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1 EINLEITUNG

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Die Gesamtheit der Pankreaskarzinome macht etwa 3% aller Krebserkrankungen in
Deutschland aus. Trotz intensiver Forschung konnte in den letzten Jahren die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate lediglich gering gesteigert werden. Sie verbesserte sich zwischen
den Jahren 2002 bis 2004 bei Mannern von 5% auf 6,4% und bei Frauen von 4% auf
7,6% (GEKID 2007; GEKID 2009). Aufgrund ihrer schlechten Prognose sind die Pank-
reaskarzinome bei Ménnern fur 5,8%, bei Frauen flr 6,7% aller Krebstodesfélle in
Deutschland verantwortlich und sind damit die vierthdufigste Krebstodesursache ins-
gesamt. Das méannliche mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 69 Jahren, das weib-
liche bei etwa 76 Jahren (GEKID 2009). Etwa 80% der duktalen Adenokarzinome
manifestieren sich im Alter zwischen 60 und 80 Jahren. Nur sehr selten kommt es zu
einer Tumormanifestation bei Patienten unter 40 Jahren. Die Inzidenz der Pankreas-
karzinome ist bei Mannern leicht hoher als bei Frauen. So betrdgt das Verhaltnis
Maénner zu Frauen 1,6 in Industrielandern und 1,1 in Entwicklungsléandern (Kl6ppel et
al. 2000).

1.1.2 Atiologie

Wie bei den meisten Krebserkrankungen ist die Atiologie des Pankreaskarzinoms viel-
faltig. Es sind diverse autosomal-dominate genetische Veranderungen beschrieben, die
zu einer Erhéhung des Pankreaskarzinomrisikos fuilhren (Hall et al. 2002). In den letzten
Jahren konnte eine Zunahme in der Haufigkeit des Auftretens in industrialisierten
Landern verzeichnet werden. Diese wird in erster Linie auf das zunehmende Lebens-
alter, Ubergewicht sowie auf Rauchen und Alkoholabusus zuriickgefiihrt (Beger et al.
2008). Es konnte belegt werden, dass etwa 30% aller duktalen Pankreaskarzinome
durch Nikotinabusus verursacht sind (Muscat et al. 1997). Eine ballaststoffarme,
fleisch- und fettreiche Erndhrung soll ebenfalls der Tumorentwicklung forderlich sein.
Der Kaffeekonsum stellt allerdings - anders als friiher angenommen - kein erhéhtes
Risiko dar (Kléppel et al. 2000).



Hruban et al. (2001) beschreibt das familidr-gehdufte Auftreten von Pankreas-
karzinomen, ohne dass bekannte genetische Verénderungen nachgewiesen werden
konnten. Eine Studie von Simon und Printz (2001) zeigt, dass etwa 10% aller Pankreas-
karzinome familiar bedingt sind. Zu den familidren Erkrankungen mit stark erhghtem
Pankreas-karzinomrisiko gehoren die haufig beschriebene chronische hereditére
Pankreatitis (Whitcomb et al. 1996; Hall et al. 2002), das Peutz-Jeghers-Syndrom (Su et
al. 1999; Giardiello et al. 2000; Cowgill u. Muscarella 2003; Qanungo et al. 2003), das
hereditére nicht-polypdse Kolonkarzinom, das *familidre atypische multiple Muttermal
und Melanom Syndrom’ (FAMMM-Syndrom) sowie Mutationen im BRCA2, die fur
Brust- und Ovarialkarzinome bekannt sind (Cowgill u. Muscarella 2003).

1.1.3 Symptome, Diagnose, Therapie

Bei mehr als 90% aller Patienten hat sich das Pankreaskarzinom zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits Uber die anatomischen Grenzen des Pankreas hinaus ausgebreitet. Der
Grund dieser spaten Diagnose ist das Fehlen von charakteristischen Friihsymptomen
(Beger et al. 2008). So werden manche Patienten Uber einen langeren Zeitraum ortho-
padisch behandelt, bevor die Ursache ihrer Rickenschmerzen im Pankreas-karzinom
erkannt wird. Spétsymptome eines vorangeschrittenen Pankreaskarzinoms kdénnen
Oberbauch- und Riickenschmerzen sein, die charakteristischerweise gurtelférmig aus-
strahlen konnen, aber nicht missen. Durch eine Stenose der ableitenden Gallenwege
kann es zu einem Ikterus kommen. Weitere Spatsymptome stellen das plétzliche Auf-
treten eines insulinpflichtigen Diabetes mellitus, Fettstiihle sowie der fur viele Krebs-
erkrankungen typische Nachtschwei® und unerklarte Gewichtsverluste dar (Beger et al.
2008). Gelegentlich fallen Patienten auch durch eine akute Pankreatitis, Thrombo-

phlebitiden, Hypoglykamien oder Hyperkalzdmie auf (Kloppel et al. 2000).

Bei dem Verdacht auf ein Pankreaskarzinom sollte eine Dunnschicht-Kontrast-
Computertomographie (CT) bzw. eine Magnetresonanztomographie (MRT) zur
Abklarung durchgefihrt werden (Beger et al. 2008).

Die einzige kurative Therapieoption ist die chirurgische Entfernung des Tumors. Die

onkologische Resektion eines duktalen Pankreaskarzinoms ist jedoch nur im TNM-



Stadium | und Il indiziert. Bei hdheren Stadien ist der chirurgische Eingriff meist
palliativ (AWMF 2008; Beger et al. 2008).

Nach einer radikalen Tumorentfernung sollte eine adjuvante Chemotherapie erfolgen,
diese kann das weitere Uberleben signifikant verlangern (Beger et al. 2008).

Die Prognose des duktalen Adenokarzinoms ist die schlechteste, da die friihzeitige Me-
tastasierung sowohl lymphogen als auch hdmatogen in Leber, Knochen, Lunge und Ge-
hirn erfolgt.

1.1.4 Pathologie

Die Mehrheit der Bauchspeicheldriisen-Neoplasien hat ein solides Wachstumsmuster,
die Tumorzellen sind mé&Rig bis gut differenziert (KIoppel et al. 2000; Kosmahl et al.
2005). Die Neoplasien des exokrinen Pankreas machen im Vergleich zu denen des
endokrinen Pankreas 95% aller Tumore aus. Hierbei handelt es sich am h&ufigsten um
Adenokarzinome, die mit ca. 70% den Pankreaskopfbereich betreffen. Ausgangspunkt
ist zu 90% das einschichtige Epithel der kleinen Ausflihrungsgange, aus dem sich das in
dieser Arbeit ausschlieBlich untersuchte duktale Adenokarzinom entwickelt (Kl6ppel u.
Littges 2001; Adler 2004; Beger et al. 2008).

Seit im Jahr 1924 der erste mit hyperplastischen und dysplastischen Epithelldsionen
assoziierte Pankreastumor beschrieben wurde, hat sich der Verdacht eines Pro-
gressionsmodells fur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms in den vergangenen
Jahren zunehmend bestétigt (Biankin et al. 2004). In diesem mehrstufigen Modell
wurden genau definierte nicht-invasive duktale Lasionen unter dem Begriff
pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanINs) klassifiziert (Maitra et al. 2003).

Die PanINs werden in drei Entwicklungsstufen eingeteilt (siehe Abb. 1). PanIN-1 sind
Epithellasionen ohne Dysplasien, PanIN-2 sind Epithelldsionen mit Dysplasien und
PanIN-3 entspricht dem carcinoma in situ (CIS). Viele der in Adenokarzinomen des
Pankreas zu findenden genetischen Veranderungen sind bereits in den PanINs nach-
weisbar. So findet man in einem Grofteil der PanIN-3 bereits eine vermehrte p53
Expression (Klein et al. 2002).
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Abbildung 1: Vorstufenmodell des Pankreaskarzinoms, aus Klein et al. (2002).

1.2 Genetik des Pankreaskarzinoms

Pankreaskarzinome gelten als genetisch extrem instabil mit einer Vielzahl von
chromosomalen Verdnderungen und Mutationen. Zu den hdufigsten Veranderungen
zahlen Punktmutationen des KRAS Genes (Chromosom 12p), die in Uber 90% der
Pankreastumoren gefunden werden und Mutationen des p53 Tumorsuppressorgenes, die
in 50-70% der Karzinome beschrieben werden (Kldppel et al. 2000; Littgens u. Kloppel
2005).

Frihere Arbeiten mit komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) haben gezeigt,
das teilweise oder vollstandige Verluste und Zugewinne von Chromosomen in nahezu
allen untersuchten Tumoren vorkommen. Zugewinne treten auf vor allem im Bereich
der Chromosomen 3q, 5p, 7p, 8q, 109, 11q, 19q (Curtis et al. 1998), Verluste im
Bereich der Chromosomen 1p, 3p, 6p, 64, 8p, 9p, 10p, 10q, 129, 13q, 17p, 18q, 18p,
21q, 22q (Hahn et al. 1995; Curtis et al. 1998).

Veranderungen dieser Genorte flhren zur Deregulierung der dort lokalisierten Tumor-
suppressorgene (beispielsweise p53 auf 17p13, p16 auf 9p21, DPC4 auf 18q, BRCA2
auf 13q, MKK4 auf 17p sowie LKB1/STK11 auf 19p und TGF BR2 auf 3p) oder zur
Aktivierung von Onkogenen (Kldppel et al. 2000; Cowgill u. Muscarella 2003;
Lattgens u. Kloppel 2005). Das in dieser Arbeit untersuchte Tumorsuppressorprotein
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p53 ist ein ubiquitér exprimiertes Protein. Das p53 Gen ist auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 17 (17p13.1) lokalisiert und kodiert ein 53-kD schweres, nukleares
Phosphoprotein. Die Aufgabe von p53 besteht in der Zellzykluskontrolle. p53 reagiert
auf zellulare DNA-Schaden und hemmt entweder den Ubergang in die S-Phase des
Zellzyklus oder induziert eine Apoptose der geschadigten Zelle. Die Apoptose ist ein
mehrstufiger Prozess, der zum programmierten Zelltod fihrt (Boschman et al.1994;
Cowgill u. Muscarella 2003; Qanungo et al. 2003). Kommt es zu Mutationen, die die
Funktion von p53 einschranken bzw. komplett aufheben, so kdnnen sich Zellen mit
genetischen Schéaden anreichern. Normalerweise wird p53 nur in so geringen Mengen
exprimiert, dass es durch immunhistologische Untersuchungen nicht nachweisbar ist. In
Folge von Mutationen - meist Punktmutationen - im p53 Gen jedoch, reichert sich das
nicht funktionsttichtige p53 Protein im Zellkern an. In diesem Fall l&sst es sich dann mit
immunhistologischen Mitteln nachweisen. Bei vielen verschiedenen Malignomen zeigt
sich eine solche Anreicherung des p53 Proteins (Cowgill u. Muscarella 2003; Qanungo
et al. 2003). Das nicht mutierte, sog. wild-type p53 ist ein kurzlebiges Protein. Im Ge-
gensatz hierzu akkumulieren die mutierten p53 Proteine nuklear. Diese Akkumulation
kann als immunhistochemischer Marker fir p53 Mutationen verwendet werden (Apple
et al. 1999; Gemba et al. 2000).

Das in der Tumorgenese des duktalen Pankreaskarzioms sowohl von Zugewinnen als
auch von Verlusten betroffene Chromosom 10025 enthdlt unter anderem das Gen
MKI67, welches fiir das proliferations-assoziierte Protein Ki-67 kodiert. Es sind zwei
Ki-67 Isoformen mit 345 kDa und 395 kDa bekannt, die sowohl in normalen als auch
neoplastischen Zellen exprimiert werden (Gerdes et al. 1991). Im Rahmen dieser Arbeit
wird die Ki-67 Expression untersucht, um eine Aussage zur Proliferationsrate der
Tumoren zu ermdglichen. Der monoklonale Ki-67 Antikorper detektiert und markiert
das im Zellkern befindliche Antigen, das in allen aktiven Phasen der Mitose exprimiert
wird (Gerdes et al. 1984; Rock et al. 1993). In der GO-Phase (Ruhe-Phase) und der sehr
frihen G1-Phase findet keine Exprimierung statt. Folglich wird Ki-67 nur in wachsen-
den Zellen exprimiert, daher entspricht der Prozentanteil der Ki-67 positiven Zellkerne
der Wachstums- beziehungsweise der Proliferationsrate. Die mittels Ki-67 ermittelte
Proliferationsrate wird in der Literatur fiir gewohnlich als Ki-67 Labeling Index (LI)
bezeichnet (Landolt et al. 1987; Knosp et al. 1989; Rock et al. 1993; Abe et al. 1997).



Laut Klein et al. (2002) I&sst sich aus diversen Studien ableiten, dass die Proliferation
direkt proportional zum Grad der Dysplasie, bzw. zum Grad der Vorstufen invasiver
Tumoren ist. So haben zum Beispiel carcinoma in situ einen hoheren Labeling Index als
Epithellasionen mit geringer Dysplasie.

Bisher sind nur wenige amplifizierte Gene beim Pankreaskarzinom beschrieben. Zu
ihnen gehdren MYB (6q), AKT2 (19q) und AIB1 (20q) sowie der Wachstumsfaktor-
rezeptor HER2. Das HER2 (human epidermal growth receptor 2) Protoonkogen (17922)
wird je nach Literatur auch als HER2/neu beziehungsweise c-erbB-2 bezeichnet. Es
kodiert einen 185kDa schweren membranstandigen Tyrosinkinase-Rezeptor, der eng-
verwandt mit dem EGF (epidermal growth factor) Rezeptor ist. Beim Pankreaskarzio-
nom kommt es — wie beim Mammakarzinom — durch die Genamplifikation zu einer
Uberexpression des Her2 Proteins auf der Zelloberfliche. Wahrend beim Mammakarzi-
nom die Amplifikation/Uberexpression von HER2/Her2 prognostisch und auch the-
rapeutisch massiv relevant ist, liegen beim Pankreaskarzinom bisher nur relativ wenige
Daten vor. So werden Amplifikationen von HER2 in etwa 20% der Pankreaskarzinome
vermutet (Chao et al. 2002; Sharif et al. 2007)

Obwohl im Jahre 2002 von Haller bereits eine erganzende Pankreaskarzinom-Therapie
mit dem Her2-Inhibitor Trastuzumab (Herceptin) vorgeschlagen wurde, sind bis heute
keine Studien zur Wirkung einer entsprechenden Therapie bei HER2 positiven (d.h.
HER2 amplifizierten) Pankreastumoren durchgefiilhrt worden. Dies liegt hochst-
wahrscheinlich daran, dass bisher nur relativ kleine Tumorkollektive auf eine HER2
Amplifikation untersucht worden sind, und bislang keine Prognoserelevanz von HER2

fur das Pankreaskarzinom gefunden wurde (Stoecklein et al. 2004; Sharif et al. 2007).

Neuere Daten aus screening Untersuchungen mit hochauflésenden DNA-Arrays zur
Bestimmung von Gen-Kopiezahlverdnderungen zeigen, dass auch beim Pankreas-
karzinom noch bislang unentdeckte amplifizierte Gene vorliegen, die — wie HER2 —
potentiell hochgradig geeignete Ziele fir neue Anti-Tumortherapien sein kénnten. In
einer kirzlich am Institut fir Pathologie des Universitatskrankenhauses Eppendorf
(UKE) durchgefihrten Array-CGH Analyse wurde ein Amplikon auf Chromosom 7¢22
entdeckt, das etwa 15 Gene umspannte. Darunter befand sich auch das potentielle

Onkogen TRRAP (transformation/transcription domain-associated protein). Das auf



Chromosom 7qg22 liegende TRRAP-Gen kodiert ein 434 kDa schweres Protein (siehe
Abb. 2) (GeneCards® 2008).
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Abbildung 2: Chromosom 7 mit roter Markierung an der Stelle an der TRRAP liegt, aus Gene-
Cards® (2008).

TRRAP, auch als PAF400 bezeichnet, gehdrt zur Familie der Proteinkinasen wie
Phosphatidylinositol (P1). Trotz einer vermuteten Inaktivitdt der TRRAP Kinase-
domaine ist TRRAP ein essentieller Faktor fiir die Reaktion auf DNA-Schéden. Zum
einen scheint TRRAP fur das Signalisieren von DNA-Doppelstrangbriichen verant-
wortlich, zum anderen sorgt es fur die Koordination von DNA-Doppelstrang Reparatur
und Chromatin Re-Modellierung (Murr et al. 2007).

DNA wird zu Chromatin, einem sehr kompakten DNA-Protein-Komplex, aus dem die
Chromosomen bestehen, in der Zelle zusammengefaltet. Alle zelluldren Prozesse, die
DNA als Vorlage verwenden wie beispielsweise DNA Reparaturen, bendtigen ein
hohes MaR an Koordination zwischen der DNA Reparatur-Abteilung und der
Chromatin Modifizierung und Re-Modellierung (Murr et al. 2006).

In jeder Zelle befindet sich ein freier Vorrat an TRRAP, der entweder mit
verschiedenen HAT Komplexen (Histon Acetyltransferasen) assoziieren kann oder
diese rekrutiert, wenn ein Bedarf an Chromatin Re-Modellierung besteht (Robert et al.
2006; Murr et al. 2007).

Zusammengefasst sind die Aufgaben des TRRAP folgende: Molekulare Verbindung
zwischen transkriptionaler Koaktivierung, Chromatin Re-Modellierung und essentieller
DNA Metabolisierung wie Doppelstrangbruch Reparaturen (Robert et al. 2006).
TRRAP und TRRAP vermittelte Histon-Acetylierung sind folglich nicht nur wie
zunéachst angenommen auf die Transkriptionskontrolle limitiert, sondern an allen auf
Chromatin basierenden Prozessen, die die DNA als Vorlage nutzen, beteiligt (Murr et
al. 2007).



Die Tatsache, dass TRRAP einen Angriffspunkt fur das Adenovirus ELA Onkoprotein
darstellt, konnte dafur sprechen, dass TRRAP eine wichtige Funktion in der durch virale
Onkoproteine vermittelten Krebstransformation aufweist (Murr et al. 2007).

In der Evolution lasst sich TRRAP weit zurtickverfolgen, so sind TRRAP-artige Gene
bzw. Proteine in vielen anderen Spezies zu finden, beispielsweise in der Hausmaus
(Mus musculus), der Taufliege (Drosophila melanogaster) oder auch in Pflanzen wie
der Acker-Schmalwand bzw. der Schottenkresse (Arabidopsis thaliana) (Murr et al.
2007).

1.3 Fragestellung der Arbeit

Das Pankreas-Karzinom zeichnet sich durch eine duBerst ungunstige Prognose aus. Die
Suche nach Zielproteinen flir neue, genspezifische Therapien ist daher ein wichtiges
Ziel der Tumorforschung.

Ziel dieser Arbeit war es, einen Gewebe-Mikroarray (Tissue microarray, TMA) her-
zustellen, der zur raschen Validierung von neuen Kandidatengenen benutzt werden
kann. Dazu sollten sowohl bekannte Marker mit Relevanz fiir das Pankreas-Karzinom
(p53, Ki-67), als auch bislang nicht oder wenig untersuchte Marker an dem TMA
analysiert werden. Dazu zé&hlten das HER2 Onkogen, sowie das TRRAP.

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gewebe und Patienten

Zur Herstellung des Mikroarrays wurden 256 in Paraffinblocke eingebettete duktale
Adenokarzinome des Pankreas verwendet. Alle Tumoren wurden in den Jahren 1993 bis
2007 in der Visceral- und Thoraxchirurgie des Universitatsklinikums Eppendorf
entfernt. Alle Tumoren waren duktale Adenokarzinome des Pankreas. Sechs dieser
Tumoren waren im Stadium pT1, 53 im pT2, 178 im pT3 und 15 im pT4. 15 dieser
Tumoren hatten einen Differenzierungsgrad Grade 1, 122 Grade 2 und 115 Grade 3. Der
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Nodalstatus war folgender: 93 pNO, 157 pN1, 1 pN2. Klinische Follow-up Daten
konnten flir 158 der 256 (62%) Patienten, deren Tumoren auf dem TMA représentiert

sind, aus den Patientenakten entnommen werden.

2.2 Tissue Microarray - Herstellung

Ein Tissue Microarray (TMA) ist ein einziger Paraffinblock in den bis zu tausend
Gewebezylinder (Durchmesser 0,6mm) aus histologisch definierten Regionen verschie-

dener Tumoren eingebracht werden.

Zunachst wurden von allen in Paraffin gebetteten Gewebematerialien H&amatoxylin-
Eosin gefarbte Schnitte (HE-Schnitte) angefertigt. Auf den HE-Schnitten wurden dann
unter mikroskopischer Sicht alle Bereiche, die den fiir den TMA gewiinschten Tumor
enthielten, rot eingezeichnet (siehe Abb. 3).

Abbildung 3: Gewebeblock mit dazugehérigem HE-Schnitt auf dem das Tumorgebiet rot eingezeich-
net wurde.

Mit Hilfe eines Array-Stanzgerates wurde folgend aus dem markierten Bereich ein
Zylinder von 6um gestanzt. Daraufhin wurde dieser Zylinder in einen leeren, gewebe-

freien Paraffinblock Gberflhrt. Dieser Vorgang wurde fur alle Tumoren durchgefihrt.

Das verwendete Array-Stanzgeréat ist in den Abbildungen 4 und 5 dargestellt. Haupt-
merkmale der Apparatur stellen zwei unterschiedlich dicke, spitze Kanilen dar. Der
dinnere Hohlzylinder hat einen duReren Durchmesser von 6um und dient dem Stanzen
von Ldchern in den zunachst leeren, den Empfangerparaffinblock, der spater zum TMA
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wird. Die zweite Kanlle hat einen inneren Durchmesser von 6um. Mit dieser Kanile
wird das gewiinschte Tumorgewebestuick aus dem Spenderblock ausgestanzt und in den
Empfangerblock Gberfiihrt. Die Uberfiihrung wird durch einen genau in die Kanile
passenden Stahldraht ermdglicht, der das Tumorgewebestlick in das angefertigte Loch

im Empféangerblock ausstoft.

Abbildung 6 zeigt einen von vielen Schnitten des Pankreas TMA, an denen die

verschiedenen Untersuchungen durchgefiihrt werden kdnnen.

s

Abbildung 5: Detailaufnahme der zwei Nadeln.
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Abbildung 6: IHC Ki-67 Schnitt des Pankreas TMA. Der Durchmesser der einzelnen Gewebespots
betragt jeweils 0,6mm.

2.3 Immunhistochemie (IHC)

Die verwendeten Antikorper, ihre Verdinnungen und die Art der Schnitt-
Vorbehandlung sind in Tabelle 1 dargestellt. Zur Vorbereitung der Immunhistochemie
wurden die Schnitte ber Nacht in Xylol entparaffiniert. Die Inkubation mit dem Anti-
korper gemass Tabelle 1 erfolgte in einem zweistiindigen Zeitraum bei Raumtempera-
tur. Zum Nachweis des gebundenen Antikorpers wurde das EnVision System der Firma

DAKO (Glostrup, Déanemark) eingesetzt. Als Chromogen wurde Diaminobenzidin

genommen.
Protein Antikorper Hersteller Verdinnung Vorbehandlung
p53 DAKO p53 DO- DAKO Cyto-  1:200 5min Autoclav, pH
7, mouse mono- = mation, Glost- 9.0 (Retrievit, #BS-
clonal rup, Déanemark 1009-00, BioGenex,
San Ramon, CA)
Ki-67 MIB-1, mouse DAKO Cyto- 1:400 Mikrowelle 100°C/
monoclonal mation, Glost- 20 min, pH 9.0, Tar-
rup, Déanemark get Retrieval Soluti-

Tabelle 1: Verwendete IHC Antikdrper.

Die Auswertung erfolgte fur p53 und fir Ki-67 nach einem unterschiedlichen
Procedere. Fur p53 wurde flr jeden Gewebespot die Farbeintensitat in einer 4-stufigen

Skala (0, 1+, 2+, 3+) bestimmt, und der Anteil der gefarbten Tumorzellen ermittelt. Aus
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diesen beiden Parametern wurde das p53 IHC Resultat nach folgendem Schema (siehe
Tab. 2) ermittelt:

p53 Farbeintensitat % der gefarbten Tumorzellen  p53 IHC Resultat
0 0 Negativ

1+ <70 oder Schwach

2+ <30

1+ >70 oder Moderat

2+ >30<70 oder

3+ <30

2+ > 70 oder Stark

3+ > 30

Tabelle 2: Schema der p53 IHC Resultateinteilung.

Fir Ki-67 wurde in jedem Gewebespot der Anteil der positiven Tumorzellen in Prozent
bestimmt. Alle Tumoren mit >1% Ki-67 positiven Tumorzellen wurde als positiv ge-
wertet. Zudem wurden folgende Schwellenwerte fiir eine semi-quantitative Bestimmung
der Expressionsstarke definiert: Ki-67 Expressionen <5% = sehr gering; 5-10% =
gering; 10-20% = mittel und >20% = stark.

2.4 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Fur die zweifarbige TRRAP FISH-Analyse wurden 4um dicke TMA-Schnitte ein-
gesetzt. Diese wurden vor der Hybridisierung entparaffiniert und proteolytisch
vorbehandelt. Dies geschah geméall des Protokolls des ,,Paraffin Pretreatment Reagent

Kit*“ (Vysis, Downers Grove, IL).

Zur Detektion der TRRAP Kopiezahl wurde eine selbst hergestellte digoxigenierte
FISH-Sonde (PAC RP5-1186C1, RZPD, Deutschland) eingesetzt, welche eine 112 kb
DNA-Sequenz innerhalb des TRRAP Genes detektiert. Als Referenz wurde eine
kommerzielle Sonde fur das Zentromer des Chromosom 7 (Spectrum orange, Vysis)
eingesetzt. Die Markierung der selbst hergesteliten DNA-Sonde mittels Nick-
Translation wurde mit dem ,,Nick Translation System* (Invitrogen) vollzogen. Die
Detektion der hybridisierten TMA-Schnitte wurde mit dem ,,Fluorescent Antibody
Enhancer Set* (Roche) durchgefuhrt.
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Die HER2 Kopiezahl wurde mit dem PathVysion kit (Abbott, Wiesbaden, Deutschland)
bestimmt. Dieser Kit besteht aus einem gebrauchsfertigen Gemisch aus einer Spectrum
orange markierten HER2 Gensonde und einer Spectrum griin markierten Zentromer 17
Referenzsonde. Die Vorbehandlung der Objekttrager erfolgte wie fir TRRAP
beschrieben. Eine separate Detektion der Sonden ist nicht notig.

2.5 Statistik

Fir die Analyse von Assoziationen zwischen molekularen Verdnderungen und dem
Tumorphéanotyp wurde der Chi-Quadrat Test angewendet. Um den Einfluss der moleku-
laren Befunde auf das Patiententberleben zu untersuchen, wurden Kaplan-Meier
Analysen und Log-Rank Tests durchgefihrt.

3 ERGEBNISSE

3.1 p53 Expression

Die p53 Expression konnte in 230/256 (89,8%) der Tumoren des TMA erfolgreich ana-
lysiert werden. Insgesamt 26 Gewebe waren nicht analysierbar, weil entweder der Ge-
webespot auf dem TMA-Schnitt fehlte (n=1) oder weil keine Tumorzellen im Gewebe
enthalten waren (n=25). Von den 230 analysierbaren Tumoren hatten Uber die Halfte
(52,6%) eine detektierbare p53 Expression, die zu etwa gleichen Anteilen (15-19%)
schwach, moderat oder stark war. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der p53
Expressionsstiarke und histo-pathologischen Parametern wie Tumorstadium, Differen-
zierungsgrad, Nodalstatus oder dem Fernmetastasenstatus war nicht vorhanden. Alle
Ergebnisse sind in Tabelle 3 aufgelistet. Beispiele fir Tumoren mit verschiedengradiger

p53 Positivitat sind in Abbildung 7 présentiert.
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Alle Tu-
e Tu 256 230 47,4 18,7 148 | 191
oT1| 6 4 750 0,0 0,0 250
Tumorsta- | pT2 | 53 49 38,8 18,4 184 | 245 | oo
dium [ pT3 | 178 159 49,1 19,5 138 | 176 | =
oT4 | 15 14 50,0 7.1 214 | 214
Gl | 15 13 76,9 0,0 7.7 15,4
Grad | G2 | 122 113 425 221 142 | 212 | 0,406
G3 | 115 100 51,0 17,0 150 | 17,0
Nodal- | pNO | 93 83 44,6 15,7 81 | a7 [ o
status | pN1 | 158 142 493 19,7 134 | 176 |
oMO| 1 1 0,0 0,0 00 | 1000
Metastasen " 1 [ 17 14 357 71 143 | 429 | 06580

Tabelle 3: Resultate der immunhistochemischen Untersuchung von p53.

Abbildung 7: IHC p53: a) negativ, b) schwach, ¢) moderat, d) stark.
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3.2 Ki-67 Expression

Die Ki-67 Expression konnte in 229/256 (89,5%) der Tumoren des TMA erfolgreich
analysiert werden. Insgesamt 27 Gewebe waren nicht analysierbar, weil entweder der
Gewebespot auf dem TMA-Schnitt fehlte (n=1) oder weil keine Tumorzellen im
Gewebe enthalten waren (n=26). Von den 229 analysierbaren Tumoren zeigten 71,6%
eine detektierbare Ki-67 Expression. Diese war allerdings in ca. 55% der positiven Félle
nur sehr schwach (Ki-67 LI <5%). Eine mittel bis hohe Expression (Ki-67 LI >10%)
wurde in etwa einem Viertel der Tumoren gesehen, dabei handelte es sich vor allem um
entdifferenzierte (G3) Tumoren. Allerdings war der Unterschied zu den (wenigen) gut
differenzierten Tumoren des Kollektives nicht signifikant (p=0,5709). Der mittlere
Ki-67 LI betrug 10,5%. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgelistet. Beispiele flr
Tumoren mit verschiedengradiger Ki-67 Expression sind in Abbildung 8 gezeigt.

Ki-67 IHC Resultate
n (auf | n (analy- | negativ se_hr gering | mittel | hoch p-
TMA) | sierbar) | (%) gg/:gg @) | (%) | (%) | Wert
A”er;‘]‘mo' 256 229 284 | 397 | 70 | 105 | 144
pT1 6 4 50,0 | 500 | 00 | 00 | 00
Tumorsta- | P12 | 53 49 88 | 286 | 41 | 122 | 163 |
dium pT3 | 178 159 259 | 418 | 82 | 95 | 146 |
pT4 | 15 14 214 | 500 | 71 | 71 | 143
Gl 15 13 385 | 462 | 00 | 77 | 7.7
Grad G2 | 122 113 277 | 411 | 89 | 80 | 143 |0,5709
G3 | 115 100 280 | 390 | 60 | 130 | 140
Nodal- | pNO | 93 83 318 | 422 | 60 | 120 | 84 | ..
status | pNL | 158 142 217 | 376 | 7.8 | 85 | 184 |
Vetastacen |PMO 1 1 0,0 00 | 00 [ 00 [ 1000 [
pML | 17 14 533 | 26,7 | 133 | 00 | 67

Tabelle 4: Resultate der immunhistochemischen Untersuchung von Ki-67.
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Abbildung 8: IHC Ki-67: a) negativ, b) sehr gering, c) mittel, d) hoch.

3.3 Kaorrelation zwischen p53 und Ki-67

Bei 227 Tumoren konnten IHC Daten sowohl fur p53 als auch fir Ki-67 erhoben
werden. Beim Vergleich der Proteinexpression zeigte sich, dass Tumoren mit starker
p53 Positivitat besonders hdufig eine erhdhte Ki-67 Expression zeigten (p=0,0454, siehe
Abb. 9). Bei 34 p53 negativen Tumoren zeigten nur 17% der Félle eine mittlere bis
starke Ki-67 Expression. Bei 43 Tumoren mit starker p53 Expression hingegen fand

sich in Uber 40% der Tumoren eine entsprechend erhéhte Ki-67 Expression.
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Abbildung 9: Korrelation zwischen p53 und dem Ki-67 Féarbeindex (Ki-67 LI); ANOVA Test. Die
grune Linie stellt die Mittelwerte dar.

3.4 TRRAP Amplifikation

Bei 208 von 256 (81,3%) der Tumoren des TMA konnte ein TRRAP Status bestimmt
werden. In 45 Féllen waren keine FISH-Signale in den Zellkernen erkennbar. In
weiteren 3 Féllen konnte keine Auswertung erfolgen, da hier der Gewebespot auf dem
TMA-Schnitt fehlte. Eine TRRAP Amplifikation zeigten 4 der 208 (1,9%) analysier-
baren duktalen Adenokarzinome. Dabei handelte es sich in allen Féllen um gering-
gradige Amplifikationen mit weniger als 10 TRRAP-Genkopien (siehe Abb. 10).

Alle vier amplifizierten Tumoren hatten einen Differenzierungsgrad von G3, einer der
Tumoren ein Tumorstadium von pT2, zwei von pT3 und einer von pT4. Ein Tumor hat-

te einen Nodalstatus von pNO, die anderen drei von pNL1.
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Einer der vier amplifizierten Tumoren zeigte auch eine HER2 Amplifikation.

Abbildung 10: Beispiele fir TRRAP Amplifikationen. Die roten Signale sind gegen die Zentro-
merregion des Chromosoms 7 gerichtet, die grinen Signale gegen die Kopiezahl des TRRAP-
Genes auf Chromosom 7g22. Pankreas-Karzinome mit a) ca. 8-10 Kopien und b) ca. 7-8 Kopien
des TRRAP Genes, die auf 3 Kopien des Chromosoms 7 verteilt sind.

3.5 HER2 Amplifikation

Von den 256 Tumoren des TMA konnte der HER2 Status in 216 Fallen (84,4%)
bestimmt werden. Von 40 konnte kein Ergebnis erhalten werden, weil entweder keine
FISH-Signale in den Zellkernen zu erkennen waren (n=38) oder weil der Gewebespot
auf dem TMA-Schnitt fehlte (n=2). Zehn der 216 (4,6%) analysierbaren Tumoren
wiesen HER2 Amplifikationen auf. Dabei handelte es sich in den meisten Féallen um
geringgradige Amplifikationen mit weniger als 10 HER2-Genkopien. In einem Fall
wurden jedoch etwa 20-30 Genkopien gezahlt (siehe Abb. 11).
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Abbildung 11: Pankreaskarzinom mit hochgradiger HER2 Amplifikation.

Der Differenzierungsgrad war bei sieben Tumoren G2 und bei drei Tumoren G3. Zwei
der Tumoren hatten ein Tumorstadium von pT2, sieben ein pT3 und ein Tumor ein pT4.
Zwei Tumoren hatten ein Nodalstatus von pNO, die anderen waren pN1. Tendenziell
zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer HER2-Amplifikation und
immunhistochemischer p53-Positivitat (p=0.0522, siehe Abb. 12)

100.0

90.0 p=0.0522
80.0 -

70.0

60.0 p53 IHC

50.0 - B stark

40.0 ¥ moderat

30.0 - schwach

Anteil der Tumoren (%)

20.0

10.0 -

0.0
amplifiziert (n=10) normal (n=186)

HER2 FISH Ergebnis

Abbildung 12: Vergleich zwischen dem HER2 Status und dem p53 Status
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Der Vergleich mit dem Ki-67 LI in 195 Tumoren zeigte keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern (p=0.9038, siehe Abb. 13).

80 -
70 -
60 p=0.9038

:50—_

§40—-
30
20— —’[— .
10— .

0 —r

amplifiziert Normal
n=10 n=185

HER2 FISH Ergebnis

Abbildung 13: Vergleich zwischen dem HER2-Status und der Zellproliferation gemessen an der
Expression von Ki-67.

Aufgrund der geringen Anzahl amplifizierter Tumoren waren statistische Berechnungen
zum Vergleich der HER2-Amplifikationsfrequenz in Tumoren mit unterschiedlichem

Stadium und Differenzierungsgrad nicht sinnvoll.

3.6 Kaplan-Meier Analysen

Die fir 62% der Patienten bekannten klinischen Follow-up Daten zeigten keinen
konkreten Einfluss (p=0.3593) der p53 Expression auf das Patienteniberleben (siehe
Abb. 14).

Dagegen zeigte die Ki-67 Expression einen Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlich-
keit (p=0.0216, siehe Abb. 15).
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Wegen der geringen Amplifikationszahl von HER2 und TRRAP waren Kaplan-Meier

Analysen nicht sinnvoll.

—
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p=0.3593
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- p53 negativ (n=64)

- p53 schwach (n=25)

- p53 moderat (n=27)
p53 stark (n=23)

Abbildung 14: Kaplan-Meier Analyse zur Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf die p53
Expression. Die Gruppenzuteilung entspricht dem in Tabelle 2 aufgefiihrten Schema.

€0.74
(7]

30.11

p=0.0216

L
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40

Monate

60

80

e
100

- Ki-67 negativ (n=41)
- Ki-67 gering (n=76)
- Ki-67 hoch (n=19)

negativ: keine Farbung
gering: Ki-67 LI < 20%
hoch: Ki-67 LI 220%

Abbildung 15: Kaplan-Meier Analyse zur Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf die Ki-67
Expression. Um eine Ubersichtlichere Darstellung zu erreichen, wurden die ansonsten verwen-
deten Gruppen ,sehr gering“, ,gering” und ,mittel“ zu einer Gruppe ,gering"“ zusammenge-

fasst.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurden die Prévalenz und die Assoziation zu histo-
pathologischen Parametern von unterschiedlichen molekularen Markern (p53, Ki-67,
HER2, TRRAP) beim Pankreaskarzinom untersucht.

Das Fehlen statistisch signifikanter Assoziationen von p53 mit Tumorstadium, Grad,
oder der Patientenprognose war zu vermuten. So wurde beispielsweise die
prognostische Relevanz von p53 bisher in mindestens 20 unterschiedlichen Studien
untersucht, wobei nur in wenigen Studien eine signifikante prognostische Relevanz der
p53 Expression gefunden wurde. Alle, bis auf eine der Studien, die eine signifikante
prognostischen Relevanz aufzeigen, sprechen von einer schlechteren Prognose bei p53
Expression. Kontrér hierzu besagt die Studie (Bold et al. 1999), dass p53 Expression zu
einem signifikant langeren Uberleben gefiihrt hat. Dies gilt ebenso filr Assoziationen
von p53 mit dem Tumorstadium oder Malignitatsgrad. Allerdings wurden in diesen
Studien (Apple et al. 1993; Scarpa et al. 1993; Suzuki u. Takano 1993; Boschman et al.
1994; DiGiuseppe et al. 1994; Ruggeri et al. 1996; Dergham et al. 1997; Dergham et al.
1997; Virkajarvi et al. 1997; Coppola et al. 1998; Gansauge et al. 1998; Bold et al.
1999; Karademir et al. 2000; Linder et al. 2001; Islam et al. 2001; Nio et al. 2001; Chen
et al. 2003; Jeong et al. 2005; Jinfeng et al. 2007; Awadallah et al. 2008) nur
verhaltnismalig geringe Fallzahlen (zwischen 11 und 82 Tumoren) untersucht, diverse
Kriterien fir die Bewertung der p53 Positivitdt angewandt, oder verschiedene Anti-
korper mit unterschiedlichen Protokollen verwendet. Beispiele fiir die verschiedenen

Schwellenwerte flr p53 Positivitat und die verwendeten Antikorper sind in Tabelle 5

aufgelistet.

Autor  Jahr n p53 positiv, wenn % positiv  Antikdrper

Linder | 2001 40  >1% der Tumorzellen 42,5 DO-7 monoclonal anti-
mit mindestens schwa- body (Dako, Glostrup,
cher Féarbung Dénemark)

Scarpa | 1993 34 | >5% der Tumorzellen 61,8 monoclonal antibody
mit mindestens schwa- PAb1801; CM1 anti-p53
cher Farbung polyclonal antibody

Nio 2001 63 | >20% der Tumorzellen = 50,8 Anti-p53 monoclonal
mit mindestens schwa- antibody (mAb) (Ab-6,
cher Féarbung DO-1)

Tabelle 5: p53 Scoring - Kriterien.
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Dementsprechend schwankt der Anteil der Pankreaskarzinome, die als p53 positiv ge-
wertet werden, stark. Eine Auswertung der Daten aus 19 IHC Studien (Apple et al.
1993; Scarpa et al. 1993; Suzuki u. Takano 1993; Boschman et al. 1994; DiGiuseppe et
al. 1994; Dergham et al. 1997; Dergham et al. 1997; Virkajarvi et al. 1997; Coppola et
al. 1998; Gansauge et al. 1998; Bold et al. 1999; Karademir et al. 2000; Linder et al.
2001; Islam et al. 2001; Nio et al. 2001; Chen et al. 2003; Jeong et al. 2005; Jinfeng et
al. 2007; Awadallah et al. 2008) zeigt, das die p53 Positivitét bei diesen Studien im Me-
dian bei 47,1% (min. 39,5%; max. 90,9%) liegt. Dieser Wert stimmt Uberein mit den
52,6% p53 positiver Falle aus der vorliegenden Arbeit.

Im Vergleich zur Literatur stellt der in dieser Arbeit hergestellte und verwendete TMA
das bisher grofite Kollektiv von duktalen Adenokarzinomen des Pankreas dar, die auf
p53 untersucht worden sind. Zudem wurden alle Tumoren gleichzeitig und unter
identischen experimentellen Bedingungen analysiert. Ein solcher, maximal hoher Grad
an Standardisierung ist praktisch nur mit Gewebearrays realisierbar. Somit kann mit
ziemlicher Sicherheit ausgeschlossen werden, dass ein Zusammenhang von p53 mit
histo-pathologischen Parametern des Pankreaskarzinoms lediglich aufgrund einer zu
geringen Fallzahl ,,iibersehen worden ist. Vielmehr weisen die Daten darauf hin, dass
p53 Verdnderungen bereits frihzeitig bei der Entstehung des Pankreaskarzinoms auf-
treten. So ist es denkbar, dass ein Teil der Tumoren durch einen p53 Defekt entsteht und
daher bereits als pT1 Tumor p53 positiv ist. Das weitere Wachstum zum pT2 und pT3

Tumor andert dann den p53 Status nicht mehr.

Diese Annahme wird durch Untersuchungen von p53 an pramalignen Pankreaslasionen
gestutzt. So fanden Boschman et al. (1994), dass bei fiinf von sechs (83%) p53
positiven Pankreaskarzinomen auch bereits die Vorstufen wie CIS und Hyperplasien
mit Atypien ebenfalls p53 positiv waren. Sogar die Hyperplasien ohne Atypien waren in
drei von finf (60%) analysierbaren Fallen ebenfalls p53 positiv. Die haufige p53
Positivitat in Karzinomvorstufen wird von Maitra et al. (2003) bestatigt, die in vier von
sieben (57%) untersuchten PanIN-3 eine p53 Expression beschreiben. Dieser
Zusammenhang ist etwas weniger deutlich bei einer Studie von Apple et al. (1999), die
zwar in 13/15 (87%) der Karzinome, aber nur in einer von acht (13%) der zugehdrigen

Dysplasien eine p53 Expression fand.
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Ahnlich wie fiir p53 zeigte sich auch fiir Ki-67 nur ein schwacher Trend fir eine
Assoziation mit dem Tumorstadium und -grad in der vorliegenden Untersuchung. Diese
Ergebnisse bestatigen bereits publizierten Studien, in denen ebenfalls keine signifikante
Assoziation zwischen dem Ki-67 LI und dem Tumorphanotyp gefunden wurde
(Gansauge et al. 1998; Linder et al. 2001; Stanton et al. 2003; Lebe et al. 2004). Aller-
dings war der mittlere Ki-67 LI in der vorliegenden Untersuchung (10,5%) deutlich
geringer als in finf publizierten Studien (Klein et al. 2002; Stanton et al. 2003; Lebe et
al. 2004; Jeong et al. 2005; Sagol et al. 2005). Diese Studien haben zwar unter-
schiedliche Antikoérper verwendet, dennoch schwanken die Ergebnisse nur relativ
gering. Der mittlere Ki-67 LI liegt zwischen etwa 28% (Stanton et al. 2003) und 37%
(Klein et al. 2002). Solche Unterschiede sind nicht untypisch fir TMA Studien. Selbst
geringe Abweichungen des IHC Protokolls, oder Schwankungen in der Farbeeffizienz,
beispielsweise durch eine nicht-optimale Antikorper Detektion, wirken sich auf alle
Spots des TMAs gleichmaRig aus. Es ist denkbar, dass eine Wiederholung der Farbung
an einem anderen Tag zu einer deutlich starkeren Farbung und somit zu einem hoheren
Prozentsatz gefarbter Zellkerne und Tumoren flihren wiirde. Allerdings haben diese
Schwankungen in der Regel keinen relevanten Einfluss auf die statistischen Ergebnisse
einer TMA Analyse. Selbst bei suboptimaler Qualitat sind Assoziationen zwischen
molekularen Markern und dem Tumorphénotyp gut reproduzierbar. So zeigt zum Bei-
spiel die Studie von Mirlacher et al. (2004), dass auch aus einer qualitativ schlechten
IHC durch altere Schnitte eine geringere Rate von positiven Fallen resultiert. Die
bekannte prognostische Relevanz von ER, PR, E-Cadherin beim Mammakarzinom kann
aber dennoch problemlos auch an diesen nicht optimalen Experimenten gefunden
werden. Es ist daher nicht davon auszugehen, dass eine mégliche Assoziation zwischen
der Ki-67 Positivitat und der Progression des Pankreaskarzinoms allein aufgrund tech-

nischer Probleme unerkannt geblieben ist.

Der Vergleich zwischen der p53 Expression und dem Ki-67 Status zeigte, dass
Tumoren mit starker p53 Positivitat eine hohere Proliferationsrate aufweisen als p53
negative oder nur schwach positive Tumoren. Dieser Befund passt gut dazu, dass es
sich bei den immunhistochemisch p53 positiven Tumoren um solche mit inakti-
vierenden p53 Mutationen handelt, deren normale Zellzykluskontrolle nicht mehr
funktioniert. Funktionelles p53 gilt als mit Immunhistochemie nicht nachweisbar, weil

das p53 Protein eine Halbwertzeit von nur etwa 20 Minuten hat (Runnebaum et al.
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1993). Dadurch wird p53 praktisch niemals in so hoher Konzentration in der Zelle ak-
kumuliert, als dass es immunhistochemisch zur Darstellung kommen kénnte (Apple et
al. 1999; Cowgill u. Muscarella 2003). Tumoren mit immunhistochemisch detektierba-
rem p53 weisen dagegen in der Regel inaktivierende Mutationen auf, die mit einer
massiv erhdhten Halbwertzeit des Proteins einhergehen. Somit handelt es sich bei p53
IHC positiven Tumoren immer um solche mit defekter Zellzykluskontrolle, die sich
dann in einer erhohten Ki-67 Anfarbung darstellen.

Eine HER2 Amplifikation wurde in der vorliegenden Untersuchung in 4,6% der
Pankreaskarzinome gefunden. Dabei handelte es sich meist nur um geringgradige
Amplifikationen mit 4-6 HER2 Genkopien. Lediglich in einem Fall wurden massive
HER2 Amplifikationen mit grol3en Signalclustern gefunden. Die HER2 Amplifikations-
rate ist damit deutlich geringer als in der Literatur (11-25%) beschrieben (Chao et al.
2002; Stoecklein et al. 2004; Hansel et al. 2005; Tsiambas et al. 2006; Sharif et al.
2007). Allerdings stammen diese Daten von bislang nur 4 Studien mit FISH und einer
weiteren mit CISH, in denen insgesamt 154 (n=9, n=32, n=50, n=63) Tumoren (FISH)
und 50 Tumoren (CISH) analysiert worden sind. Mit der eigenen Studie (n=216) liegt
somit das bislang gréfite Kollektiv an HER2-analysierten Pankreaskarzinomen vor. Es
ist durchaus denkbar, dass die diskrepanten Ergebnisse durch die geringe Probenzahl in
den vorgenannten Studien verursacht werden. Zusétzlich kdnnte ein Selektions-Bias im
Probenkollektiv (beispielsweise eine hohe Fraktion von fortgeschrittenen, metastasier-
ten Tumoren) zu einer markant héheren Rate von HER2 amplifizierten Tumoren geflhrt
haben. Tatsachlich wurden in drei der vier vorgenannten Publikationen entweder nur
Tumoren des Stadiums 3 (Sharif et al. 2007), oder ,,fortgeschrittene Tumoren (Chao et
al. 2002), oder zu gleichen Teilen pT2 und pT3 Tumoren untersucht (Stoecklein et al.
2004).

Die klinische Bedeutung von HER2 Amplifikationen im Pankreaskarzinom ist noch
weitgehend unklar. So konnte in den wenigen bisherigen Studien weder eine Assoziati-
on zwischen dem Vorliegen der Amplifikation und dem Tumorstadium oder
Malignitatsgrad (Stoecklein et al. 2004), noch mit der Patientenprognose (Sharif et al.
2007) gefunden werden. Auch in der vorliegenden Studie konnten aufgrund der
geringen Anzahl HER2 amplifizierter Falle keine statistisch sinnvollen Analysen

gemacht werden.
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Haller (2002) empfiehlt die Anti-Her2 Therapie beim Pankreaskarzinom als Teil einer
Kombinationstherapie nach erfolgter Therapie mit Gemcitabin. Jedoch gibt es bisher
keine Studien, die einen Erfolg einer Anti-Her2 Therapie (beispielsweise mit Herceptin)
beim Pankreaskarzinom belegen konnten. Die Annahme, dass &hnlich wie beim
Mammakarzinom eine solche Behandlung einen Vorteil fir den Patienten bringen
kdnnte, ist daher spekulativ.

Eine Amplifikation der chromosomalen Bande 7922 wurde in einer vorhergehenden
Studie mittels array komparativer genomischer Hybridisierung (CGH) in einem
Pankreaskarzinom gefunden. Der amplifizierte Bereich umfasste sechs potentielle und
neun bekannte Gene, darunter TAC1, ASNS, LMTK2, BHLHBS8, BRI3, BAIAP2L1,
NPTX2, TMEM130 und TRRAP. Vor allem TRRAP hat eine potentielle onkogene
Funktion, da es ein essentieller Kofaktor im Signalweg sowohl des cMYC als auch des
EL1A/E2F Transkriptionsfaktors ist. Zumindest in einer weiteren array-CGH-Studie
wurde das Amplifikon ebenfalls gefunden, sowie mit RNA-Analysen bestétigt, das
TRRAP auch tatsachlich exprimiert wird (Loukopoulos et al. 2007). Aufgrund dieser
Daten wurde eine FISH Sonde gegen TRRAP hergestellt und auf dem TMA untersucht.
Da nur 1,9% der analysierbaren Tumoren eine TRRAP Amplifikation zeigten, erscheint
TRRAP jedoch flir die Entstehung und Progression des Pankreaskarzinoms von unter-

geordneter Bedeutung.

In dieser Arbeit wurde ein Gewebearray hergestellt. Dieser ermdglicht es, schnell eine
Vielzahl von molekularen Markern hinsichtlich ihrer Assoziation zu histo-

pathologischen Parametern des Pankreas-Karzinoms zu untersuchen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse der durchgefiihrten
immunhistochemischen Untersuchungen gut zu den publizierten Daten passen. Am Bei-
spiel des TRRAP konnte zudem gezeigt werden, dass der TMA auch geeignet ist, um

neue Gene mit potentieller Relevanz fiir das Pankreaskarzinom zu validieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde aus einem Kollektiv von 256 Pankreaskarzinomen ein
Gewebemikroarray (TMA) hergestellt. Fir alle Tumoren wurden histopathologische
Daten gesammelt und in einer Datei den Gewebespots zugeordnet.

Um die Validitat dieser Daten sowie die Verwendbarkeit des TMAs fur molekular-
pathologische Untersuchungen zu demonstrieren, wurde die bereits hdufig untersuchte
p53 und Ki-67 Expression immunhistochemisch analysiert. Des Weiteren wurden die
Amplifikationen von HER2 und TRRAP mittels FISH Untersuchungen durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass die p53 Positivitat mit 52,6% positiver Falle sich durchaus mit den
Ergebnissen anderer Studien deckt und damit flr die gute Verwendbarkeit des TMAs
spricht. Der mittlere Ki-67 LI der untersuchten Tumoren betrug 10,5%, wobei ent-
differenzierte (G3) Tumoren zumindest tendenziell eine hohere Proliferationsrate
zeigten (LI=14%) als gut differenzierte (G1) Tumoren (LI=7%). Eine HER2
Amplifikation wurde in der vorliegenden Untersuchung in 4,6% der Pankreaskarzinome
gefunden. Lediglich 1,9% der analysierbaren Tumoren zeigten eine TRRAP
Amplifikation. Dieses Ergebnis spricht gegen die Theorie, dass TRRAP eine wichtige

Rolle fir die Entstehung und Progression von Pankreaskarzinom austiben kénnte.

Die vorliegende Studie zeigt, wie mit Hilfe der TMA Technologie bedeutende Daten an
einer wichtigen Tumorentitét erhoben werden kénnen. Der in dieser Arbeit hergestellte
Array wird flr zahlreiche nachfolgende Analysen, insbesondere von bislang

unbekannten potentiell relevanten Genen und Proteinen, eine wichtige Ressource sein.
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