdinnung 1:50 mit
TRIS/ Magermilchpulver 1 % im Wé&rmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Inkubation mit Made in Horse, Biotinylated Universal
Antibody,VECTASTAIN in einer Verdinnung 1:50 mit TRIS/
Magermilch

1 % im Wéarmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Inkubation des Avidin — Biotin — Komplexes in einer
Verdinnung

1:25 mit TRIS — Puffer im Warmeschrank bei 37°C

in TRIS — Puffer waschen

Féarben mit DAB- Substratldsung

in A.dest zum Stoppen der Farbung
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1 Min.
2 X kurz
5 Min.

2 X kurz

1 x 1 Min.
2 x 1 Min.
2 X 1 Min.

5 Min.

Gegenfarben mit Mayer's Hamatoxylin
Spulen mit A. dest

Blduen unter Leitungswasser

Spilen mit A. dest

80 %iges Ethanol

96 %iges Ethanol

100 %iges Ethanol

Xylol

Eindeckung mit Eukitt

Als Negativkontrolle wurde analog zum Primérantikérper MOPC 141, Mouse Ig

kappa, der Firma SIGMA verwendet.
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2.7. Hamatoxylin — Eosin — Ubersichtsfarbung

Um die pathologischen Verénderungen der Gewebe beurteilen zu kénnen, wurde von
jedem Tumor ein Préparat in einer Hdmatoxylin-Eosin Farbung angefertigt.

Die Hamatoxylin-Eosin (H.E.) Farbung ist eine Sukzedanfarbung, d.h. es wird
nacheinander gefarbt. Sie basiert auf dem Prinzip der Durchtrankung und der
elektrostatischen Absorption. Hdmalaun wird Ublicherweise progressiv gefarbt. D.h.,
dal} der Farbegrad wahrend der Farbung kontrolliert, und die Farbung bei gewilinschtem
Farbergebnis abgebrochen wird. Hdmalaun ist positiv geladen und bindet sich an die
sauren Bestandteile der DNS, hierdurch wird eine Kernfarbung erzielt. Eosin wird
regressiv gefarbt, es wird also erst Gberfarbt und anschlielend differenziert. Eosin ist
negativ geladen und bindet sich an die positiven Gewebsbestandteile (Eiweil3e),
hierdurch wird eine Plasmafarbung erzielt.

Zur H.E.-Ubersichtsfarbung wurden die Paraffinschnitte zum Entparaffinieren zunachst
fur 2 mal 5 Minuten in Xylol eingebracht. AnschlieBend wurden die Praparate in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Dazu wurde 100 %iges, 96 %iges und 80 %iges
Ethanol fur jeweils 2 mal 2 Minuten verwendet. Danach wurden die Objekttréger fur 1
Minute in destilliertem Wasser gewaschen, um hiernach 1 Minute mit Mayer’s
Hématoxylin gefarbt zu werden. Es folgte das Blauen der Schnitte unter flielendem
Leitungswasser und anschlielend das ca. 30 sekiindige Farben in Eosin, wiederum von
Spulen unter flielendem Leitungswasser gefolgt. Dann wurden die Schnitte dehydriert,
zunachst mit 80%igem, 96%igem und 100%igem Ethanol fur jeweils 2 mal 2 Minuten
und abschlieRend mit Xylol fir 2 mal 5 Minuten. Das Eindecken und Konservieren der

Préaparate erfolgte mit Eukitt.

2.8. Histologische Auswertung und Quantifizierung der Farbungen

Alle immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von zwei unabhéngigen
Pathologen beurteilt (U.R., S.P.). Dazu wurde ein Lichtmikroskop Axioskop 40 der

Firma Zeiss benutzt. Die fotographische Dokumentation der Farbungen erfolgte mit

einer dazugehdrigen Digitalkamera.
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Die Intensitat der Farbungen wurde nach einem Grading eingestuft. Dabei steht 0 fur
keine Farbung, 1+ fir schwach cytoplamatisch gefarbt, 2+ fiir méRig cytplasmatisch
gefarbt und 3+ fur stark cytoplamatisch geféarbt.

Die Abbildungen 1 und 2 zeigen exemplarisch maRig immunhistochemischpositive
Farbungen von Netrin-1 und UNC5H3.
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Immunhistochemie: Espression von Netrin-1 in den apicalen Bereichen

Abb. 1

der Zellen von duktalen Adenokarzinomen des Pankreas, Farbung nach Avidin-Biotin

Methode, Vergrolierung 1 : 100
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Abb. 2

Immunhistochemie: Epression von UNC5H3 in den apikalen Bereichen der

Zellen von duktalen Adenokarzinomen des Pankreas, Farbung nach Avidin-Biotin
Methode, Vergrofierung 1 : 100
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2.9. Patienten

In diese Studie wurden 82 Patienten mit resektablem Adenokarzinom des Pankreas, die
sich im Zeitraum von April 1992 bis November 2002 im Universitatsklinikum Hamburg
Eppendorf einer radikalen Pankreatikoduodenektomie unterzogen, eingeschlossen.
Ausgeschlossen  wurden  Patienten  mit  adjuvanter ~ Chemotherapie  bzw.
Radiochemotherapie, Patienten mit R2-Resektion und Patienten die postoperativ
innerhalb der ersten 90 Tage verstorben sind. Alle Patientendaten einschlie3lich Alter,
Geschlecht, Tumorstadium, Lymphknotenstatus, Fernmetastasenstatus,
Tumordifferenzierung, perineurale Invasion und Resektionsstatus wurden aus
Datenbanken der Klinik fiir Allgemein-, Visceral- und Thoraxchirurgie bzw. dem
Institut flr Pathologie der Universitdt Hamburg Eppendorf erhalten. Die klinischen
Follow-up Daten wurden ebenfalls diesen Datenbanken entnommen, bzw. durch
Kontakt von Patienten und Angehorigen und dem Hamburger Krebsregister
vervollstandigt. 7 Patienten konnten aufgrund fehlender Daten eines Tumorrezidives,

nicht in die Berechnung der tumorrezidivfreien Zeit einbezogen werden.

2.10. Statistische Analyse und immunhistochemische Auswertung

Die fur die vorliegende Studie erhobenen Daten wurden unter Zuhilfenahme von
Microsoft Exel 2000-Programm erfasst. Alle statistischen Berechnungen wurden dann
mit dem Statistical Package for Social Sciences (SPSS), Version 13 (SPSS
Inc.,Chicago, USA) durchgefiihrt. Fir alle Patienten wurde die Uberlebenszeit vom
Operationszeitpunkt bis zum Todesdatum errechnet. Bei Patienten mit Lokalrezidiven
oder aufgetretenen Fernmetastasen wurde zusatzlich die rezidivfreie Zeit angegeben.

Die Schatzungen der Uberlebensraten aus den beobachteten Uberlebenszeiten und die
dazugehdrige graphische Darstellung erfolgte mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode [66]
mit einem Konfidenzintervall von 95% (CI95%, p=0,05). Zum Vergleich der
Uberlebenskurven wurde der Log Rank-Test verwendet. Fir die Berechnung
signifikanter Zusammenh&nge zwischen kategorischen Variablen wurde der Fisher

exact Test mit seinen Kreuztabellen und Chi-Quadrat — Unabhangigkeitstest
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verwendet. Kontinuierliche Variablen wurden mit dem nicht parametrischen Whitney
U Test bewertet. Fiir alle Testverfahren galt jeweils die exakte zweiseitige Signifikanz.
Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant definiert. Die Ergebnisse zu den einzeln
untersuchten Protein Netrin-1 und deren Rezeptoren DCC, Neogenin und UNC5H3

werden in standardisierter Vorgehensweise vorgestellt.
Fir jeden Marker wurden die folgenden Parameter untersucht:

- die Prognoserelevanz des jeweiligen Markers in Bezug zum Gesamtuberleben bzw.
zum rezidivfreien Uberleben

- die Assoziation der Expressionsstarke zum Tumorstadium, Lymphknotenstatus,

Fernmetastasenstatus, histologischen Grad und Resektionsstatus
- die Assoziation der Expressionsstarke zur perineuralen Invasion

Aufgrund nur leichter, statistisch unbedeutender Differenzen der Uberlebensdaten
zwischen Patienten mit negativer bzw. leicht positiver Expressionsstarke der
verschiedenen Marker, haben wir diese zu einer Gruppe zusammengefasst. Das Gleiche
gilt fur Patienten deren Tumoren mittlere bzw. starke Expression aufwiesen. Sie

wurden ebenfalls zu einer Gruppe zusammengefasst.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientendaten und pathologisch-anatomische Befunde

Insgesamt erflllten 82 Patienten mit duktalem Adenokarzinom des Pankreas die
Kriterien zum Einschluss in diese Arbeit. Ausgeschlossen wurden Patienten mit
adjuvanter Radiochemo- oder Chemotherapie, Patienten mit R2-Resektion und
Patienten, die innerhalb von 90 Tagen nach der Operation verstorben sind. Das
Patientenkollektiv setzt sich aus 35(42.7%) Frauen und 47(57,3%) Mannern zusammen,
deren durchschnittliches Alter 62-+10.9 Jahre (33-83 Jahre) betrug. Die mittlere
Nachbeobachtungszeit betrug 15-+19.9 Monate (4-108 Monate). Fir das Tumorstadium
wurde bei einem Patienten ein Karzinoma in situ(1.2%), bei 5(6.1%) Patienten ein pT1,
bei 26(31.7%) Patienten ein pT2, bei 47(57.3%) Patienten ein pT3 und bei 3(3.7%)
Patienten ein pT4 diagnostiziert. Lymphknotenmetastasen waren bei 49 Patienten
(59.8%) positiv, Fernmetastasen wurden bei 3 Patienten (3.7%) diagnostiziert. Bei der
Tumordifferenzierung betrug die Anzahl der gut bzw. massig differenzierten Tumoren
31(47.8%), die der wenig differenzierten 51(62.2%). Des Weiteren wiesen 56 der
Patienten (68.3%) eine perineurale Invasion auf. Eine Angioinvasion wurde bei 2

Patienten diagnostiziert.

3.2.  Pathologisch-anatomische Befunde und Prognose

In den Ergebnissen hat sich gezeigt, dass das pT-Stadium , das pN-Stadium und der
histologische Differenzierungsgrad eng mit der Prognose assoziiert sind.

Bei der Zeit des rezidivfreien Uberlebens wiesen die Variablen Lymphknotenstatus,
Tumorstadium und Differenzierungsgrad signifikanten Einfluss auf. Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen (n=31) hatten eine mittlere rezidivfreie Uberlebenszeit von
10.0 Monaten (95%Cl, 3-17), wahrend Patienten mit Lymphknotenmetastasen (n=44)
6.0 Monate (95%Cl, 4-8; p=.015) rezidivfrei Uberlebten (Abb.4). Fur das Tumorstadium
konnte zwischen den zwei Gruppen der Patienten mit pT1 und pT2 (n= 30) versus pT3

und pT4 (n=45) eine Signifikanz festgestellt werden. Die Gruppe mit pT1 und pT2
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Tumoren wies ein mittleres rezidivfreies Uberleben von 10.0 Monaten (95%CI, 2-18)
auf, die Gruppe mit pT3 und pT4 Tumoren eines von 6.0 Monaten (95%ClI, 4-9;
p=.022) (Abb.3). Beim Differenzierungsgrad wiesen Patienten mit Glund G2 Tumoren
(n=31) eine mittlere rezidivfreie Zeit von 12 Monaten auf(95%ClI, 4-20). Diejenigen mit
G3-Tumoren (n=51) tberlebten im Mittel 6 Monate(95%Cl, 3-9; p=0,049) rezidivfrei.
Bei der Gesamtlberlebenszeit zeigte ebenfalls der Lymphknotenstatus und der
histologische  Differenzierungsgrad  signifikanten  Einfluss.  Patienten  ohne
Lymphknotenmetastasen (n=33) hatten eine mittlere Gesamtlberlebenszeit von 21.0
Monaten (95%CI, 13-29), Patienten mit Lymphknotenmetastasen (n=49) eine von 14.0
Monaten (95%CI, 9-19; p=.009) (Abb.5). Das mittlere Gesamtiiberleben fir Patienten
mit gut bzw. massig differenzierten Tumoren (n=31) betrug 23.0 Monate (95%ClI, 17-
29), das deren mit schlecht differenzierten Tumoren (n= 51) 13.0 Monate (95%Cl, 10-
16; p=.021) (Abb.6).

Fur die restlichen pathologisch-anatomischen Befunde, sowie fir Alter und Geschlecht

konnte keine Signifikanz gefunden werden (Tabelle 6).
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In Tabelle 6 werden die Patientencharakteristika in Bezug zum Gesamt- bzw.
rezidivfreien Uberleben dargestellt. Dabei konnte fiir das T-Stadium, den N-Status und

den G-Status eine Signifikanz gefunden werden.

Tabelle 6 Patientencharakteristika

Patienten Gesamt- Rezidivfreies
tberleben Uberleben
(n=82) % p -Wert p — Wert
Alter in 0,585 0,252
Jahren
Median 62,0
Standard- 10.9
abweichung
Geschlecht 0,107 0,232
weiblich 35 42,7
méannlich 47 57,3
T - Stadium 0,445 0,022
pT1/pT2 32 39,0
pT3/pT4 50 61,0
N - Status 0,009 0,015
pNO 33 40,2
pN1 49 59,8
M - Status 0,072 0,121
pMO 79 96,3
pM1 3 3,7
G - Status 0,021 0,049
G1/G2 31 37,8
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Patienten Gesamt- Rezidivfreies

uberleben Uberleben
(n=82) % p -Wert p — Wert
G3 51 68,3
R - Status 0,401 0,128
RO 66 80,5
R1 16 19,5
Neurale 0,774 0,201
Invasion
ja 56 68,3
nein 26 31,7

Darstellung der demographischen Daten und pathologisch-anatomische Ergebnisse
und der Einfluss auf das Uberleben.
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3.3. Immunhistochemische Ergebnisse

3.3.1. Netrin -1

Patienten mit keiner bzw. schwacher Netrinexpression wiesen ein medianes
Gesamtlberleben von 16,0 Monaten (95%ClI, 13-19) auf, wobei Patienten mit maRiger
bzw. starker Expression durchschnittlich 9,0 Monate (95%CI, 3-15) uberlebten
(p=0,312)(Abb.7).

Fur das rezidivfreie Uberleben zeigte sich eine ahnliche Verteilung. Patienten mit keiner
bzw. schwacher Netrinexpression hatten eine mediane rezidivfreie Zeit von 10,0
Monaten(95%Cl, 7-13), Patienten mit méliger bzw. starker Expression hingegen eine
von 4,0 Monaten(95%Cl, 3-5) (p=0,003)(Abb.8).

Der Vergleich der Netrin-1 Expression mit den histologischen Parametern
Tumorstadium, Nodalstatus und Fernmetastasenstatus stellte keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang dar. Signifikante Unterschiede konnten jedoch beim
Differenzierungsgrad gefunden werden. Bei der Untergruppe der schlecht
differenzierten Tumoren wiesen méaRige bzw. starke Netrin-1 Expressionen auf eine
signifikant geringere Gesamtiiberlebenszeit hin. Somit hatten diese Patienten eine
mediane Gesamtuberlebenszeit von 6,0 Monaten(95%ClI, 2-10), Patienten mit keiner
bzw. schwacher Netrinexpression hingegen eine von 9,0 Monaten(95%CI, 2-18;
p=0,001)(Abb.9u.10).

Fir den Resektionsstatus bzw. die perineurale Invasion ergaben unsere
immunhistochemischen Untersuchungen keinen relevanten Zusammenhang (Tabelle 7).
Die Multivariantenanalyse bestatigte den stark unabh&ngigen prognostischen Einfluss
von maRigen bzw. starken Netrin-1-Expressionen bei Patienten mit schlecht

differenzierten Tumoren. Das relative Risiko betragt 6,9.
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Tabelle 7 zeigt Die Patientencharakteristika in Bezug zur Netrin — 1 Expression bei dem
von uns untersuchten Patientenkollektiv. Dabei konnte eine Signifikanz beim

histologischen Grad gezeigt werden.

Tabelle 7:  Netrin — 1 Expression

n negativ/ in % manig/ in % p-Wert
gesamt  schwach stark
T 1/2 32 26 81,3 6 18,7
3/4 50 41 82,0 9 18,0 0,576
N 0 33 30 90,9 3 9,1
1 49 37 75,5 12 24,5 0,067
M 0 79 65 82,3 4 13,7
3 2 66,7 1 33,3 0,459
G 1/2 31 22 71,0 9 29,0
3 51 45 88,2 6 11,8 0,049
R 0 66 54 81,8 12 18,2
16 13 81,3 3 18,7 0,603
Neurale ja 56 44 78,6 12 21,4
Invasion
nein 26 23 88,5 3 11,5 0,224

Darstellung der Beziehung der Expressionsstarke von Netrin-1 zum pT/pN/pM —
Stadium, dem histologischem Grad, dem Resektionsstatus und der neuralen Invasion

Somit kann zusammenfassend gesagt werden, dass hohe Netrin-1 Expressionen in
duktalen Adenokarzinomen des Pankreas eine ungunstigere Prognose auf das
Gesamtiiberleben als auch auf das rezidivfreie Uberleben aufweisen , und insbesondere

ein niedriger Differenzierungsgrad die Prognose weiter verschlechtert.
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3.3.2. DCC

Eine signifikante Prognoserelevanz fir DCC konnte weder fiir das Gesamtiberleben
(p=0,783) noch fiir das rezidivfreie Uberleben (p=0,724) festgestellt werden.

Auch der Vergleich zwischen der DCC Expression und dem Tumorstadium, dem
Nodalstatus, dem Fernmetastasenstatus, dem histologischen Differenzierungsgrad, dem
Resektionstatus und der perineuralen Invasion zeigte Kkeinen signifikanten

Zusammenhang (Tabelle 8).

Tabelle 8:  DCC Expression

n negativ/  in % maliig/ in % p-Wert
gesamt  schwach stark
T 1/2 32 29 90,6 3 9,4
3/4 50 47 94,0 3 6,0 0,435
N 0 33 30 90,9 3 9,1
49 46 93,9 3 6,1 0,461
M 0 79 73 924 6 7,6
1 3 3 100 0 - 0,794
G 1/2 31 29 93,5 2 6,5
3 51 47 92,2 4 7,8 0,591
R 0 66 60 90,9 6 9,1
1 16 16 100 0 - 0,259
Neurale ja 56 52 92,9 4 7,1
Invasion
nein 26 24 92,3 2 1,7 0,624

Darstellung der Beziehung der Expressionsstarke von DCC zum pT/pN/pM —
Stadium, dem histologischem Grad, dem Resektionsstatus und der neuralen Invasion
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Dementsprechend ist aus unseren Ergebnissen zu schlussfolgern, dass der Rezeptor
DCC keinen prognostischen Marker bei duktalen Adenokarzinomen des Pankreas
darstellt.
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3.3.3. Neogenin

Auch bei dem Rezeptor Neogenin konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen

der Expressionsstarke und dem Gesamtlberleben (p=0,561) bzw. dem rezidivfreien

Uberleben (p=0,560) gezeigt werden.

Der Vergleich zwischen der Neogenin Expression und dem Tumorstadium, dem

Nodalstatus, dem Fernmetastasenstatus, dem histologischen Differenzierungsgrad, dem

Resektionstatus und der perineuralen Invasion zeigte ebenfalls keinen statistisch

signifikanten Zusammenhang (Tabelle 9).

Tabelle 9:  Neogenin Expression
n negativ/  in % maliig/ in % p-Wert
gesamt  schwach stark
T 1/2 32 30 93,8 2 6,2
3/4 50 47 94,0 3 6,0 0,652
N 0 33 30 90,9 3 91
1 49 47 95,9 2 4,1 0,317
M 0 79 74 93,7 6,3
3 3 100 - 0,826
G 1/2 31 27 87,1 4 12,9
3 51 50 98,0 2,0 0,065
R 0 66 61 92,4 7,6
1 16 16 100 - 0,328
Neurale ja 56 52 92,9 4 71
Invasion
nein 26 25 96,2 1 3,8 0,490

Darstellung der Beziehung der Expressionsstérke von Neogenin zum pT/pN/pM —
Stadium, dem histologischem Grad, dem Resektionsstatus und der neuralen Invasion

56



Dementsprechend kann auch hier gesagt werden, dass der Rezeptor Neogenin keinen

prognostischen Marker bei duktalen Adenokarzinomen des Pankreas darstellt.
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3.34. UNC5H3

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Expressionsstéarke
von UNC5H3 und dem Gesamtiiberleben (p=0,263) bzw. dem rezidivfreien Uberleben
(p=0,540) nachgewiesen werden.

Der Vergleich der UNC5H3-Expression mit dem histologischem Phénotyp ergab einen
Zusammenhang mit dem Tumorstadium (p= 0,006). Dabei nahm die Expressionsstarke
von UNC5H3 mit zunehmendem Tumorstadium ab (Tabelle 10).

Fir die anderen Parameter, wie dem Nodalstatus, dem Fernmetastasenstatus, dem
histologischem Differenzierungsgrad, dem Resektionsstatus und der neuralen Invasion
ergab der Vergleich keinen signifikanten Zusammenhang. (Tabelle 10)

In einer Untergruppe bei Patienten mit positivem Lymphknotenstatus konnte gezeigt
werden, dass keine bzw. schwache UNC5H3-Expressionen mit einem langeren
Gesamtiberleben verbunden waren. Diese Patienten hatten eine mediane
Gesamtiberlebenszeit von 14,0 Monaten(95%CI, 11-19), wobei Patienten mit
Lymphknotenmetastasen und maéaRigen bzw. hohen UNC5H3-Expressionen
durchschnittlich 9,0 Monate(95Cl, 9-10; p=0,007) tberlebten (Abb.11u.12).

In der Multivariantenanalyse konnten maRige bzw. starke UNC5H3-Expressionen als
ein unabhdngiger Prognosefaktor, mit signifikantem Einfluss auf das Gesamtiiberleben
bei Patienten mit positivem Lymphknotenstatus, bestétigt werden. Das relative Risiko
betragt 2,73.
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Tabelle 10 zeigt die Patientencharakteristika in Bezug zur UNC5H3 Expression bei dem
von uns untersuchten Patientenkollektiv. Dabei konnte eine Signifikanz beim T-

Stadium gezeigt werden.

Tabelle 10: UNC5H3 Expression

N Negativ/  in % Malig/ in % p-Wert

gesamt  schwach stark

T 1/2 32 7 21,9 25 78,1
3/4 50 26 52,0 24 48,0 0,006

N 0 33 11 33,3 22 66,7
49 22 44,9 27 55,1 0,207

M 0 79 33 41,8 46 58,2
1 3 0 - 3 100 0,208

G 1/2 31 12 38,7 19 61,3
51 21 41,2 30 59,8 0,506

R 0 66 27 40,9 39 59,1
1 16 6 37,5 10 62,5 0,518

Neurale ja 56 22 39,3 34 60,7

Invasion

nein 26 11 42,3 15 57,7 0,491

Darstellung der Beziehung der Expressionsstarke von UNC5H3 zum pT/pN/pM —
Stadium, dem histologischem Grad, dem Resektionsstatus und der neuralen Invasion

Schlussfolgernd kann nach unseren Ergebnissen gesagt werden, dass stéarkere
Expressionen von dem Rezeptor UNC5H3 eher flr ein niedrigeres Tumorstadium
sprechen, als schwache oder keine Expressionen. AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass bei positivem Lymphknotenstatus eine hohere UNC5H3 Expression die Prognose

des Gesamtiberlebens verschlechtert.
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4. Diskussion

In der adjuvanten Behandlung von Pankreaskarzinomen weisen Chemotherapie
und/oder Radiochemotherapie sehr unterschiedliche Wirkung aufweisen [70] .Sie
werden in der klinischen Routine ohne Beriicksichtigung des Tumorstaging in den
meisten Féllen angewandt. In Bezug auf die Wertung der herkdmmlichen
Tumorstagingnomenklatur spiegeln sie ein gewisses Misstrauen wieder. Es scheint
besonders wichtig, gerade in den frihen Stadien des Pankreaskarzinoms, eine
zuverléssige Voraussage ber das Risiko, beispielsweise eines Tumorrezidivs, zu geben.
Auf diese Unzulénglichkeiten des konventionellen Tumorstagings zurickfthrend wird
stdndig eine breite Palette vom Markern untersucht. Alle haben das Ziel, Patienten in
ein bestimmtes Risikoprofil einzuordnen und damit ein passendes Therapieregime zu
veranlassen [19,32,37,43,45,47,49,50,54,72,79,80,81,85,94].

Durch immunhistochemische bzw. molekularbiologische Verfahren erforscht man eine
Vielzahl verschiedener Untersuchungen von mdglichen Tumorpradiktoren. Es wird
damit gezeigt, dass bis zum heutigen Zeitpunkt schon eine ganze Reihe von Biomarkern
exestieren, die Einfluss auf die Prognose des Pankreaskarzinoms haben. Es erscheint
aber insbesondere wichtig, dass diese vielen einzelnen mdoglichen Tumormarker in
Kombination zu sehen sind, um damit eine verniinftige Prognose voraussagen zu
konnen und beispielsweise eine unnotige Behandlung zu Lasten des Patienten zu
vermeiden. Es ist jedoch ein schwerwiegendes Problem, dass viele dieser Marker nicht
nur spezifisch fir das Pankreaskarzinom sind. Sie kommen auch in anderen
Tumorentitdten vor. Daher ist es bis heute nicht gelungen einen aussagekraftigen
Tumormarker zur Fruherkennung des Pankreaskarzinoms zu finden. Vielmehr dienen
all diese Marker mehr oder weniger zur Prognoseeinschitzung bzw. zur
Verlaufskontrolle.

Es wurde in der vorliegenden Studie die Expression von Netrin-1 und den Rezeptoren
DCC, Neogenin und UNC5H3 immunhistochemisch an 82 Adenokarzinomen des
Pankreas untersucht. Mit dieser Arbeit wurde daher erstmals der Einfluss dieser
Biomarker bei Pankreaskarzinomen untersucht.

Das Netrin-1 bei der Pankreasentwicklung und beim Gewebeumbau des Pankreas

beteiligt ist, zeigten de Breuk und seine Kollegen. Netrin-1 spielt insbesondere eine
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Rolle bei der Gang- und Inselzellentwicklung [15 . Sie untersuchten die Expression
und Funktion von Netrin-1 am sich regenerierenden Pankreasgewebe, wo zuvor der
Pankreasgang verschlossen wurde. Bei Manipulationen des Pankreas, beispielsweise
durch  Verschliessen der exokrinen Pankreasgange, konnten verschiedene
Umbauprozesse beobachtet werden. So zeigten sich acino-duktale Metaplasien des
exokrinen Pankreasgewebes, mesenchymale Hyperproliferationen und Hyperplasien
von endokrinen  Zellen, im Rahmen einer Inselzellneubildung [76,95]. Fiir die
Entwicklung von Pankreaskarzinomen wird des Weiteren die chronische Pankreatitis als
ein Risikofaktor angenommen [55,56]. Hier wird auf Grundlage der chronischen
Entzindung mit spaterer Regeneration ein Bezug zur Karzinogenese vermutet. In
diesem Zusammenhang koénnte der Einfluss von Netrin-1 und seinen Rezeptoren auch
hier eine mogliche Rolle spielen.

Obwohl beschrieben wurde, dass Netrin-1 in adultem gesunden Pankreasgewebe nicht
exprimiert wird [15], konnten wir in unserer Arbeit in 61% (50/82) der Karzinome
nachweisen, dass Netrin-1 vorhanden war. Wir zeigten auf’erdem, dass die Netrin-1
Expression einen signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben hat. Fir das
Gesamtiberleben konnte diese Signifikanz nicht bestatigt werden. Die geringen
Uberlebenszeiten konnten einen maoglichen Grund dafir darstellen. Geringe
Schwankungen stellen daher einen grossen Einfluss auf eine eventuelle Signifikanz
dar, so dass sich ein genaueres Ergebnis moglicherweise erst bei héheren Fallzahlen
herauskristallisieren wirde.

Es wurde bereits gezeigt, dass die Netrin-1 Rezeptoren DCC und Neogenin schwache
bzw. keine Expression im adulten Pankreasgewebe aufweisen [15]. Wir konnten dies
mit unseren Untersuchungen bestatigen und zeigen, dass kein Zusammenhang zwischen
der Expression von DCC bzw. Neogenin und dem Adenokarzinom des Pankreas
besteht. Wir fanden ebenfalls heraus, dass UNC5H3 im Gegensatz zu den anderen
Netrinl-Rezeptoren offensichtlich hdufiger und starker in Adenokarzinomen des
Pankreas exprimiert wird. Derzeit sind nach unserem Wissen hier keine Daten
verfugbar, die eine An- bzw. Abwesenheit der UNC5H-Rezeptorfamilie in
Pankreasgewebe beschreiben. Wir fanden jedoch auch hier keinen signifikanten
Einfluss, weder auf das Uberleben der Patienten noch auf die klinisch-pathologischen

Daten.
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Um die Relevanz von Netrin-1 und seinen Rezeptoren fur die Prognose beim
Adenokarzinom des Pankreas zu bewerten, fiihrten wir eine weitere Untergliederung der
klinisch-pathologischen Daten durch. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Netrin-1
Expression einen hoch signifikanten Einfluss auf das Uberleben von Patienten mit
gering differenzierten Adenokarzinomen des Pankreas hat. Wahrend bei Patienten mit
schlecht differenzierten Tumoren und negativer bzw. schwacher Netrin-1 Expression
ein langeres Uberleben zu verzeichnen war, zeigten diese mit maBiger bzw. starker
Expression eine deutlich verkirzte Gesamtiiberlebensdauer, als auch eine verkirzte
rezidivfreie Zeit. Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir den Rezeptor UNC5H3 in
Korrelation zum Lymphknotenstatus gefunden werden. Dabei zeigte sich, dass
Patienten mit positivem Lymphknotenstatus und maéfRiger bzw. starker UNC5H3
Expression ein signifikant geringeres Gesamtiberleben aufwiesen, als Patienten ohne
bzw. schwacher UNC5H3 Expression. Diese Beobachtungen zeigen, dass es sinnvoll
ist, signifikant prognostische Faktoren, wie in unserer Arbeit beispielsweise
Lymphknotenstatus und Grading, nochmals in Patientensubgruppen zu untergliedern,
um so die Prognose besser abschatzen zu konnen. Somit geben diese von uns
untersuchten Marker zusétzliche Informationen Uber die Prognose in diesen einzelnen
Subgruppen. Daraus resultierend, erlauben sie eine bessere Einordnung der Patienten in
die verschiedenen Therapieregime. Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass durch
diese Arbeit der Beweis erbracht wurde, dass Netrin-1 und seine Rezeptoren Einfluss
auf die Prognose bei Adenokarzinomen des Pankreas haben.

Es stellt sich nun die Frage: Warum nur in den Patientensubgruppen signifikanter
Einfluss auf das Gesamtiiberleben besteht. Eine Antwort kdnnte sein, dass in der von
uns durchgefiihrten Studie nur drei der sechs bekannten Netrin-1 Rezeptoren untersucht
wurden, und damit der Einfluss der nicht untersuchten Rezeptoren unbeantwortet bleibt.
Zum Einen konnten diese Untersuchungen auf Grund der fehlenden Antikorper nicht
durchgefuhrt werden. Zum Anderen war es flir uns zundchst ausreichend einen Rezeptor
aus der UNC5H-Familie zu untersuchen, da bisher hierzu keinerlei Ergebnisse vorlagen,
und somit diese Rezeptorfamilie erstmals an Pankreaskarzinomen untersucht wurde.
Des Weiteren ist grofitenteils noch nicht verstanden, wie der zugrunde liegende
Mechanismus und die gegenseitigen Interaktionen von Rezeptoren und Ligand

funktionieren. In Anbetracht dessen, dass Netrin-1 Rezeptoren Abhangigkeitsrezeptoren
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sind, sollten in die Analyse zur Relevanz als prognostische Marker zusétzlich
Kombinationen aus der Netrin-1 Expression und verschiedenen Rezeptorexpressionen
einbezogen werden, um daraus resultierend, Aussagen Uber die Karzinogenese und
Tumorbiologie machen zu koénnen. Damit wére es vorstellbar, dass Patienten mit
Tumoren bei denen sowohl hohe Netrin-1 Expressionen als auch hohe UNC5H3
Expressionen vorkommen, eine geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen, als
solche bei denen beispielsweise nur einer dieser Marker hoch exprimiert wird. Auf der
anderen Seite ware es auch umgekehrt moglich, da gegensétzliche oder teilweise
neutralisierende Effekte denkbar waéren. Diese konnten beispielsweise auch
vollkommen unabhéngig von der UNC5H3 Expression sein, da UNC5H3 letztlich nur
einen der sechs bekannten Rezeptoren darstellt. Jedoch konnten diese hoch komplexen
Wechselbeziehungen in dieser Arbeit nicht aufgeklart werden. Die Grinde liegen zum
einen an der relativ niedrigen Fallzahl. Unterteilungen in Patientensubgruppen mit
bestimmten Kombinationen aus Rezeptor- und Ligandenexpression wirden eine hohere
Anzahl an Tumorproben erforderlich machen. Somit ist es schwierig bei einem
Patientenkollektiv von 82 Fallen stichhaltige statistische Angaben betreffend der
Patientenprognose zu geben. Zum anderen kénnen allein durch immunhistochemische
Analyse die zugrunde liegenden Zusammenhdnge der verschiedenen  Ligand-
Rezeptorinteraktionen, die hier eine Rolle zu spielen scheinen, nicht gentigend
aufgeklart werden. Um diese weiter zu erforschen und zu verstehen, wéren daher
weitere Studien, einschlieBlich DNA- und RNA Analysen, notwendig.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass durch unsere Ergebnisse erstmalig ein
Zusammenhang zwischen Netrin-1 und seinen Rezeptoren in Adenokarzinomen des
Pankreas gezeigt wurde. Wir haben bewiesen, dass die Expression von dem Liganden
Netrin-1 und dem Rezeptor UNC5H3 signifikanten Einfluss in einzelnen
Patientensubgruppen aufweist, und diese Patienten eine schlechtere Prognose haben.
Weiterhin konnten wir fur Netrin-1 einen signifikanten Einfluss auf das rezidivfreie
Uberleben zeigen. Fiir die Rezeptoren DCC und Neogenin konnten wir keinen Einfluss
auf die Prognose beim Adenokarzinom des Pankreas finden.

Zusammen mit anderen typischen pathohistologischen Prognosefaktoren, kdnnen diese
Marker, Patienten mit schlechtem Verlauf identifizieren. Weitere Studien werden notig

sein, um die zugrunde liegenden Prinzipien der Interaktionen zwischen Netrin-1 und
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den dazugehérigen Rezeptoren eindeutig zu verstehen, um daraus schlussfolgernd eine
Aussage Uber die prognostische Signifikanz in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas

treffen zu kdnnen.
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4.  Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom ist eines der aggressivsten maligen Tumoren des hoheren
Lebensalters. Nahezu alle Patienten mit der Diagnose Pankreaskarzinom versterben
aufgrund der fehlenden Frihsymptome, der zu spaten Diagnosestellung und der derzeit
eingeschrankten Behandlungsmoglichkeiten innerhalb der ersten 5 Jahre. Deshalb ist es
fur die Erkennung und fruhzeitige Behandlung dieser Patienten enorm wichtig,
relevante prognostische und préadiktive Parameter zu erforschen.

In Bezug auf die etablierten Prognosefaktoren wie Tumorstadium, Nodalstatus und
Differenzierungsgrad wurde in dieser Arbeit die Expression von dem Protein Netrin-1
und deren Rezeptoren DCC, Neogenin und UNC5H3 immunhistochemisch untersucht.
Netrin-1 und seine Rezeptoren spielen eine grosse Rolle bei der Entwicklung des
zentralen Nervensystems. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sie in der
Tumorgenese einen bedeutenden Einfluss haben, und bereits bei einigen Tumorentitéten
prognostisch relevant waren.

In dieser Studie wurden von 82 Patienten mit resektablen Adenokarzinom des Pankreas
die Gewebeschnitte immunhistochemisch auf diese 4 Biomarker untersucht und
anschliessend ausgewertet.

Die Untersuchung ergab, dass sowohl fir Netrin-1 als auch fur den Rezeptor UNC5H3
eine Assoziation zwischen Expressionstarke und Prognose besteht. Hohe Netrin-1
Expressionen sind mit einer deutlich kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit verbunden,
als niedrige Expressionen. Des Weiteren zeigt Netrin-1 signifikanten Einfluss bei
schlecht differenzierten Tumoren. Hohe Netrin-1 Expressionen sind auch hier mit einem
deutlich verringertem Gesamtuberleben assoziert. Bei dem Rezeptor UNC5H3 konnte
ein Zusammenhang zwischen positivem Lymphknotenstatus und der Expressionsstarke
untersucht werden. Patienten mit hohen Expressionen wiesen ein geringeres
Gesamtuberleben auf, als diejenigen mit geringer Expression.

Fir die Rezeptoren DCC und Neogenin konnte kein Einfluss auf die Prognose bei
duktalen Adenokarzinomen des Pankreas gefunden werden.

Fur die Zukunft wird erwartet, dass weitere Biomarker fur das duktale Adenokarzinom
des Pankreas untersucht werden, und letztlich der Einschluss von relevanten Proteinen
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dazu fihren wird, dass die molekulare Bestimmung einer Serie von Parametern zu einer

individualisierten Patientenbehandlung beitragt.
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