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Zusammenfassung

Hintergrund: In Deutschland erkranken pro Jahr knapp 13.000 Menschen an einem
duktalen Adenokarzinom des Pankreas, welches mit schlechter Prognose verbunden
ist. Bisher gelten Merkmale wie lokale Tumorexpansion und Tumorstadium nach
UICC-Kriterien als aussagekriftige prognostische Marker. Der Einfluss molekularer
Merkmale wie die genetische Instabilitit, darunter auch die Mikrosatelliteninstabil-

itdt (MSI), ist Gegenstand aktueller Diskussion und Forschung.

Methode: In dieser Studie wurde ein Tumorkollektiv von 37 Patienten mit duktalem
Pankreaskarzinom (PDAC) nach dem HNPCC-Bethesda-Schema mit den Markern
BAT25, BAT26, D2S123, D17S250 und D5S346 auf MSI untersucht. Des Weiteren
wurden die Tumoren immunhistochemisch beziiglich der Expression der MMR-
Reparaturproteine MLH1 und MSH2 analysiert. Der bereits bekannte Ploidestatus
der Tumore sollte mit der gemessenen MSI korreliert werden, insbesondere mit der

Frage ob MSI-Tumore vom diploiden Typ sind.

Ergebnisse: Von den 37 untersuchten Tumoren wiesen sechs (16,2%) eine MSI
(MSI(1)) auf. Bei zwei der 37 Tumoren (5,4%) konnte an jeweils zwei (MSI(2))
Mikrosatellitenmarkern eine Léngenverdnderung gefunden werden. Bei allen acht
Tumoren fand sich immunhistochemisch ein Verlust der Proteinexpression beider
Reparaturgene MLH1 und MSH2. Einen vollstdndigen Expressionsverlust zeigten
die beiden Proben mit Langenverdanderung an jeweils zwei Markern (MSI-H). Bei 21
untersuchten Loci (56,8%) wurden Allelverluste (LOH) gefunden und in vier Féllen
(10,8 %) bestand eine Kombination mit einer MSI. Weiterhin zeigte sich eine inverse
Korrelation zwischen MSI und diploidem Chromosomensatz. Jedoch wiesen beide

MSI-H Fille einen diploiden Chromsomensatz auf.

Fazit: Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestétigen die bisherigen Publika-
tionen, nach denen eine MSI-H in Pankreaskarzinomen vom Typ PDAC sehr selten
auftritt. Insgesamt scheint MSI auch bei aneuploiden, chromosomal instabilen PDAC
vorzukommen und geht mit einem Expressionsverlust der DNA Reparaturgene

MLH1 und MSH?2 einher.
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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Einfithrung in die Thematik und Zielsetzung
1.1.1 Problemstellung

Die Relevanz der Forschung im Bereich der Biologie der Pankreaskarzinome ergibt
sich aus dem Problem, dass sich diese Tumoren dufBerst aggressiv verhalten und trotz
bestehender kurativer Therapieansitze die Prognose in den meisten Féllen als infaust
bezeichnet werden kann (Zalatnai et al. 2003). Laut Statistik des Robert Koch-
Instituts erkrankten in Deutschland im Jahr 2008 15.000 Méanner und Frauen an
bosartigen Verdnderungen des Pankreas (Kaatsch et al. 2012, Krebsbroschiire des
Robert Koch-Instituts, 2012). Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt acht Pro-
zent fiir Ménner und sieben Prozent fiir Frauen. Demnach stellen Tumoren des Pank-
reas drei Prozent aller Krebserkrankungen sowie flinf Prozent aller Krebstodesfalle
dar und sind bei beiden Geschlechtern die vierthdufigste Krebstodesursache in

Deutschland.

Ein wichtiger Grund fiir die geringen Heilungschancen bei Pankreaskarzinomen ist,
dass die Diagnose oft zu spdt erfolgt und daher den Patienten keine kurativen
Behandlungen angeboten werden kdnnen. Der Schliissel zur Verbesserung der Hei-
lungschancen bzw. einer Lebensverlangerung fiir Betroffene liegt daher in einem
verbesserten Verstindnis der Enstehung und Progression dieser Krebserkrankung,
um geeignete Screening-Methoden entwickeln zu konnen, damit Patienten friihzeitig

einer Therpie zugefiihrt werden kdnnen (Sievert et al. 2010).

Bisher gelten Merkmale wie lokale Tumorexpansion und Tumorstadium nach UICC-
Kriterien (Bomme et al. 1998; Kloppel 2011; Liittges 2011) als aussagekréftige
prognostische Marker. Der prognostische Einfluss molekularer Merkmale, wie
beispielsweise die genetische Instabilitét, ist weiterhin Gegenstand aktueller Diskus-

sion und Forschung.

Bei Tumorentstehung und Progression von Pankreaskarzinomen, spielt die ge-
netische Instabilitdt sowohl auf chromosomaler als auch auf Nukleotid-Ebene eine

entscheidende Rolle (Tannapfel 2010).
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Bei den Pankreaskarzinomen ist die so genannte chromosomale Instabilitit (CIN)
fuhrend, doch scheint auch die MSI offenbar eine Rolle beim Pankreaskarzinom zu
spielen (Strand et al. 1993; Rindi et al. 2005; Bartram 2010). Ahnliche Charakteristi-
ka sind beim Kolonkarzinom bekannt (Hruban et al. 2008; Baldus et al. 2010), wobei
1993 erstmals fiir das HNPCC eine Instabilitit der Mikrosatelliten beschrieben
wurde und mittlerweile fiir diagnostische Zwecke genutzt wird (Ionov et al. 1993;
Thibodeau et al. 1993; Aaltonen et al. 1993; Klein et al. 2002; Friedrichs et al. 2012).
Interessanterweise zeigen gerade die MSI-positiven Kolonkarzinome trotz aggressiv-
er histopathologischer Charakteristika insgesamt vergleichsweise giinstigere Prog-
nosen. Daher wird ein dhnliches Phdnomen beim Pankreaskarzinom erwogen. Die
Pankreaskarzinome gelten als chromosomal instabil und zeigen gehduft auftretende
genetische Verdnderungen (Griffin et al. 1995; van Heek et al. 2002; Harada et al.
2002; Moskovitz et al. 2003; Stoecklein et al. 2004; Baumgart et al. 2010).

1.1.2 Zielsetzung und Fragestellung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, die Prdvalenz der MSI bei Pank-
reaskarzinomen eines bereits auf chromosomale Instabilitit untersuchten Tu-
morkollektivs (Stoecklein et al. 2004) zu analysieren. Die MSI sollte dazu in einem
definierten Patientenkollektiv mit einem pathologisch gesicherten duktalen Adeno-

karzinom des Pankreas tiber PCR ermittelt werden.

Es stellte sich die Frage, ob eine Korrelation zwischen der Expression der Repara-
turgene und einer MSI besteht. Zu deren Beantwortung sollte die Expression der

Reparaturgene MLH1 und MSH2 analysiert werden.

Die Daten der Analyse der MSI sollen nach Moglichkeit mit weiteren klinischen und
histopathologischen Daten, wie Tumorstadium und histologische Differenzierung,

korreliert werden.



Einleitung

1.2 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas
1.2.1 Epidemiologie und Klassifikation

In Deutschland machen Pankreaskarzinome drei Prozent aller Neoplasien aus und
gehoren damit nicht zu den hiufigen Krebserkrankungen (RKI 2012). Die Inzidenz
lag im Jahr 2008 bei 12,7/100.000 Ménner und 9,4/100.000 Frauen. Die Inzidenz
steigt mit zunehmendem Lebensalter, sodass der Erkrankungsgipfel zwischen der
siebten und achten Lebensdekade liegt (RKI 2012). Trotz intensiver Forschung
gehort das duktale Pankreaskarzinom zu den Tumorerkrankungen mit der
schlechtesten Prognose. Die mittlere Uberlebenszeit nach Erstdiagnose betrigt
durchschnittlich fiinf bis acht Monate. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei circa
acht Prozent mit einer Gesamtletalitit von nahezu 100 Prozent (RKI 2012).
Aufgrund dessen sind derzeit fiinf Prozent aller Krebstodesfille durch das Pank-
reaskarzinom bedingt, das damit an vierter Stelle der tumorbedingten Todesfille in

Deutschland rangiert (RKI 2012).

Das Pankreaskarzinom wird entsprechend der Invasivitit, des Lymphknotenstatus
und Fernmetastasen durch das TNM-System des American Joint Committee on Can-
cer (AJCC) / Union International Contre le Cancer (Kloppel et al. 2011) klassifiziert
und in vier Stadien eingeteilt (Tabelle 1 und Tabelle 2). Die genaue Einordnung der
jeweiligen Patienten in dieses Schema ist von besonderer Bedeutung hinsichtlich der
moglichen kurativ chirurgischen oder palliativen Therapieoptionen. Mit 92 Prozent
ist das duktale Adenokarzinom (PDAC, ductal adeno carcinoma of the pancreas) der

hiufigste maligne Tumor des exokrinen Pankreas.
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Regionale
Tumor Fernmetastasen
Lymphknoten
Stadium 0  Tis NO MO Carcinoma in situ
Auf Pankreas
Stadium IA TI1 NO MO
beschriankt
Auf Pankreas
Stadium IB T2 NO MO
beschriankt
Lokal invasives
Stadium IIA T3 NO MO
Wachstum
Lokal invasives
Stadium [IB T1-T3 NI MO Wachstum, Befall der
regiondren
Lymphknoten
_ _ Lokal invasives
Stadium III T4 jedes N MO
Wachstum
Stadium IV jedes T  jedes N M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: Stadien-Einteilung des duktalen Pankreaskarzinoms
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pT Primértumor

pTx Primértumor kann nicht untersucht werden

pTO Kein Primdrtumor nachweisbar

ptis Carcinoma in situ

pTl Grofter Durchmesser < 2 cm/innerhalb des Pankreas

pT2 GroBter Durchmesser >2 cm/ innerhalb des Pankreas

pT3 Primdrtumor wichst in ein peripankreatisches Gewebe
pT4 Primdrtumor wichst ein in angrenzende grof3e Gefille

pN Regiondre Lymphknoten

pNx Die regiondren Lymphknoten kdnnen nicht untersucht werden
pNO Keine nachweisbaren regionidren Lymphknotenmetastasen
pN1 Regionédre Lymphknotenmetastasen

pM Fernmetastasen

pMx Fernmetastasen konnen nicht untersucht werden

pMO Keine nachweisbaren Fernmetastasen

pM1 Nachweisbare Fernmetastasen

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des duktalen Pankreaskarzinoms
(UICC-TNM stage classification, 5. Edition)
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1.2.2 Atiologie

Die genaue Atiologie des duktalen Pankreaskarzinoms ist weiterhin unklar und die
Studienlage widerspriichlich. Es gibt Studien zu exogenen Faktoren wie zum
Beispiel Nikotinabusus (Lynch et al. 2009), fettreiche Erndhrung (Berrington et al.
2003) oder iiberméBiger Verzehr von rotem Fleisch (Nothlings et al. 2005), wobei
Letzteres in einer kiirzlich erschienenen groflen Kohortenstudie von 865 Fillen als
nicht korrelierbar erklart wurde (Rohrmann et al. 2012), sowie die Exposition chem-
ischer Kanzerogene wie Nitrosamine, beispielsweise durch Passiv-Rauchen (Sponsi-
ello-Wang et al. 2008). Da der Erkrankungsgipfel in so hohem Alter liegt und zudem
die Symptome unspezifisch sind, ist eine Korrelation mit pradisponierenden Faktoren
bisher schwierig. Im hohen Alter liegen in den meisten Fillen diverse Komorbid-
itdten vor, sodass sich die bisherigen Studien widersprechen. In Studien der 60er und
70er Jahre wurde bei Fabrikarbeitern ein Zusammenhang mit der Exposition von
Benzidin und B-Naphtylamin dokumentiert (Mancuso et al. 1967; Fraumeni et al.

1975; Pietri et al. 1991).

Neben diesen exogenen Noxen pradisponieren chronische Pankreatitiden und Diabe-
tes mellitus sowie hereditire Faktoren in der Karzinogenese des duktalen Pank-
reaskarzinoms (Li et al. 2009; Krejs 2010; Huggett et al. 2011). Dieser Anteil der auf
ererbten genetischen Defekten basierenden Pankreaskarzinome wird auf fiinf bis

zehn Prozent geschitzt (Vitone et al. 2006; Hruban et al. 2010).

Es gibt Studien, die belegen, dass Verwandte ersten Grades von Patienten mit spora-
dischem Pankreaskarzinom ein erhOhtes Risiko haben, ebenfalls an einem Pank-

reaskarzinom zu erkranken (Grocock et al. 2007).

Menschen mit genetischen Pradispositionen haben ebenfalls ein erhdhtes Risiko fiir
ein Pankreaskarzinom, dazu gehdrt beispielsweise das Peutz-Jeghers-Syndrom - hier
besteht ein 130-fach erhdhtes Risiko (Latchford et al. 2006; Hruban et al. 2010). Ein
circa 50-fach erhohtes Erkrankungsrisiko ergibt sich fiir Patienten mit einer
hereditiren Pankreatitis (Huggett et al. 2011). Des Weiteren gibt es Studien, die bel-
egen, dass Keimbahnmutationen des BRCA2-Gens mit einem drei- bis fiinfach
erhohten Erkrankungsrisiko einhergehen und Keimbahnmutationen in pl6/CDKN2A
ein 13- bis 37-faches Risiko beinhalten (Hahn et al. 2003; Hruban et al. 2010; siche
auch Kapitel 1.3.1).
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Als Risikofaktoren gelten schlieBlich das hereditdre nicht-polypdse Kolonkarzinom
(HNPCC) mit Keimbahnmutationen im APC-Gen oder in Mismatch-Repair-Genen
(hMLH1, hMSH2, hMSH6, hPMS1, hPMS2) sowie die Ataxia teleangiectasia mit
Keimbahnmutationen im ATM-Gen (Oettle 2010; siche Kapitel 1.3.4). Eine Aufstel-

lung der hier beschriebenen Syndrome und Mutationen zeigt Tabelle 3.

Syndrom Gen Erkrankungsrisiko
Peutz-Jeghers-Syndrom STKI11 130-fach
Hereditére Pankreatitis PRSSI 50-fach
FAMM-Syndrom pl6/CDKN2A 9- bis 47-fach
Brust- und Ovarialkrebs- BRCA2 3-bis 10-fach
Syndrom

Tabelle 3: Familidre Syndrome und Keimbahnmutationen, die mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko fiir ein Pankreaskarzinom einhergehen (Hruban et al. 2010)

1.2.3 Pathogenese

90 Prozent der Karzinome des Pankreas stellen eine maligne Entartung der Zellen
des einschichtigen Gangepithels (Ductus) dar (duktales Adenokarzinom), in zehn
Prozent der Fille sind die sekretorischen Zellen des Azinusepithels ursichlich fiir die
Entstehung des azindren Adenokarzinoms des Pankreas (Kloppel et al. 2001). Zu 70
Prozent finden sich Karzinome im Pankreaskopf. Als Pridkanzerosen sind die muz-
inds-zystische Neoplasie (MCN), intraduktale papillire muzindse Neoplasien

(IPMN) und die pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN) bekannt.

Unter den malignen morphologischen Vorlduferstadien sind die PanIN Grad 1 bis 3
am haufigsten und mittlerweile am besten untersucht (Hruban et al. 2008). PanINs
beschreiben die Tumorprogression von geringer Entartung iiber eine Dyplasie bis
zum invasiven Karzinom (Hruban et al. 2008). Entsprechend den Ergebnissen zahl-
reicher Studien werden PanINs iiberwiegend in Karzinomen mit begleitender Pank-
reatitis gefunden. So zeigt PanIN-Grad3 bereits Mutationsprofile, die vergleichbar

mit solchen von duktalen Adenokarzinomen des Pankreas sind, in erster Linie
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KRAS2-Mutationen (Almoguera et al. 1988; Lohr et al. 2005). Die Anzahl der
betroffenen Gene erhoht sich mit zunehmender Progression (Lohr et al. 2005;

Koorstra et al. 2008). Dieser Thematik wird sich Kapitel 1.3 detailliert annehmen.

Bei bereits deutlicher Expansion des Tumors findet sich zu 90 Prozent eine Nerven-
scheideninfiltration und zu 70 Prozent eine regiondre Lymphknotenmetastasierung.

Die Fernmetastasierung erfolgt in Leber, Lunge, Gehirn und Knochen.

1.2.4 Klinik und Diagnostik

Die Klinik des Pankreaskarzinoms ist je nach Lokalisation im Pankreas und Expan-
sion des Tumors sehr variabel. Gemein ist allen Symptomen, dass sie erst zu einem
fortgeschrittenen Zeitpunkt der Erkrankung auftreten, wodurch die Karzinome oft zu
spat diagnostiziert werden und damit die schlechte Prognose bedingt wird. Héaufige
klinische Symptome sind Gewichtsabnahme, in den Riicken ausstrahlende
Schmerzen, eine neu aufgetretene Glukoseintoleranz und Ikterus. Der Ikterus ist vor

allem fiir das Pankreaskoptkarzinom typisch (Gerok et al. 2007).

Hier findet sich typischerweise auch das Courvoisier-Zeichen (eine tastbar ver-
groflerte Gallenblase). Der lkterus wird durch die Stenose des distalen Anteils des
Ductus choledochus verursacht und ist in der Regel schmerzlos und progredient. Ein
Verschluss des Pankreasganges kann im Weiteren zur Pankreatitis und damit zu einer
Organdysfunktion fiihren. Folgen sind Gewichtsverlust durch Maldigestion, Diabetes
und krankheitsbezogene Laborverdnderungen, vor allem erhohte Werte der pankre-
asspezifischen Enzyme wie Amylase und Lipase. Bei Lokalisation des Tumors im
Pankreaskorper oder im Pankreasschwanz liegen die organspezifischen Laborwerte
allerdings charakteristischerweise im Normbereich (Biichler et al. 2004; Gerok et al.

2007).

Werden diese Enzyme in hoher Konzentration in die Blutbahn ausgeschiittet, konnen
Thrombophlebitiden und Thrombosen die Folge sein. Der mechanische Ikterus fiihrt
unbehandelt zur Leberinsuffizienz. Die lokale Tumorausbreitung kann ebenfalls die
Entstehung einer Duodenalstenose und/oder einen Aszites bei Peritonealkarzinose

begilinstigen (Schoppmeyer et al. 2005).

Die Pankreastumoren konnen die Tumormarker CEA (Carcinoembryonales Anti-

gen), CA50, CA195, CA242 und CA 19-9 exprimieren. Diese Tumormarker eignen
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sich jedoch nicht zur Diagnosestellung, allenfalls zur Verlaufskontrolle (Oettle et al.
2007). Nach kurativer oder palliativer Therapie ist der Tumormarker CA 19-9
geeignet (Oettle et al. 2007).

Die Diagnosestellung im Anfangsstadium der Tumorerkrankung ist prognostisch
entscheidend. Entsprechend ist bei Verdacht auf Vorliegen eines Pankreaskarzinoms
die unverziigliche Abkldrung indiziert. Hierzu eignen sich die bildgebenden Verfah-
ren wie Nativ Radiologische Rontgendiagnostik, Abdomen-Sonografie, Magnet-
Resonanz-Tomografie, ERCP und Computertomografie. Letztere wird entsprechend
den Leitlinien fiir Staging und Diagnose empfohlen (www.awmf.org Leitlinien der
Deutschen Gesellschaft fiir Allgemein- und Viszeralchirurgie). Zur weiterfiihrenden
Diagnostik eignen sich die Multidetektor-Computertomografie (MD-CT), die En-
dosonografie und die MRT, um Tumoren im Anfangsstadium und/oder den Grad der
Metastasierung zu erkennen (Adler et al. 2007; Oettle et al. 2010). Zur weiteren Di-
agnosesicherung durch Gewebeentnahme eignen sich endoskopische Verfahren oder
die Laparoskopie. Weiterhin kénnen Biopsien auch mittels Feinnadelpunktion unter

CT-Kontrolle entnommen werden.

1.2.5 Therapie und Prognose

Fiir die Therapie gilt seit 2007 die S3-Richtlinie ,,Exokrines Pankreaskarzinom®,
entstanden aus einer grof3 angelegten interdisziplindren Kooperation, basierend unter
anderem auf den Leitlinien der AWMF (Adler et al. 2007; Oettle et al. 2010). Dabei
ist das Staging von besonderer Bedeutung. Aufgrund einer im Tumoranfangsstadium
bestehenden Asymptomatik stellen sich die meisten Patienten erst mit deutlichem
Tumorprogress vor (bereits als T3 einzustufen). Entsprechend haben nur 20 Prozent

der Patienten mit Pankreaskarzinom bei Erstdiagnose ein Stadium T1 oder T2.

Hier ist eine operative Tumorresektion die Therapie der Wahl, wobei heute 5-Jahres-
Uberlebensraten von 18 bis 25 Prozent erreicht werden kénnen (Holzmann 2010).
Trotz Ausschdpfen préoperativer Diagnostik ist die endgiiltige Entscheidung tiber die
Tumorresektabilitdt oft erst intraoperativ moglich. Im Falle eines chirurgischen
Eingriffs wird in den meisten Fillen eine Operation nach Whipple durchgefiihrt,
wobei Pankreaskopf, Duodenum, Gallenblase, Teile der Gallenwege und ein Teil des
Magens entfernt werden (www.awmf.de, Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir

Allgemein und Viszeralchirurgie, 2008).
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Aufgrund der verzogerten Latenz bis zur Erstdiagnose des Pankreaskarzinoms ist der
Therapieansatz in den meisten Fillen palliativ. Dabei stehen vor allem symptom-
atische MaBBlnahmen wie Schmerztherapie, parenterale Erndhrung, Stenteinlage und
ggf. eine Chemo- oder Radiochemotherapie im Vordergrund. Die Standardchemo-
therapie fiir sowohl lokal begrenzte, als auch fiir bereits fortgeschrittene Pank-
reaskarzinome besteht aus Gemcitabine, alternativ aus FOLFIRINOX, einer Kombi-

nation von Fluorouracil, Folinsédure, Irinotecan und Oxaliplatin (Oettle et al. 2010).

Der entscheidende Vorteil der Chemotherapie bleibt umstritten, da die mittlere Uber-
lebenszeit mit Chemotherapie bei weniger als sechs Monaten liegt, was in etwa der

Rate ohne Einsatz von Gemcitabine entspricht (Burris et al. 2008; Oettle et al. 2010).

1.3 Genetische Verinderungen im duktalen Pankreaskarzinom
1.3.1 Onkogene und Tumorsuppressorgene

Mutationen stellen eine wesentliche Basis fiir das multifaktorielle Geschehen der
Tumorgenese von Pankreaskarzinomen dar. Wichtig sind hierbei insbesondere ge-
netische Verdnderungen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, die mit
verstirkter Expression der onkogenen Proteine einerseits und verminderter Expres-
sion tumorprotektiver Proteine andererseits (Fearon et al. 1990) einhergehen. Der
Verlust der Heterozygotie (Loss of Heterozygosity, LOH) ist dabei ein wichtiger

Mechanismus bei Karzinomen, um Tumorsuppressorgene dauerhaft auszuschalten.
Beim duktalen Pankreaskarzinom werden dabei besonders hiufig sich wiederholende

Mutationen im KRAS-Onkogen sowie inaktivierende Mutationen der Tumorsuppres-
sorgene pl6INK4A/CDKN2A, p53, BRCA2, PRSS1, STK11 und SMAD4/DPC4
gefunden (Caldas et al. 1994; DiGiuseppe et al. 1994; Rozenblum et al. 1997; Hru-
ban et al. 2008).

Die aktivierenden Mutationen des KRAS-Onkogens nehmen hierbei eine besondere
Rolle ein und konnen bei 90 Prozent aller Pankreaskarzinome gefunden werden (Al-
moguera et al. 1988; Moskaluk et al. 1997; Hruban et al. 2008). Die Mutationen des
KRAS-Onkogens treten als ein sehr frithes Ereignis innerhalb der pankreatischen
Tumorentstehung auf, da sie zu einer permanenten Aktivierung von Transkrip-

tionsfaktoren und zur Induktion diverser Signaltransduktionswege fiihren sowie Tu-
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morsuppressorgene beeinflussen, und werden bereits in den PanIN-1 gefunden (Ser-
rano et al. 1997; Moskaluk et al. 1997; Lohr et al. 2005; Schubbert et al. 2007; Hru-
ban et al. 2008; Baldus et al. 2010; Herner et al. 2011; Kelber et al. 2012). Die meis-
ten Punktmutationen des KRAS sind auf Codon 12 lokalisiert (Wilentz et al. 1998;
Liittges et al. 2002; Baldus et al. 2010). Inaktivierungen der Tumorsuppressorgene
p16/INK4A und p53 sowie SMAD4/DPC4 finden sich erst ab PanIN-2 und PanIN-3,
(Yamano et al. 2000; Wilentz et al. 2000; Koorstra et al. 2008), insbesondere homo-

zygote Mutationen in p53 (Baumgart et al. 2010).

Zur Inaktivierung der Tumorsuppressorgene und der Auspriagung der Mutationen
gibt es eine Vielzahl an Untersuchungen von denen hier nur einige beispielhaft gen-
annt werden sollen. Inhibierung von pl6/INK4A, einem der Kontrollgene des
Zellzyklus, fiihrt zu einer unkontrollierten Zellzyklusregulation und ist von kritischer
Bedeutung fiir die Tumorgenese des Pankreaskarzinoms (Serrano et al. 1997).
Veranderungen in pl6/INK4A entstehen zum Teil durch Punktmutationen, aber auch
durch homozygote Deletionen und durch Hypermethylierung in der Promotorregion
(Caldas et al. 1994; Rozenblum et al. 1997; Wilentz et al. 1998; Gerdes et al. 2002).
Bei bis zu 80 Prozent aller Pankreaskarzinome konnten Mutationen von pl6 na-
chgewiesen werden, wobei Hypermethylierungen im Promotorbereich am haufigsten
detektiert wurden (Caldas et al. 1994; Goggins et al. 1998; Wilentz et al. 1998; Attri
et al. 2005). In einigen Studien wurde eine Korrelation zwischen einer pl6-

Inhibierung und einer ungiinstigen Tumorprognose beobachtet (Gerdes et al. 2002).

Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 sind bestitigte Progressionsfaktoren in
der Genese unterschiedlichster Tumoren. Eine damit verbundene Uberexpression des
Proteins p53 findet sich bei bis zu 75 Prozent aller Pankreaskarzinome (Rozenblum
et al. 1997). Als viertes wichtiges Gen in der Onkogenese des Pankreaskarzinoms
wurde das Tumorsuppressorgen DPC4 (deleted in pancreatic cancer locus 4) identi-
fiziert (Hahn et al. 1996). Das durch DPC4 kodierte zytoplasmatische Protein
SMAD#4 ist Bestandteil der TGF-B-Signaltransduktionskaskade und wirkt als Tran-
skriptionsfaktor (Lagna et al. 1996; Goggins et al. 1998a; Bardeesy et al. 2006). Im
Zusammenspiel mit TGF-f wird die SMAD4-Expression als essenziell fiir eine gute
Prognose nach Resektion des Pankreaskarzinoms angesehen (Tascilar et al. 2001).
SMAD4-Minderexpression scheint auch KRAS-Mutationen zu verstirken und die
INK4A-Expression zu hemmen (Bardeesy et al. 2006). Eine homozygote Deletion
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des DPC4 konnte in etwa 50 Prozent aller Pankreaskarzinome beobachtet werden.
Loss of heterozygosity wird fiir bis zu 90 Prozent aller Tumoren vermutet (Hahn et

al. 1996; Izeradjene et al. 2007).

Neben diesen klassischen Verdnderungen wird immer haufiger auch eine genetische
Verdnderung im Bereich der postreplikativen DNA-Reparaturmechanismen gefund-
en, das heiflt der Gene, die Fehlpaarungen (Mismatch) reparieren (Goggins et al.
1998b; Wilentz et al. 2000; Yamamoto et al. 2001). Das Mismatch-Reparatursystem
und die damit zusammenhdngende MSI betrachten die beiden folgenden Abschnitte.
Beziiglich der genetischen Instabilitdt kann grundsdtzlich festgehalten werden, dass
PDAC zu den chromosomal instabilen Tumoren gehoren und haufig durch Aneu-
ploidien und starke strukturelle Chromosomenverdanderungen geprégt sind (Stoeck-
lein et al. 2004). Nach der bisherigen Datenlage scheinen PDAC, die eine ausgeprag-
te Aneuploidisierung aufweisen ein aggressiveres Verhalten zu haben, was sich in
friiherer Metastasierung oder kiirzeren Uberlebenszeiten #uBlern kann (Stoecklein et

al. 2004)

1.3.2 Das Mismatch-Reparatursystem (MMR)

Das Mismatch-Reparatursystem (MMR) umfasst sechs Gene, die fiir Enzyme kodi-
eren, welche Replikationsfehler aus Basenfehlpaarungen, kleineren nicht-gepaarten
DNA-Schleifen (loops) und die Rekombination nicht-homologer DNA-Stringe
reparieren und damit die Mutationsrate gering halten: hMSH2, hMLH1, hPMSI,
hPMS2, hMSH6, hMSH3 (Goggins et al. 1998b; Peltomiki 2001; Modrich 1996).

In Escherichia coli Bakterien umfasst das Reparatursystem die folgenden Enzyme:
MutS, MutH, Mutl,, DNA-Helicase, SSB (Single Strand binding Protein), Ex-
onukleaseVII (5°-3"), Exonukleasel (3°-5”), DNA-Polymeraselll und DNA-Ligase
(Lahue et al. 1989). Fehler werden bei jeder Replikation an die Tochterzelle
weitergegeben. Ohne adidquate Expression der Reparaturproteine konnen Fehler nicht
erkannt werden. Der MutS-Komplex besteht aus den Reparaturproteinen MSH2,
MSH3 und MSH6. Es gibt auch hier Untergruppen fiir spezifische Aufgaben, wie
beispielsweise den MutSo-Komplex- bestehend aus MSH2 und MSH6 -welcher
bevorzugt Fehlpaarungen einzelner Basen sowie Loops von ein bis zwei Basen
bindet und als essenziell flir ein funktionierendes MMR-System erkannt wurde

(Acharya et al. 1996; Gu et al. 2002; Modrich et al. 2006). Der MutL-Komplex
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besteht aus MLH1 und PMS 1-8 und erkennt Loops von zwei bis zehn Nukleotiden
(Modrich et al. 2006; Peltoméki et al. 2001).

Beide Allele eines MMR-Gens miissen inaktiviert sein, um ein defektes MMR-
System zu verursachen (Goggins et al. 1998b; Saletti et al. 2001). Wenn zum
Beispiel eine inaktivierende Mutation auf einem Allel in der Keimbahn vorliegt,
konnen somatische Mutationen auf dem korrespondierenden Allel in der Folge den
Totalausfall der genetischen Information und damit auch den Verlust der Repara-
turfdhigkeit von ldngenverdnderten Mikrosatelliten bewirken (siehe Kapitel 1.3.3;
Ionov et al. 1993; Thibodeau et al. 1993; Friedl 2002; Goggins et al. 1998b; Pel-
tomadki et al. 2001).

Mutationen an diesem System konnen angeboren oder erworben sein. In neueren
Studien wurde bei zwischen 15 und 54 Prozent der untersuchten kolorektalen Kar-
zinome ein MMR-Defekt analysiert (Miiller et al. 2009; Kaur et al. 2011). MSI als
Konsequenz eines defekten MMR wurde bereits in Tumoren des Dickdarms
(HNPCC), des Magens, des Endometriums und des Pankreas beobachtet (Brentnall
et al. 1995; Goggins et al. 1998b; Yamamoto et al. 2001).

1.3.3 Mikrosatelliteninstabilitit (MSI)

Mikrosatelliten (MS) sind Wiederholungssequenzen von einem bis fiinf Nukleotid-
motiven, die im gesamten menschlichen Genom zu finden sind. Sie sind interindi-
viduell unterschiedlich und werden in konstanter Lange von Zellgeneration zu
Zellgeneration repliziert. Die sich wiederholende Sequenz in einem MS besteht aus
zehn bis 60 Kopien und tritt ungeféhr jedes 50.000 bis 100.000ste Basenpaar auf
(Saletti et al. 2001).

Meist liegen die MS in intergenischen oder intronischen DNA-Abschnitten. Ver-
einzelt findet man sie auch als einfache Sequenz in kodierenden Regionen genomsta-
bilisierender DNA-Abschnitte. MS sind die haufigste Form repetitiver DNA (Mo-
drich 2006). MSI bedeutet eine verdnderte Lidnge repetitiver Sequenzen der MS,
wobei sich im Verlauf der Replikation der neu synthetisierte gegen den abgelesenen
DNA-Strang im Bereich von DNA-Repeats verschoben hat (Modrich 2006). Solche
Fehler konnen physiologischerweise durch ein intaktes MMR erkannt und korrigiert

werden.
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Diese Replikationsfehler konnen durch die Analyse spezifischer PCR-(Polymerase
Chain Reaction) Produkte nachgewiesen werden. Tumoren mit diesem Phdnomen
werden als mikrosatelliteninstabil bezeichnet (Ionov et al. 1993; Brentnall et al.
2005; Perucho 1996; Saletti et al. 2001; Yamamoto et al. 2001). Die Wahrschein-
lichkeit zur Genese eines Tumors steigt mit der Anzahl der fehlerhaften MS, insbe-
sondere in solchen Genen, die fiir Wachstumsfaktoren kodieren, und in Abhingigkeit
der Funktionsfdahigkeit des MMR-Systems. Umgekehrt ist die Haufigkeit von MSI
ein Marker fiir die Tumorprogression (Pino et al. 2009).

In kolorektalen Tumoren wird MSI sowohl in sporadischen Tumoren als auch in
HNPCC nachgewiesen. In sporadischen Tumoren liegt die MSI-H&ufigkeit je nach
Untersuchungsmethode bei 15 Prozent, in HPNCC bei 90 Prozent (Peltoméki 2001;
Yamamoto et al. 2001; Pino et al. 2009).

1.3.4 HNPCC (Hereditary non-polyposis colorectal cancer)

HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer, oder auch Lynch-Syndrom) ist
eines der hdufigsten Tumordispositionssyndrome (Lynch et al. 1996; Rustgi et al.
2007). Betroffene Patienten entwickeln nicht nur vermehrt Karzinome, sondern auch
in erheblich jlingerem Alter, verglichen mit organspezifischen sporadischen Karzi-
nomen. Die Vererbung erfolgt autosomal dominant mit einer Penetranz von mehr als

90 Prozent (Aarnio et al. 1999; Kopciuk et al. 2009).

Meist kommt es synchron oder metachron zum Auftreten mehrerer Karzinome. Im
Vergleich zur Normalbevolkerung besteht filir betroffene Patienten ein etwa sieben-
fach erhohtes Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken (Lynch et al.
1996; Rodriguez-Bigas et al. 1997). Am hdufigsten ist das proximale Kolon
betroffen. Neben dem Kolon finden sich auch Karzinome des Pankreas, des Endome-
triums, des Magens, der Gallengéinge und des Ovars liberdurchschnittlich hiufig bei

Patienten mit HNPCC (Vasen et al. 2007).

Bei HNPCC-Patienten sind Gene, die fiir Wachstumsfaktoren kodieren, wie zum
Beispiel fiir TGF-p (Lu 1998; Bian et al. 2005), und Gene des MMR-Systems durch
Mutationen verdndert (Aaltonen et al. 1993; Peltoméki 2001; Saletti et al. 2001).
Diese Gene sind, wie bereits in Abschnitt 1.3.2 erwihnt, folgende: h\MSH2, hMLHI,
hPMS1, hPMS2, hMSH6, hMSH3. Die meisten Mutationen in Bezug auf HNPCC

14



Einleitung

wurden bisher in den Genen hMSH2, hMSH6 und hMLHI1 gefunden (Miyki et al.
1999; Moslein et al. 1996; Peltomidki 2001; Saletti et al. 2001). Dabei wurde fiir
MSI-H -Tumoren in erster Linie die Methylierung der Promotorregion von MLHI
als verantwortlich gesehen (Peltoméki 2001; Yamamoto et al. 2001). Die Tatsache,
dass hierbei die MLH1- und MSH2-Gene am héufigsten betroffen sind, unterstreicht
die zentrale Funktion der kodierten Proteine. Zur klinischen Diagnostik eines
HNPCC wurden zunéchst die Amsterdam-Kriterien etabliert (siche Tabelle 4 a und 4
b). Im Jahr 2004 wurden aufgrund der erweiterten molekulargenetischen Forschung,
angeregt durch das NCI, die so genannten Bethesda-Kriterien (siehe Tabelle 5) for-
muliert (Umar et al. 2004). Die Bethesda-Kriterien stellen die Basis fur ein Erkennen
derjenigen Patienten dar, deren Tumoren auf eine MSI untersucht werden sollten.
Vom National Cancer Institute der USA wurde die Analyse von fiinf Mikrosatelliten
empfohlen (Thibodeau et al. 1998). Zeigt sich bei zwei oder mehreren der Markern
eine MSI, so wird der Tumor als MSI-H (high) eingeordnet. Bei nur einem instabilen
Marker spricht man von einem MSI-L (low). Zeigt sich kein instabiler Marker, so ist
der Tumor als mikrosatellitenstabil (MSS) einzustufen. Bei Tumoren von HNPCC-
Patienten, bei denen eine krankheitsrelevante Mutation im MMR-System nachgew-
iesen wurde, kann in nahezu 90 Prozent der Fille eine MSI im Tumor gefunden
werden. 85 bis 90 Prozent der Tumoren von Patienten aus HNPCC-Familien sind
nach Amsterdam-Kriterien mikrosatelliteninstabil (Moslein et al. 1999). Daher ldsst

sich der Nachweis einer MSI als Screening-Verfahren nutzen.

Amsterdam-Kriterien [

Mindestens drei Familienangehorige mit histologisch gesichertem kolorektalem
Karzinom, davon einer mit den beiden anderen erstgradig verwandt; FAP muss

ausgeschlossen sein.

Wenigstens zwei aufeinanderfolgende Generationen betroffen.

Bei mindestens einem Patienten Diagnosestellung vor dem 50. Lebensjahr.

Tabelle 4 a: Amsterdam-Kriterien zur Diagnostik von Patienten mit Verdacht auf
HNPCC
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Amsterdam-Kriterien 11

Mindestens drei Familienangehdrige mit histologisch gesichertem kolorektalem
Karzinom oder einem Karzinom des Endometriums, Diinndarms oder Urothels
(ableitende Harnwege/Nierenbecken), davon einer mit den beiden anderen erst-

gradig verwandt; FAP muss ausgeschlossen sein.

Wenigstens zwei aufeinanderfolgende Generationen betroffen.

Bei mindestens einem Patienten Diagnosestellung vor dem 50. Lebensjahr.

Tabelle 4 b: Erweiterte Amsterdam-Kriterien zur Diagnostik von Patienten mit Ver-
dacht auf HNPCC

Bethesda-Kriterien (Patienten, die auf MSI untersucht werden sollen)

Personen mit positiver Familienanamnese entsprechend den Amsterdam-

Kriterien I oder I1.

Personen mit synchronen oder metachronen kolorektalen Karzinomen oder
HNPCC-assoziierten Tumor-Erkrankungen (Endometrium, Ovarien, Magen,

Gallengang, Diinndarm, Urothel).

Personen mit kolorektalem Karzinom und einem erstgradig Verwandten mit
kolorektalem Karzinom und/oder HNPCC-assoziierter Tumorerkrankung
(einer davon vor dem 45. Lebensjahr) und/oder kolorektalem Adenom vor dem

40. Lebensjahr.

Personen mit Kolon-/oder Endometriumkarzinom vor dem 45. Lebensjahr.

Personen mit rechtsseitigem, histologisch undifferenziertem kolorektalem Kar-

zinom vor dem 45. Lebensjahr.

Personen mit kolorektalem Karzinom vom Siegelring-Zell-Typ vor dem 45.

Lebensjahr.

Personen mit Adenom vor dem 40. Lebensjahr.

Tabelle 5: Bethesda-Kriterien zur Diagnostik von Patienten mit Verdacht auf Vorlie-
gen eines MSI-Tumors
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1.3.5 Mikrosatelliteninstabiltit beim Pankreaskarzinom

Die Konsequenz der genetischen Instabilitdt bei MSI scheint auch eine erhdhte Muta-
tionsanfélligkeit und erhohte Mutationsrate anderer Gene zu sein. Aufgrund dessen
wird der MSI-Phénotyp in einigen Studien auch als ,,mutator phenotype* bezeichnet
(Loeb et al. 2001). Das Tumorrisiko der Erkrankten liegt bei 80 bis 90 Prozent (Pel-
tomadki et al. 2001).

Der oben beschriebene MSI-Phénotyp ist neben dem HNPCC-Syndrom auch bei
rund 13 Prozent aller sporadisch auftretenden kolorektalen Karzinome zu finden.
Nach bisherigen Erkenntnissen liegt eine MSI in etwa zehn Prozent der Pank-
reaskarzinome vor. Die MSI-phdnotypischen Tumoren beim HNPCC zeichnen sich
nicht nur durch ein charakteristisches molekulargenetisches Profil aus, sondern auch
durch besondere histopathologische Merkmale, bevorzugt medulldr oder muzinds
(Riischoff et al. 1997; Lynch et al. 1996; Thibodeau et al. 1999; Bren et al. 1999;
Aaltonen et al. 2001).

Insgesamt gibt es bisher wenige Studien, die sich mit dem MSI-Phénotyp bei dem
Adenokarzinom des Pankreas auseinandergesetzt haben, aber nach den bisherigen
Untersuchungen manifestiert sich eine MSI beim Pankreaskarzinom ebenfalls in der
histologischen Variante des medulldren Typs, grundsétzlich assoziiert mit KRAS-
Mutationen (Brentnall et al. 1995; Goggins et al. 1998b; Thibodeau et al. 1998;
Wilentz et al. 2000; Yamamoto et al. 2001), wéhrend der muzindse Phianotyp gemal
bisherigen Studien keine MSI aufweist (Goggins et al. 1998; Wilentz et al. 2000;
Nakata et al. 2002b; Liittges et al. 2003).

Des Weiteren wurden in MSI-H-Pankreas-Tumoren Mutationen von hMSHS3,
hMLH3, BRCA-2, TGF-beta type II Rezeptor und BAX entdeckt (Yamamoto et al.
2001). Zu differenzieren gilt es zwischen dem Auftreten von MSI bei sporadischem
Pankreaskarzinom und in Kombination mit HNPCC. Die Privalenz bei sporadischen
Karzinomen wurde in den bisherigen Studien je nach verwendetem Marker mit drei
bis 50 Prozent gefunden (Brentnall et al. 1995; Yamamoto et al. 2001). Beim
HNPCC-Pankreaskarzinom liegt die Pravalenz deutlich hoher mit 100 Prozent (3/3),
es stellt aber eine sehr seltene Form erblicher Karzinome dar (Yamamoto et al.
2001). Zur Testung auf Vorliegen eines MSI-Tumors konnen verschiedene Nukleo-
tidmarker verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde nach dem Standard-
protokoll der HNPCC-Bethesda-Kriterien (Sinn et al. 2009) gearbeitet und auf fiinf
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verschiedene Marker zuriickgegriffen (Mononukleotidmarker BAT25 und BAT26
sowie die Dinukleotidmarker D2S123, D17S250 und D5S346). Als MSI-H (high)
werden Tumore bezeichnet bei denen eine MSI bei zwei oder mehr der oben genan-
nten Marker vorliegt. MSI-L (low) sind entsprechend Tumore mit nur einem insta-
bilen Marker. MSS (stabil) bezeichnet Tumore, die in keinem der untersuchten

Marker Langenverdnderungen, also Instabilititen, aufweisen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Tumorgewebe und Normalgewebe von zunichst
48 Patienten mit einem pathologisch gesichertem duktalen Adenokarzinom des
Pankreas analysiert (das Gewebe wurde freundlicherweise durch Prof. Dr. med. Udo
Helmchen zur Verfligung gestellt). Die entsprechenden klinischen und
pathologischen Daten zu diesen Patienten wurden im Rahmen einer fritheren Studie
erhoben (Stoecklein et al. 2004) und fiir diese Promotionsarbeit anonymisiert ver-
wendet. Von den 48 Patienten waren 22 weiblich und 26 ménnlich. Da bei einigen
Tumorprédparaten fiir die DNA-Gewinnung das Material nicht ausreichend war,
standen von den 48 Tumorproben nur 37 Proben fiir die Analysen dieser
vorliegenden Arbeit zur Verfiigung (giiltige n = 37). Tabelle 6 zeigt eine Aufstellung
dieser Patientendaten beziiglich Geschlecht und Alter, das jeweilige Tumorstaging,

sowie den jeweiligen Ploidiestatus (D=diploid; T=triploid; H= hypertetraploid).

Alter
Fall Geschlecht pT | pN | pM | G |[D |T |H

(OP)
2Bl W 60 2 0 0 3 1]10]0
1D5 m 57 3 1 0 2 1]10]0
2F2 w 68 2 0 0 3 1]10]0
2D4 m 58 3 0 0 2 10| 1]0
1B4 m 45 2 0 0 2 10| 1]0
2E1 w 46 3 1 0 3107110
2Cl1 m 69 2 0 0 2 10| 1]0
1F1 w 54 3 1 0 3 110]0
1E1 w 63 3 0 0 2 10]0]1
1C1 m 69 3 0 0 2 1]10]0
2B4 m 49 2 0 0 2 110]0
2E2 w 48 2 1 0 3 1]10]0
1F3 w 80 2 0 0 3 1]10]0
2B2 w 33 2 1 0 3101110
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F?&lr(;i- Geschlecht Alter pT | pN | pM

' (OP)

2E4 m 50 3 1 0
1C2 m 60 2 1 0
2F1 m 53 3 1 0
2F3 m 33 3 0 0
2C2 m 47 3 1 0
1D3 m 56 3 1 0
1B1 w 43 3 1 0
1F2 m 75 3 1 0
1B5 m 57 2 1 0
1D4 w 53 2 0 0
1C4 w 47 2 0 0
2D2 W 53 2 0 0
1E2 m 75 2 1 0
1C5 w 59 3 0 0
2D3 m 66 3 1 0
1C3 w 49 3 1 0
1B3 m 61 3 1 0
1D1 W 58 2 0 0
1E4 m 60 2 1 0
1E3 w 69 3 1 1
1ES m 63 3 1 1
1F4 w 73 2 0 1
1F5 w 64 2 0 1

Tabelle 6: Patientendaten; Infiltrationstiefe bzw. Ausdehnung des Tumors (pT Kate-
gorie), Lymphknotenbefall (pN-Kategorie), Metastasen (pM Kategorie), Differenzie-

rungsgrad der Tumoren (Grading), D=diploid, T=triploid, H=hypertetraploid
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2.2 Histopathologische Untersuchung

Vor der weiteren Verarbeitung der Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebe wurden zundchst von jedem Block Schnitte angefertigt und eine Himatoxy-
lin- und Eosin-Farbung (HE) (Merck, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Diese
Schnitte wurden von einem Pathologen (Prof. Dr. med. Poremba, Institut fiir Pathol-
ogie des Universititsklinikums der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf) begu-
tachtet. Hierbei wurden die Tumorareale eingezeichnet. Ein Anteil an Tumorzellen
wurde auf diese Weise sichergestellt. Demnach konnte von jedem Patienten sowohl
vom Tumor- als auch vom Normalgewebe ein geeigneter Paraffinblock ausgewaihlt
werden. Von jedem Block wurden ein 4 um-Schnitt und jeweils zehn 8§ pum-Schnitte

angefertigt. Die 8 pum-Schnitte wurden fiir die manuelle Mikrodissektion asserviert.

2.3 Manuelle Mikrodissektion

Fiir die DNA-Gewinnung wurden die bereits angefertigten 8 pm-Schnitte verwendet.
Von jedem Patienten lagen also zehn 8 um-Schnitte Normalgewebe und zehn 8 pm-
Schnitte Tumorgewebe vor. Diese Schnitte wurden zunichst zweimal fiir 15 Minuten
in Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) und anschlieBend durch eine absteigende
Alkoholreihe bis zu 70-prozentigem Alkohol (Merck, Darmstadt, Deutschland) ent-
paraffiniert. Die entparaffinierten Schnitte wurden fiir 30 Sekunden in Gills-Losung
(Merck, Darmstadt, Deutschland) geférbt und anschlieend in AquaB (Braun, Mel-
sungen, Deutschland) tiberfiihrt.

Um sowohl vom Normal- als auch vom jeweiligen Tumorgewebe moglichst hohe
DNA-Gehalte zu erzielen, wurden die ausgewéhlten Areale aller zehn Schnitte einer
Probe mithilfe des HE-Schnittes als Schablone und unter mikroskopischer Kontrolle
mit einer Kaniile abgekratzt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) iiberfiihrt. Daraus ergaben sich fiir jeden Patienten jeweils ein Reak-
tionsgefdl mit abgekratztem Gewebe der zehn Tumorschnitte und ein Reak-
tionsgefdl mit dem Gewebe der zehn Normalgewebsschnitte. Die abgekratzten Ob-

jekttrager wurden verschlossen und als Kontrolle autbewahrt.
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2.4 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QIAamp-Tissue-Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland). Dazu wurden die bereits angefertigten Tubes mit dem enthaltenen
Gewebe mit 220 pl ATL-Puffer und 20 pl Proteinase K (25 mg/ml) versetzt und fiir
24 Stunden bei 55 °C inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde das lysierte Gewebe iiber das Séulensystem des Tis-
sue-Kits mit AL-Puffer und dem Waschpuffer (AW-Puffer) aufgereinigt. Die DNA
wurde bei 70 °C mithilfe von Nuklease-freiem Wasser im letzten Schritt aus den
Saulen gewaschen und somit gleichzeitig in diesem geldst. Reinheit und Konzentra-
tion der DNA wurden durch Messung mit einem Photometer gepriift und dokumen-

tiert (s. Tabelle 14).

2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur MSI-Detektion

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifizierung der gewiinschten DNA-
Fragmente, um diese im Bereich der jeweils untersuchten Marker auf MSI beurteilen
zu konnen. Es wurde nach dem Standardprotokoll HNPCC-Bethesda vorgegangen
(Sinn et al. 2009). Dabei wurden die Reagenzien des DNA-Polymerase-Kits der Fir-
ma Qiagen verwendet und jeweils eine Duplex PCR sowie eine Triplex PCR durch-
gefiihrt. In der Duplex PCR kamen die Primer BAT 25 und D17S250 und in der Tri-
plex PCR die Primer BAT26, D2S123 und D5S346 zum Einsatz. Die Primer wurden
entsprechend dem Protokoll bei der Firma MWG bestellt und dort synthetisiet.
Jedem Reaktionsansatz wurden 2 ul DNA (10 ng/ul) zugegeben. Zusitzlich wurden
bei jeder PCR eine Negativkontrolle (Nuklease-freies Wasser) und eine Positiv-
kontrolle mitgefiihrt. Fiir die PCR wurden folgende Reaktionsbedingungen gewihlt:
flinfzehnminiitige Denaturierungsphase bei 95 °C, anschlieBend 35 Zyklen mit
jeweils einer Minute bei 94 °C, Annealingphase eine Minute bei 52 °C, einminiitige
Elongationsphase bei 72 °C und erweiterte Elongationsphase fiir 15 Minuten bei 72
°C. Nach Abschluss der letzten Phase bzw. des letzten Zyklus wurden die PCR-
Produkte eingefroren, um sie spdter fiir die Mikrosatellitenanalyse weiterzuver-

wenden. Tabelle 7 enthilt Informationen und Ergebnisse zum Erfolg der PCR.

22



Material und Methoden

Primer ProduktgrofBe
BAT 25 80-100 bp
BAT 26 80-100 bp
D2S123 197-227 bp
D17S250 150 bp
D5S346 96-122 bp

Tabelle 7: ProduktgroBe der DNA-Fragmente
2.6 PCR-Kontrolle mittels Gelelektrophorese

Mittels Agarosegelelektrophorese wurde sichergestellt, dass die PCR-Produkte die
korrekte GroBe hatten (s.Tabelle 7). Das Gel wurde aus 2 g Agarose-Pulver (Invitro-
gen, Paisley, UK) und 100 ml TBS-Puffer (pH 8,3) hergestellt. 10 ul des PCR-
Produkts wurden bei Raumtemperatur in ein Reagenztube (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) {iberfiihrt. Diesem Tube wurden zusétzlich jeweils 1 pl Cybr-Gold
(Molecular Probes, Leiden, Niederlande) und 2 pl Loading Dye Solution (Fermentas,
St.Leon-Rot, Deutschland) zugefiihrt. AnschlieBend wurde die Mischung in die
vorgesehene Kammer des Agarosegels pipettiert. Eine Positiv- und eine Negativ-
kontrolle wurden jeweils mitgefiihrt. Die Kontrolle erfolgte unter UV-Licht und
wurde durch eine Fotografie des Gels sichergestellt (s. Abbildung 1).

100bp - Marker

l%’:
id

- PP =

BAT25 BAT26  D5S346 D175250 D2S123

Abbildung 1: Gelelektrophorese zur Uberpriifung der PCR-Produktiinge
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2.7 Mikrosatellitenanalyse

Die amplifizierte DNA wurde hierflir auf dem Sequenziergerit (,,Genetic Analyzer
ABI Prism 310%, Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Weiterstadt,
Deutschland) analysiert. Dazu wurden je 1 pul PCR-Produkt mit 1 pl molekularem
Marker TAMRA-500 (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Weiter-
stadt, Deutschland) und 12 pl Denaturierungsreagenz HI-Di Formamide (Applied
Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Weiterstadt, Deutschland) versetzt und zur
vollstindigen Denaturierung der DNA fiir fiinf Minuten bei 95 °C im Heizblock
inkubiert. Die Primersequenzen und Eigenschaften werden in untenstehender Tabelle
8 dargestellt. Vorwartsprimer wurden mit Phosphoramidites 6-FAM (6-carboxy-
fluoroscein), HEX (4,7,2’, 4°, 5°,7’-hexachloro-6-carboxyfluoroscein) und TET

(4,7,2°,7-tetrachloro-6-carboxy-fluoroscein) fluoreszenzmarkiert.

Danach wurden die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente mittels Gelelektrophore-
se auf einer Polymermatrix der Grof3e nach aufgetrennt und durch Anregung mit La-
serlicht detektiert. Lange der PCR-Produkte und Hohe der Signale (,,Peaks®) wurden
anschliefend mit dem entsprechenden Datenverarbeitungsprogramm Genescan (Ap-
plied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Weiterstadt, Deutschland) analysiert
und in Form von Elektropherogrammen dargestellt. Durch das Erscheinen neuer
Banden, das Fehlen von Banden oder durch einen Bandenshift in der Tumor-DNA
wurden genetische Instabilititen kenntlich. Entsprechend dem international
empfohlenen Bethesda-Markerpanel wurden flinf verschiedene Mikrosatelliten-
marker untersucht: BAT 25, BAT 26, D2S123, D5S346, und D17S250 (s.Tabelle 8).
Findet sich bei zwei oder mehr Markern (=40 %) eine Lingendifferenz zwischen
gesundem und Tumorgewebe, spricht man von MSI. Zusitzlich ldsst sich im Bereich
der untersuchten Genorte ein moglicher Verlust der Heterozygotie (LOH)
analysieren. Ein LOH wird als Umkehr der Peakhdhe bzw. Verlust von Signalen im

Tumorgewebe im Vergleich zur DNA des Normalgewebes definiert.
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Modifizierung am 3’-

Marker Primer Annealing (°C) Ende

5’tcgectccaagaatgtaagt
BAT 25 55 FAM
5’tctgcattttaactatggctc

5’tgactacttttgacttcagcc
BAT 26 55 TET
5’aaccattcaacatttttaaccc

5’aaacaggatgcctgecttta
D2S123 58 FAM
5’ggactttccacctatgggac

5’ggaagaatcaaatagacaat
D17S250 55 TET
5’gctggccatatatatatttaaacc

5’actcactctagtgataaatcggg
D5S346 58 HEX
5’agcagataagacagtattactagtt

Tabelle 8: Untersuchte Mikrosatelliten-Loci

2.8 Tissue-Micro-Array (TMA)
2.8.1 Praparation der TMA

Zur Untersuchung der Gewebe wurde die Tissue-Micro-Array-Methode angewandt.
Die Hamatoxylin-Eosin-Schnitte (HE) der Paraffinblocke wurden durch einen
Pathologen (Prof. Dr. med. Poremba, Institut fiir Pathologie des Universitétsklin-
ikums der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) beurteilt. Unter mikroskopischer
Kontrolle (Axioskop, Zeiss, Germany) wurde das jeweilige Tumorareal farblich auf
dem Objekttrager markiert und umrandet. Diese Markierungen dienten spéter als
Schablone fiir das korrekte Ansetzen der Stanze. Mithilfe des Arrayers wurde zuerst
aus dem gewebefreien Paraffinblock, dem so genannten Leerblock oder Recipient-
Block, eine Stanze entnommen. Dieser Schritt entspricht dem eines Platzhalters. Im
nachfolgenden Arbeitsschritt wird eine Stanze derselben Grofle aus dem zuvor far-
blich markierten Tumorareal des Donor-Blocks entnommen und in den Platzhalter
des Recipient-Blocks tiberfiihrt. Um mdglichst viel Material beim Schneiden des
TMA zu gewinnen, wurde iiberschiissiges Paraffin aus der Stanzsdule mit einem
Skalpell entfernt und dieser Geweberest zusitzlich in das vorgestanzte Loch des Re-
cipient-Blocks bis zu dessen vollstindiger Fiillung mit dem jeweiligen Tumorgewebe

eingefiihrt.
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Diese Schritte wurden fiir alle Proben wiederholt. Die Stanzen auf dem Recipient-
Block wurden so gewéhlt, dass am Ende fiinf Reihen mit jeweils sechs Proben vorla-
gen. Auf diese Weise entstanden zwei Tissue-Micro-Array-Blocke. Von jedem der
Blocke wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt. Pro TMA-Block wurde jeweils bei
einem der Schnitte eine HE-Farbung durchgefiihrt, die als Kontrollfarbung fiir den
tatsdchlichen Tumorbereich diente. Zwei weitere Schnitte pro Block galten der

spéteren Verwendung fiir die immunhistochemischen Farbungen.

2.8.2 Immunhistochemische Analyse

Die immunhistochemische Analyse der Tissue-Micro-Array wurde in Zusam-
menarbeit mit dem Pathologischen Institut der Heinrich-Heine-Universitdt Diissel-
dorf (Direktor: Prof. Dr. med. H.E. Gabbert) durchgefiihrt. Dabei wurde die Protein-
expression der Gene hMLH1 und hMSH2 mithilfe markierter Antikorper untersucht.

Die zuvor angefertigten Paraffinschnitte der Tissue-Micro-Array wurden iiber Nacht
bei 60 °C inkubiert, dann mit Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) entparaffiniert
und anschlieend durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert. Dann wurden die
Objekttrager fiir 15 Minuten in Zitratpuffer gekocht. Nach Blockierung der en-
dogenen Peroxidase-Aktivitit mit drei prozentigem Wasserstoffperoxid wurden die
Priparate zundchst 15 Minuten mit Avidin und 15 Minuten mit Biotin inkubiert. An-
schlieBend wurden die Schnitte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem
Primérantikorper inkubiert: h(MLHI (clone G 168-728, BD PharMingen, San Diego,
CA, USA; 1:60), hMSH2 16 (clone FE11, Oncogene Research Products, Cambridge,
MA, USA; 1:80). Nach kurzem Waschen mit Aqua dest. wurden die Préparate mit
dem zweiten und dritten Briickenantikorper (Ultra-Tek HRP Scytek ABN/ABL 999)

fiir je 15 Minuten bei Raumtemperatur iiberschichtet.

Die Antigen-Antikorper-Reaktion wurde dann mittels Diaminobenzidintetrachlorid
(DAB) visualisiert. Nach der zehnminiitigen Inkubation mit DAB folgte eine
Gegenfarbung mit Hdmalaun fiir fiinf Minuten. Die Schnitte mussten dann mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol dehydriert werden. Die angefarbten (also ex-
primierenden) Zellen wurden unter dem Mikroskop (Axioskop, Zeiss, Deutschland)
sichtbar, sodass eine prozentuale Aussage iiber Expression gegeniiber Expres-

sionsausfall getroffen werden konnte.
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2.8.3 Auswertung der Expression von MLH1 und MSH2

Mittels der Immunhistochemie ist das Genprodukt der Mismatch-Repair-Gene
(hMLH1, hMSH2) nachweisbar. Bei positiver Expression kommt es bei den MMR-
Genen zur Zellkernfiarbung der Tumorzellen. Das Weglassen des Primérantikorpers
diente als Negativkontrolle. Die Auswertung der Immunfarbung der MMR-Gene
wurde qualitativ (positive/fehlende Expression) vorgenommen. Die Beurteilung der
Firbe- und Schnittqualitit erfolgte zuerst mittels lichtmikroskopischer Uber-
sichtseinstellung des Tumors und im Vergleich mit dem Normalgewebe des Pankreas
anhand eines Scores zwischen 0 und 3. Dabei wurden die Expressionsstarken 3 und 2
als erhaltene Expression und ein Verlust von mehr als 50 Prozent in einer der beiden
Kategorien 0 und 1 als negativ gewertet. Ausgewertet wurden nur Bereiche mit
gleichméBiger Farbung, da ungleich starke Farbreaktionen im Tumorzentrum und in

dessen Randbereichen die Beurteilung erschwerten.

Alle Schnitte wurden ebenfalls von einem Pathologen lichtmikroskopisch begu-
tachtet und ausgewertet. Die Beurteilung der immunhistochemischen Schnitte erfol-
gte jeweils ohne Kenntnis der Klinik des Patienten und der histopathologischen Tu-

mordaten. Eine detaillierte Ubersicht iiber die Gradeinteilung zeigt Tabelle 9.

Gradeinteilung Proteinexpression der Gene MLH1 und
MSH2 im Tumor

0 keine (neg)

1 schwach (neg)

2 maBig (pos)

3 stark (pos)

Tabelle 9: Score der MLH1- und MSH2-Expression

2.8.4 Puffer

TBE (Tris-Borat-EDTA Puffer) Tris 89mM
Borat 89mM
EDTA 2mM
pH 8,3

Tabelle 10: Verwendete Puffer
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2.8.5 Primer

BAT 26-F TGA CTA CTT TTG ACT TCA GCC

BAT 26-R AAC CAT TCA ACA TTT TTA ACC C
BAT 25-F TCG CCT CCA AGA ATG TAA GT

BAT 25-R TCT GCA TTT TAA CTA TGG CTC
D2S123-F AAA CAG GAT GCC TGC CTT TA
D2S123-R GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC
D17S250-F GGA AGA ATC AAA TAG ACA AT
D17S250-R GCT GGC CAT ATA TAT ATT TAA ACC
D5S346-F ACT CAC TCT AGT GAT AAA TCG GG
D5S346-R AGC AGA TAA GAC AGT ATT ACT AGT T

Tabelle 11: Verwendete Primer (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland)

2.9 Statistische Methodik

Vorab wurden sdmtliche graduierten und kontinuierlichen Variablen bzw. Parameter
der Studie, prozentuale Expressionsverluste von MLH1 und MSH2 mittels Kolmogo-
rov-Smirnov-Anpassungstest (K-S-Test) auf Ubereinstimmung mit der Normal-

verteilung nach Gaul3 getestet.

Die Verteilungen der Expressionsverluste (origindre Prozentwerte) von MLH1 und
MSH?2 erwiesen sich als nicht kompatibel mit der Normalverteilung (p < 0.10). Als
Konsequenz wurden die Zusammenhinge zwischen MSI bzw. LOH einerseits und
MLHI1- bzw. MSH2-Expressionsverlusten (Prozentwerte) andererseits mittels einer
,verteilungsfreien® Testmethodik berechnet. Im Einzelnen wurde hier der Mann-
Whitney-U-Test (M-W-Test/U-Test) eingesetzt, welcher eine sehr teststarke Alterna-
tive zum parametrischen t-Test darstellt. (www.roland-pfister.net Methoden der Un-

terschiedspriifung)

Sédmtliche Zusammenhinge zwischen zweikategoriellen Nominalvariablen (z.B.
zwischen MSI ja/nein und MLH1-Expressionsverlust >/< 50 Prozent, oder zwischen
MSI ja/nein und diploider Zellstatus ja/nein etc.) wurden mittels zweidimensionaler

Kontingenztafel dargestellt und mittels exaktem Fisher-Test berechnet. Als deskrip-
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tiv-statistische Kennwerte werden absolute und relative bzw. prozentuale
Haufigkeiten, arithmetischer Mittelwert nebst Standardabweichung, Median nebst
Quartilabstand, Minimum und Maximum sowie die jeweilige Anzahl der giiltigen
Fille (StichprobengroBle) tabellarisch berichtet. Samtliche priifstatistischen Tests
wurden bei zweiseitiger Testung und auf Grundlage des folgenden Signif-

ikanzstufensystems durchgefiihrt:

,hicht signifikant™: p > 0.05 (ns)

»signifikant: Signifikanzniveau =5 % bzw. o = 0.05 (p <.05)

,»sehr signifikant*: Signifikanzniveau =1 % bzw. a = 0.01 (p <.01)
,hoch signifikant*: Signifikanzniveau = 1 %o bzw. a = 0.001 (p <.001)

Alle statistischen Analysen wurden unter Zugriff auf das Programm SPSS (Superior

Performing Software System, IBM SPSS Statistics fiir Windows) durchgefiihrt.
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3

Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Die zugrunde liegende Studienstichprobe bestand zu 51,4 Prozent (n = 19) aus Mén-
nern und 48,6 Prozent (n = 18) aus Frauen und galt somit beziiglich des Geschlechts
als gleichverteilt. Das mittlere Lebensalter der Patienten betrug 57,8 Jahre bei einer
Standardabweichung von + 11,6 Jahren (Tabelle 12). Die Schwankungsweite des
Kollektivs lag zwischen 33 Jahren (Min.) und 82 Jahren (Max.).

Die Altersklassenverteilung hatte ihren Héufigkeitsgipfel mit jeweils circa 30 Pro-
zent bzw. 32 Prozent bei der Gruppe zwischen 50 und 59 Jahren bzw. 60 und 69 Jah-
ren (Abbildung 2; Tabelle 13).

Statistik Wert

Mittelwert 57,84
Standardabweichung 11,60
Median 58,00
Quartilabstand 18,00
Minimum 33
Maximum 82
Giltige N 37

Tabelle 12: Statistiken der Altersverteilung
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30
25
S 20
N
o
o 32,4%
15 29,7%
10 21,6%
5 10,8%
5,4%
0 | | | | |
30-39 40 - 49 50-59 60 - 69 >=70
Altersklasse (Jahre)
Abbildung 2: Altersklassenverteilung der Patientenstichprobe
Jahre Haufigkeit Prozent
30-39 2 5,4
40-49 8 21,6
50-59 11 29,7
60-69 12 32,4
>70 4 10,8
Gesamt 37 100,0

Tabelle 13: Altersklassenverteilung
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3.2 Messergebnisse und Pra-Analysen
3.2.1 Daten zur DNA-Extraktion und zum PCR-Erfolg

Um mit den DNA-Analysen beginnen zu kdnnen, wurden zundchst die Reinheit und
Konzentration der extrahierten DNA durch Messung mit einem Photometer (Bio

Photometer, Eppendorf, Deutschland) gepriift und dokumentiert. Tabelle 14 zeigt

den DNA-Gehalt der erhobenen Proben.

Normal- ;’:;neobr‘; Normal- g:\fvneol;é

Pat.ID| 8ewebe Pat.ID| 8ewebe
dsDNA ng/pl djlg)/I:fx dsDNA ng/ul d;g/ljﬁ
2D4 87 72 1D4 121 90
2E4 76 35 2C1 75 35
1B4 445 27 2E1 282 71
I1C1 249 112 2F1 73 27
1E5 106 35 IB1 357 34
2B1 79 84 1C3 214 13
I1B5 70 15 2B2 266 36
1F1 157 40 1F2 152 119
2D3 45 30 2E2 259 23
1F5 72 69 1C2 118 163
2F2 204 51 1E2 250 182
1F4 97 33 1D5 214 292
2C2 174 100 1B3 170 8
1E4 54 29 1E1 175 140
2F3 103 35 ID1 54 30
2B4 151 17 1D3 190 93
1C4 324 80 1E3 186 34
1F3 109 139 2D2 104 118
1C5 65 95

Tabelle 14: DNA-Gehalt der Proben
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3.2.2 Pravalenz der Mikrosatelliteninstabilitit und Allelverluste

Die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse sind in Tabelle 15 aufgefiihrt. Diese Ta-
belle zeigt das Auftreten von MSI und LOH - nach Markern differenziert - im
Einzelnen bei den 37 Pankreaskarzinomen; dariiber hinaus enthilt Tabelle 15 die

markerspezifisch zusammengefassten Haufigkeiten der beiden Ereignisse.

Bei 29 der 37 Tumoren (78,4 %) war keine MSI nachweisbar. Bei sechs Tumoren
(16,2 %) konnte eine MSI mit jeweils einem Marker nachgewiesen werden. Bei zwei

Tumoren (5,4 %) fand sich eine MSI in zwei von fiinf Markern.

Der Mononukleotidmarker BAT 25 zeigte in vier Fallen (10,8 %) eine MSI und der
Marker D17S250 ebenfalls in vier Féllen (10,8 %). AuBlerdem wies der Marker BAT
26 in zwei Féllen (5,4 %) eine MSI auf.

Allelverluste (LOH) im Bereich der untersuchten Marker konnten bei 21 Proben
(56,7 %) gefunden werden, wobei dieses Ereignis in vier Fillen (10,8 %) in Kombi-
nation mit einer MSI auftrat. Bei den Markern D2S123 und D5S346 war keine (0 %)
MSI nachweisbar; allerdings LOH in insgesamt zwolf Fillen. Bei zwei Tumoren
zeigte sich ein LOH gleich bei beiden Markern, so lieB3 sich insgesamt bei den Mark-
ern D2S123 und D5S346 bei zehn von 37 Tumoren (27 %) ein LOH aufzeigen. Auch
bei den Markern BAT26 und D17S250 zeigten sich vermehrt Allelverluste. Bei
BAT26 fand sich ein LOH bei sechs Tumoren (16,2 %) und bei D17S250 insgesamt

bei drei Tumoren (8,1 %).

Besonders hervorzuheben ist hierbei, dass weder bei dem Marker D2S123 noch bei

D5S346 eine MSI auftrat.
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Tabelle 15: Auftreten von MSI und LOH bei 37 Pankreaskarzinomen bei den finf

untersuchten Markern.

MSI: Mikrosatelliteninstabilitdt; LOH: Loss of Heterozygosity; 0 = keine Analyse im
Sequenzer moglich (zu wenig Material); 1 = ohne Verdnderung
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Locus Informative Fille MSIn (%) LL
(n) 0 (%)
BAT 26 37 2 (5) 6 (16)
D17S250 32 4 (12) 3 (9)
BAT 25 37 4 (10) 0 (0)
D2S123 34 0 (0) 5 (14)
D5S346 36 0 (0) 7 (19)

Tabelle 16: Haufigkeiten der Fille mit MSI und LOH bei den verschiedenen Mar-
kern

3.2.3 Daten der Expression der DNA-Reparaturgene hMLH1 und hMSH?2

Zunichst wurde die Expression im normalen Pankreasgewebe iiberpriift um eine
Vergleichsmoglichkeit zur Auswertung des Expressionsverlustes im jeweiligen Tu-
morgewebe zu gewinnen. AnschlieBend wurde die Expression im Tumorgewebe
iiberpriift. Dabei fand sich bei acht von 37 (21,6 %) der Karzinomproben eine deut-
liche Reduzierung von mehr als 70 Prozent der MLH1-Proteinexpression, in neun
Fillen eine starke Reduzierung der MSH2-Expression von mehr als 70 Prozent. Eine

detaillierte Aufstellung zeigt Tabelle 17.

Von den 37 untersuchten Karzinomen fand sich bei elf (29,7 %) Patienten ein mehr
als 50-prozentiger Verlust der Expression in einer der beiden Kategorien 0 oder 1
sowohl von MLH1 als auch MSH2. In acht von diesen elf Fallen bei MLH1 (72,7 %)
und neun Féllen bei MSH2 (81,8 %) zeigte sich ein Verlust der Expression von
groBer gleich 80 Prozent (Bereich 0 und 1+) das heifit, dass im Vergleich zu dem
jeweiligen Normalgewebe nur noch circa 20 Prozent exprimiert wurden. In Tabelle
17 sind die Daten fiir die einzelnen Proben aufgefiihrt. Ein Tumor wurde als negaitv
beurteilt, wenn ein Verlust von mehr als 50 Prozent in einer der Kategorien 0 oder 1+
verzeichnet wurde. Die Werte der beiden Kategorien wurden hierzu nicht addiert,

sondern einzeln betrachtet.
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Patient Wertung MLHI1 (in %) MSH2 (in %)
MLH1 MSH2 3+ 2+ 1+ 0 3+ 2+ 1+ 0

2Bl pos  pos 0 70 0 30 10 50 0 40
2Cl1 pos  pos 80 0 20 0 50 30

2E1 pos  pos 10 90 0 0 90 10

2F1 pos neg 0 80 0 20 0 20 80 0
2B2 neg pos 40 0 0 60 0 70 0 30
2C2 pos pos 80 0 20 0 30 30 40 0
2D2 pos pos 80 0 20 0 60 10 30 0
2E2 pos pos 0 80 20 0 20 80 0 0
2F2 pos pos 0 80 20 0 10 80 10 0
2F3 pos pos 70 30 0 0 60 20 20 0
2D3 pos pos 80 0 20 0 60 20 20 0
2B4 pos pos 10 50 0 40 10 40 50 0
1B1 pos pos 0 50 20 30 0 60 40 0
1C1 neg neg 10 10 0 80 0 20 80
I1D1 pos pos 80 10 10 0 80 20 0
1E1 pos pos 90 10 0 0 90 10

1F1 neg neg 0 0 0 100 0| 20 0l 80
1B3 neg neg 0 20 0 80 0 0 20 80
1C2 neg neg 0 0 20 80 0 0 20 80
2E4 pos  pos 80 20 40 0 80 20

1E2 pos pos 70 30 0 0 90 10

1F2 neg neg 0 0 20 80 0 0 10 90
2D4 pos pos 0 60 40 0 10 50 40 0
1C3 neg neg 0 0 10 90 0 0 10 90
1D3 pos pos 60 40 0 0 40 60 0 0
1E3 pos  pos 70 20 10 0 60 20 20 0
1F3 pos neg 70 30 0 0 0 20 80 0
1B4 pos neg 0 50 40 10 0 40 60 0
1C4 pos  pos 30 40 30 0 20 50 30 0
1D4 pos pos 0 60 40 0 0 50 50 0
1E4 neg neg 0 o] 10 90 0 o] 10] 90
1F4 neg pos 0 40 60 0 10 40 50 0
1B5 neg neg 10 10 80 0 10 30 60 0
1C5 pos  pos 0 60 20 20 40 40 20 0
1D5 pos  pos 60 40 0 0 80 20 0 0
1ES pos  pos 70 10 20 0 60 10 30 0
1F5 neg pos 0 40 0 60 0 60 0 40

Tabelle 17: MLH1- u. MSH2-Expression. Gesamtwertung (wenn in einer der beiden
Kategorien 0 und 1+ein mehr als 50-prozentiger Verlust auftrat wurde ein Tumor als
negativ bewertet (grau hinterlegt)) (gelb hinterlegt: MSI-L; rot hinterlegt MSI-H)
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Die folgenden Abbildungen veranschaulichen diese Daten. Die Abbildung 3a zeigt
eine normale Expression von hMLH1 im Pankreasgewebe in der Immunhistochemie.
In der Abbildung 3b ist ein deutlicher Expressionsverlust von hMLH1 im Kar-
zinomgewebe zu sehen. Beide Aufnahmen wurden mit dem Mikroskop Leica DM IL
und der dazugehorigen Kamera Leica DFC300FX gemacht.
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Abbildung 3: A: Immunhistochemie: normale Expression von hMLHI im Pank-
reasgewebe (Mikroskop Leica DM IL 200-fache Vergroferung; (AK: clone G 168-
728); B: Immunhistochemie: fehlende Expression von hMLHI im Karzinomgewebe
(Mikroskop Leica DM IL 40-fache Vergrofierung, (AK: clone G 168-728)
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3.3 Statistische Auswertung der Korrelation von MSI und anderen Para-

metern
3.3.1 Zusammenhang von MSI und Expression von MLH1 und MSH2

Innerhalb dieses Abschnittes wurden die untersuchten Parameter MSI(0), MSI(1),
MSI(2) sowie die Expressionsverluste von MLH1 und MSH2 zur Uberpriifung einer

moglichen Korrelation untereinander priifstatistisch analysiert.

Diese Parameter sowie die zugehorigen zentralen Daten sind flir die

Gesamtstichprobe in der Tabelle 18 zusammengefasst.

Variable / Parameter Haufigkeit (n von 37) Prozent
MSTI (0) 29 78,38
MSI (1) 6 16,22
MSI (2) 2 5,41
MLH1 Expressionsverlust >50% 11 29,73
MSH2 Expressionsverlust >50% 11 29,73

Tabelle 18: Verteilung untersuchter Gro3en

Zunichst wurde der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von MSI (eine MSI
(MSI(1) / zwei MSI(MSI(2) / MSI gesamt) und einem substanziellen, sprich mehr als
50-prozentigem, Verlust an MLH1- bzw. MSH2-Expression auf Signifikanz (Chi-
Quadrat-Test) getestet (siche Tabelle 19 bis 24).
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MSI MLHI1-Verlust
Statistik Gesamt
(1) nein ja
. Anzahl 25 6 31
nein
Prozent 80,6 % 19,4 % 100,0 %
Anzahl 1 5 6
ja
Prozent 16,7 % 83,3 % 100,0 %
Anzahl 26 11 37
Gesamt
Prozent 70,3 % 29,7 % 100,0 %
Chi-Quadrat: 9,85; p = 0.002 (Exakter Fisher-Test)
Tabelle 19: Zusammenhang zwischen MSI (1) und MLH1-Verlust (> 50%)
MLH1-Verlust
MSI(2) Statistik Gesamt
nein ja
nein Anzahl 26 9 35
Prozent 74,3 % 25,7 % 100,0 %
Anzahl 0 2 2
ja
Prozent ,0 % 100,0 % 100,0 %
Anzahl 26 11 37
Gesamt
Prozent 70,3 % 29,7 % 100,0 %

Chi-Quadrat: 5,00; p = 0.083 (Exakter Fisher-Test) Phi = 0,37

Tabelle 20: Zusammenhang zwischen MSI (2) und MLH1-Verlust (> 50%)
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1\(418)1 MSH2-Verlust
Statistik Gesamt
nein ja
nein Anzahl 24 7 31
Prozent 77,4 % 22,6 % 100,0 %
ja Anzahl 2 4 6
Prozent 33,3% 66,7 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 26 11 37
Prozent 70,3 % 29,7 % 100,0 %
Chi-Quadrat: 4,68; p = 0.050 (Exakter Fisher-Test) Phi = 0,36
Tabelle 21: Zusammenhang zwischen MSI (1) und MSH2-Verlust (> 50%)
MSI MSH2-Verlust
@) Statistik - - Gesamt
nein ja

nein Anzahl 26 9 35
Prozent 74,3 % 25,7 % 100,0 %
ja Anzahl 0 2 2
Prozent 0 % 100,0 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 26 11 37
Prozent 70,3 % 29,7 % 100,0 %

Chi-Quadrat: 5,00; p = 0.083 (Exakter Fisher-Test) Phi = 0,37

Tabelle 22: Zusammenhang zwischen MSI (2) und MSH2-Verlust (> 50%)

Bei den fiinf untersuchten Markern ging somit das Auftreten eines einzelnen MSI-
Ereignisses (MSI(1)) gegeniiber der Bedingung MSI (0) mit einer sehr signifikant
grofleren Anzahl von MLH1-Expressionsverlusten (83,3 % versus 19,4 %; p = 0.002)
sowie einem signifikanten Expressionsverlust von hMSH2 (66,7%, p = 0,05) einher

(siehe Tabellen 19 und 20).
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Mit dem Auftreten von MSI(2) stand ein nicht signifikanter vollstindiger MLH1-
und MSH2-Verlust in Zusammenhang (100 %; p = 0.083) (siche Tabellen 21 und
22).

In einem weiteren Analyseschritt wurden die Unterschiede zwischen den Bed-
ingungen ,,MSI ja" (MSI(1), MSI(2) versus ,,MSI nein*“ (MSI(0)) hinsichtlich der

exakten prozentualen Expressionsverluste (MLH1, MSH2) auf Signifikanz gepriift
(Tabelle 23 bis 24).

Sy TR Expression
Vergleich MLHI MSH2
Mann-Whitney-U 25,50 22,00
MSI(1)
VS. V4 -2,97 -3,12
MSI(0)
Signifikanz 0,003** 0,002%*
Mann-Whitney-U 0,50 6,00
MSI(2)
VS. V4 -2,47 -2,08
MSI(0)
Signifikanz 0,013* 0,038%*

Tabelle 23: Mann-Whitney-U-Test auf Expressionsunterschied zwischen ,,MSI ja*
und ,,MSI nein"
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MSI-nein MSI-ja
Expression Statistik MSI (0) MSI (1) | MSI (2)
Mittelwert 17,93 71,67 95,00
Standardabweichung 27,44 18,35 7,07
Median 0,00 80,00 95,00
MLH1 Quartilabstand 40,00 20,00 10,00
Minimum 0 40 90
Maximum 80 90 100
Giiltige N 29 6 2
Mittelwert 18,28 71,67 85,00
Standardabweichung 27,53 25,63 7,07
Median 0,00 85,00 85,00
MSH2 Quartilabstand 30,00 40,00 10,00
Minimum 0 30 80
Maximum 80 90 90
Giiltige N 29 6 2

Tabelle 24: Deskriptive Statistiken zu dem Mann-Whitney-U-Test zu unterschiedli-
chem Expressionsverlust auf ,,MSI ja" versus ,,MSI nein" (bezogen auf Tabelle 20)

Hier traten zusammenfassend bei allen drei Vergleichen signifikante bis hoch signif-

ikante Differenzen des Expressionsverlustes auf, wobei ,,MSI ja* versus ,,MSI nein*

jeweils mit einem hoheren prozentualen Verlust einhergingen. Diese Feststellungen

galten sowohl beziiglich MLH1 als auch MSH2. Im Einzelnen betrug beziiglich des

arithmetischen Mittelwertes der Prozentwertunterschied zwischen MSI(0) versus
MSI(1) 49 Prozent (MLHI) bzw. 49 Prozent (MSH2), zwischen MSI(0) versus
MSI(2) 68 Prozent (MLH1) bzw. 58 Prozent (MSH2). Die hochste durchschnittliche

Verlustrate der Expression von MLH1 und auch MSH2 wurde bei dem Vorkommen

von MSI(2) (MLH1: 95 Prozent, MSH2: 85 Prozent) beobachtet.
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3.3.2 Zusammenhang von MSI und Ploidie-Status

Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen ,,MSI ja*“ (MSI(1), MSI(2) und
jeweils einem spezifischen Ploidiestatus (diploid, triploid, hypertetraploid)
analysiert. Diesbeziiglich wurden sdmtliche Variablenkombinationen berechnet. Im
Folgenden werden aber ausschlieBlich die signifikanten Ergebnisse tabellarisch

dargestellt (Tabelle 25 und 26).

I\fls)l el
Statistik Gesamt
nein ja
nein Anzahl 12 19 31
Prozent 38,7 % 61,3 % 100,0 %
ja Anzahl 6 0 6
Prozent 100,0 % 0% 100,0 %
Gesamt Anzahl 18 19 37
Prozent 48,6 % 51,4 % 100,0 %
Chi-Quadrat: 7,56; p = 0.008 (Exakter Fisher-Test) Phi = -0,40
Tabelle 25: Zusammenhang zwischen MSI(1) und Ploidiestatus diploid
(gx:rit) diploid
Statistik Gesamt
nein ja

nein Anzahl 11 18 29
Prozent 37,9 % 62,1 % 100,0 %
ja Anzahl 6 2 8
Prozent 75 % 25 % 100,0 %
Gesamt Anzahl 18 19 37
Prozent 48,6 % 51,4 % 100,0 %

Chi-Quadrat: 6,17; p = 0.019 (Exakter Fisher-Test) Phi = -0,41

Tabelle 26: Zusammenhang zwischen MSI(2) und Ploidiestatus diploid
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Zwei (100 %) der MSI(2)-Tumoren zeigten einen diploiden Chromosomensatz (Ta-
belle 6). Grundsitzlich findet sich jeweils ein hoherer Prozentanteil von Tumoren mit
diploidem Zellstatus bei den MSS-Tumoren (eine MSI: 0 % (MSI) vs. 61,3 % (keine
MSI); MSI generell/gesamt: 25 % (MSI) vs. 62,1 % (keine MSI)), (siche Tabelle 26).

3.4 Zusitzliche Analysen

Als zusitzliche, sekunddre Analysen wurden insbesondere die Zusammenhénge (a)
zwischen MSI und LOH, (b) zwischen LOH und Ploidiestatus sowie (c) zwischen
LOH und MLHI1- bzw. MSH2-Expressionsverlust nach Fishers exaktem Test

berechnet, woraus kein signifikantes Ergebnis resultierte.
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3.5 Fallbeschreibung der MSI-Fille

Von den 37 vollstindig untersuchten Patienten mit gesichertem duktalen Adenokar-
zinom des Pankreas wiesen nur zwei Fille eine MSI-H (mindestens zwei von fiinf

Markern MSI) auf.

Dabei handelte es sich zum einen um eine damals 54-jdhrige Patientin (1F1) mit
einem Tumor nach TNM-Klassifikation: pT3, pN1, pMO0, pG3. Bei der Untersuchung
der Ploidie mittels chromogener in situ Hybridisierung wies der Tumor einen diploi-
den Chromosomensatz auf. Die Léngenverdnderungen waren bei den Markern
D17S250 und BAT25 zu finden (siche Abbildungen 4 und 5). Nach zunichst primar
kurativer Therapie mit RO-Resektion erlitt die Patientin im weiteren Krankheitsver-

lauf ein Tumorrezidiv und verstarb elf Monate nach Priméreingriff.

Des Weiteren handelte es sich um einen ménnlichen 60-jdhrigen Patienten (1E4) mit

einem Tumor nach TNM-Klassifikation: pT2, pN1, pMO, pG2.

Die Langenverdnderungen waren an den Mikrosatelliten-Markern BAT26 und eben-
falls D17S250 zu finden (sieche Abbildungen 6 und 7). Bei der Untersuchung des
Ploidiestatus fand sich auch hier ein diploider Chromosomensatz. Der Mann iiber-

lebte 23 Monate postoperativ.

In den folgenden Abbildungen sind die jeweiligen Elektropherogramme der
entsprechenden Patienten zusammen mit einer mikrosatellitenstabilen (MSS-)

Kontrolle dargestellt.

Die Abbildungen 4A, 5A, 6A und 7A zeigen jeweils das Elektropherogramm des
Normalgewebes, die Abbildungen 4B, 5B, 6B und 7B jeweils die des Tumor-
gewebes. Durch die Lingendnderung (Peaks) im Vergleich von Normal- zu Tumor-

gewebe wird eine MSI ersichtlich.
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Abbildung 4: Elektropherogramme des Markers D175250 des Patienten 1F1

Abbildung A: Normalgewebe Abbildung B: Tumorgewebe
A
B

— —— i~ —

Abbildung 5: Elektropherogramme des Markers BAT25 des Patienten 1F1
Abbildung A: Normalgewebe Abbildung B: Tumorgewebe
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K

Abbildung 6: Elektropherogramm des Markers D175250 des Patienten 1E4

Abbildung A: Normalgewebe Abbildung B: Tumorgewebe
A
e .L_f_u____J_JLA A~ MNen
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Abbildung 7: Elektropherogramm des Markers BAT26 des Patienten 1E4
Abbildung A: Normalgewebe Abbildung B: Tumorgewebe
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4

Diskussion

4.1 Mikrosatelliteninstabilitit im PDAC
4.1.1 Pravalenz einer MSI im PDAC

In der vorliegenden Studie wurde ein bereits auf chromosomale Instabilitdt vorunter-
suchtes Patientenkollektiv ergédnzend auf MSI analysiert. Dabei sollte auch die Frage
beantwortet werden, ob eine Korrelation zwischen der MSI und dem Ploidie-Status
der Tumore besteht. Es wurde ferner die Proteinexpression der Reparaturgene
hMLHI1 und hMSH?2 analysiert, um eine mdgliche Korrelation zum Auftreten einer

MSI zu untersuchen.

Das Patientenkollektiv der vorliegenden Studie ist als typisch zu bezeichnen. Be-
sondere Merkmale eines solchen typischen Kollektivs sind die Ausgewogenheit der
Pravalenz zwischen den Geschlechtern, die Altersklassenverteilung zwischen 50 und
59 Jahren bzw. 60 und 69 Jahren und ein mittelgradiger Tumordifferenzierungsgrad
(G2) nach TNM-Klassifikation (Maple et al. 2005, Nakata et al. 2002a, Goggins et
al. 1998b, Yamamoto et al. 2001, Ghimenti et al. 1999).

In der vorliegenden Studie wiesen nur zwei (5 %) (1F1, 1E4) von 37 untersuchten
Patienten mit duktalem Adenokarzinom des Pankreas eine Lingenverdnderung an
mehr als einem von uns untersuchten Markern auf und zeigten hier das typische Bild
in der Immunhistochemie mit Expressionsverlust der DNA-Reparaturenzyme MLH1
und MSH2 (siehe Abbildung 3 b). Diese beiden Félle waren also entsprechend den
HNPCC-Bethesda-Kriterien als MSI-H zu klassifizieren. Weitere sechs Fille zeigten
eine Langeninderung an nur einem Marker und sind demnach als MSI-L zu bezeich-

nen.

Ein Vergleich mit Literaturdaten ergibt heterogene Ergebnisse hinsichtlich der
Privalenz einer MSI in Pankreaskarzinomen. Einerseits sind bisher nur wenige
Studien zur Priifung auf eine MSI an duktalen Adenomkarzinomen des Pankreas
durchgefiihrt worden. In diesen Studien wiederum variiert der Prozentsatz einer MSI
zwischen drei und 50 Prozent. Goggins et al. (1998b) berichteten von einer Privalenz
von 3,7 Prozent (3/82). Ouyang et al. (1998) zeigten Daten mit einer angegebenen
Priavalenz von 15 Prozent (9/60) einer MSI.
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Wilentz et al. (2000) fanden unter Verwendung der Mononukleotidmarker BAT25
und BAT26 in 77 sporadischen Adenokarzinomen keinen MSI-positiven Fall (0/77),
dagegen bei 13 medulliren Karzinomen einen MSI-Fall (7 %). 2001 fanden Yama-
moto et al. eine Prévalenz von 13 Prozent MSI-H-Fillen (13/100) und 13 Prozent
MSI-L-Féllen in sporadischen Pankreaskarzinomen und 100 Prozent (3/3) in
HNPCC-Pankreaskarzinomen. Die Studie von Nakata et al. (2002a) gab 17,4 Prozent
(8/46) MSI-positive Karzinome an, die Studie von Amosenko et al. (2009) ermittelte
neun Prozent MSI in den untersuchten PDAC. Tabelle 27 stellt eine Ubersicht der
Studien und deren Ergebnisse auf. Teilweise wurden in den Studien parallel Kollek-

tive mit gesichertem HNPCC untersucht; eine entsprechende Aufstellung ist der Ta-

belle zu entnehmen

Karzinom Anzahl Privalenz
Patienten MSI-H MMR-Defekt
(Yom)
Seymour et nicht durchge-  nicht unter-
al (USA) 1994 PDAC 27 0 (0/27) fiihrt sucht
Bretnall et nicht durchge-  nicht unter-
al (USA) 1995 PDAC 8 50 (4/8) fiihrt sucht
Ouyang et nicht durchge-  nicht unter-
(@) 1998 PDAC 60 15 (9/60) fiihrt ik
Goggins et nicht durchge- S
al (USA) 1998 PDAC 82 2,4 (2/82) fiihrt diploid
Ghimenti et nicht- . nicht unter-
al (Italien) e selektiert el U (@) AT sucht
. Medullares .
Wilentzet 550, pankreas- 13 s (1/13) MLHI/MSH2 ~ Mchtunter-
al. (USA) . sucht
karzinom
Y;‘:f‘:‘;g“’ 001 PPAC 100 13 (13/100) MLHI/MSH2/  nicht unter-
HNPCC 100 (3/3) MSH3 sucht
pan)
Nakata et al nicht durchge-  nicht unter-
(@) 2002a PDAC 46 17,4 (8/46) fiihrt <ucht
Maple et al (2/35) nicht unter-
(USA) 2005 PDAC 35 MLH1/MSH2 okt

Tabelle 27: Ubersicht der bisher durchgefiihrten Studien zur Mikrosatelliteninstabili-
tit beim Pankreaskarzinom
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4.1.2 Zusammenhang zwischen MSI-Status und MMR-System

Die Zahl der Gene, die in Pankreastumoren von Mutationen betroffen sind, ist nach
den Ergebnissen jiingster Studien weitaus hoher als bisher angenommen (Jones et al.
2008; Vincent et al. 2011; Wang et al. 2012). AuBler den Leitgenen KRAS,
pl6INK4A/CDKN2A, p53, BRCA2, PRSS1, STK11 und SMAD4/DPC4 wurden in
den letzten Jahren zahlreiche weitere von Mutationen betroffene Gene identifiziert
(Mehigan et al. 2006; Koorstra et al. 2008; Jones et al. 2008; Vincent et al. 2011;
Wang et al. 2012). Wang et al. (2012) nennen in ihrer Analyse von 15 PDAC 56
Gene, die in mehr als zwei Zelllinien Mutationen aufweisen, davon 41 Gene, die
bisher nicht beschrieben wurden. Jones et al. (2008) berichten von mindestens zwolf
beeintrachtigten Signaltransduktionswegen, die bei 67 Prozent der von ihnen unter-
suchten Pankreaskarzinome gefunden wurden. Hypermethylierungen scheinen nach
derzeitigem Stand der Kenntnis eine hiufige Ursache einer verminderten Genexpres-
sion zu sein, wobei etwa ein Drittel die Promotorregionen betrifft. In den letzten Jah-
ren wurden von der Arbeitsgruppe Goggins dazu umfangreiche Untersuchungen
vorgenommen. Vincent et al. (2011) fanden Hypermethylierungen in 44 Genen und
in mehr als 70 Prozent der untersuchten Pankreaskarzinome. Besondere Relevanz
haben in diesem Zusammenhang die Reparaturgene des MMR-Systems. Interessant
wire es also, das vorliegende Patientenkollektiv ebenfalls auf Hypermethylierungen
zu untersuchen und eine entsprechende Korrelation zu den vorhandenen Daten der

MMR-Defekte zu finden.

Im Jahr 2011 wurde eine Studie verdffentlicht, welche die Korrelation von MMR-
Defekten, insbesondere hMLH1- und hMSH2-Mutationen, und Uberlebensprognose
beim Pankreaskarzinom beschreibt (Dong et al. 2011). Dieser Zusammenhang wurde
bereits von Yamamoto et al. (1998) angesprochen. In Tumorzellen ist die Apoptose
infolge massiver Dysregulationen, so beispielsweise durch Mutationen an p53, bee-
intrachtigt. P53, eines der gatekeeper-Gene, reguliert im gesunden Organismus di-
verse Apoptose-Gene. Infolge dieser Dysregulationen in Tumorzellen, wobei das
Auslosen des progammierten Zelltods gestort ist, kann ungehindertes Zellwachstum

die Tumorprogression fordern (Vousden et al. 2005).

Nach heutigem Erkenntnisstand hat das MMR-System nicht nur Reparatur-, sondern

auch Schutzfunktion und ist zudem in der Lage, indirekt die Apoptose zu regulieren
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(Yanamadala et al. 2003). Es wird beschrieben, dass iiber die Expression der Proteine

des MMR-Systems auch die RNA-Transkription beeinflusst werden kann.

So kann beispielsweise iiber die Aktivierung von MLH1 oder MSH2, welche
Zielgene von p53 darstellen, der durch p53 induzierte Apoptose-Mechanismus wied-
er aktiviert werden (Yanamadala et al. 2003; Schuler et al. 2005). Die Mechanismen

werden derzeit kontrovers diskutiert und sind noch nicht komplett verstanden.

MLH1 ist entscheidend an der Koordination des Fehlererkennungs-Dimers aus
MSH2 und MSH3/MSH6 mit Reparaturenzymen wie Exonukleasen und Polymer-
asen beteiligt (Peltomdki 2001). Das Silencing von hMLHI ist in erster Linie auf
biallele Methylierung der Promotorregion zuriickzufiihren: dies ergaben zahlreiche
Studien an unterschiedlichen sporadischen Karzinomen, von denen hier nur eine
Auswahl genannt werden soll (Thibodeau et al. 1998 (kolorektal); Veigl et al. 1998;
Fleisher et al. 2001 (gastrointestinale Tumore); Yamamoto et al. 2001a (Pankreas);
Miyakura et al. 2003 (kolorektal); Omura et al. 2008 (Pankreas, siche Vincent et al.
2011); Pointer et al. 2008 (kolorektal); Vincent et al. 2011 (Pankreas)). Gargiulo et
al. berichten in ihrer Publikation aus dem Jahr 2009 von vier Pankreaskarzinom-
Patienten (2,1 %), die Mutationen der Gene MLH1 und MSH2 aufwiesen. Wang et
al. (2012) sehen in ihrer Arbeit Mutationen von hMLHI als wesentlichen Ausloser
der MSI bei PDAC an. In der vorliegenden Studie wurde eine Keimbahnanalyse der
MMR-Gene nicht durchgefiihrt und somit kann dies als Ursache weder bestétigt noch

ausgeschlossen werden.

Auch zur Expression der MMR-Proteine in Zusammenhang mit einer MSI zeigt sich
die Studienlage heterogen. Eine Analyse von insgesamt vier MSI-Karzinomen ergab
vollstindig unterdriickte MLH1-Expression in allen Fillen (Goggins et al. 1998b;
Wilentz et al. 2000). Yamamoto et al. (2001) fanden in 46 Prozent der pankrea-
tischen MSI-H-Tumoren eine Mutation (Promotormethylierung) des hMLH1-Gens,
wobei in den Tumoren mit methylierten Genen eine nahezu vollstindige Un-
terdriickung der Proteinexpression resultierte. In allen MSI-H-Tumoren war die
MLH1-Expression reduziert. Tomaszewska et al. (2003) dagegen berichten von voll-
staindiger hMLH1- und hMSH2-Expression in allen von ihnen untersuchten PDAC-

Fillen, wobei iiber eine mogliche MSI hier keine Aussage getroffen wird.

Ein Zusammenhang zum Phénotyp wird in Studien zu IPMC (intraductal papillary-
mucinous carcinoma) vermutet: Hier wurden nur zehn Prozent MSI-H und 13 Pro-
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zent MSI-L bei geringen bis keinen Expressionsverlusten von hMLH1 und hMSH2
gefunden (Nakata et al. 2002b; Liittges et al. 2003).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene hMLH1 und hMSH2 zeigten in
jeweils elf der 37 Tumoren eine verringerte Proteinexpression. 83,3 Prozent (n = 5)
der MSI(1)-Tumoren und 100 Prozent der MSI(2)-Tumoren wiesen einen Expres-
sionsverlust an hMLH1 von mehr als 50 Prozent auf. 66,2 Prozent (n = 4) der
MSI(1)-Tumoren und 100 Prozent der MSI(2)-Tumoren zeigten einen Expres-
sionsverlust an hMSH2 von mehr als 50 Prozent. Das heilit, die vorliegende Arbeit
bestétigt die bisherigen Ergebnisse, dass MSI-H in erster Linie mit einem Expres-
sionsverlust von hMLH1 einhergeht (Thibodeau et al. 1998; Kondo et al. 2000;
Yamamoto et al. 2001, House et al. 2003), wobei die Steigerung des Expressionsver-

lustes mit erhohter Rate an MSI signifikant ist.

4.1.3 Zusammenhang zwischen LOH und MSI

Verluste der Heterozygotie (LOH) zdhlen zu den entscheidenden Ereignissen in ma-
lignen Tumoren. Gemall der so genannten ,, Two-Hit“-Theorie miissen bei spora-
dischen Tumoren beide Allele zur Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens verdn-
dert sein, was tlber verschiedene Abfolgereaktionen geschehen kann. So kann
beispielsweise die biallele Inaktivierung durch eine homozygote Deletion erfolgen
oder iiber eine ererbte (Punktmutation) und eine erworbene Inaktivierung eine Dele-

tion zustande kommen (Fearon 1997; Sugio et al. 1997).

Rozenblum et al. (1997) analysierten in fast allen untersuchten Pankreaskarzinomen
eine biallele Mutation in p53 aus einer Kombination einer intragenetischen
Punktmutation des einen Allels mit einem chromosomalen Verlust (LOH) des an-
deren Allels als Folge. LOH kennzeichnen die Tumorentwicklung {iber chromoso-
male Instabilitdt und wurden auch in PDAC gefunden (Seymour et al. 1994; Hahn et
al. 1995; Rozenblum et al. 1997; Yamano et al. 2000). Yamano et al. (2000) fanden
in allen zehn untersuchten invasiven Tumoren des PDAC einen LOH in mindestens
einem Gen/Chromosomenabschnitt; dabei befanden sich die meisten chromosomalen
Verluste in Chromosom 3, welches diverse fiir die Kanzerogenese verantwortliche
Gene enthélt (Yamano et al. 2000; Wang et al. 2012). Amosenko et al. (2009) fanden
LOH in 80 Prozent der untersuchten PDAC, Funel et al. (2011) in 71,4 Prozent der

untersuchten PDAC. Wang et al. (2012) ermittelten einen signifikanten Zusammen-
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hang zwischen Allelverlusten in MLH1 und somatischen indel-Mutationen (kombi-
nierte Insertion/Deletion-Mutationen). Fujiwara et al. (1998) fanden eine inverse
Relation zwischen LOH und MSI. Im Falle von kolorektalen Karzinomen ermittelten
Matsuzaki et al. (2005) in 21,4 Prozent der untersuchten MSI-Félle auch gleichzeitig
einen LOH. Miiller et al. (2009) beschrieben bei HNPCC einen von 28 MSI-H-Féllen
kombiniert mit hMLH1-Mutation und LOH. Die Korrelation von LOH und MSI in
Pankreaskarzinomen ist kaum untersucht und scheint nach neueren Erkenntnissen
eher in Karzinomformen mit gilinstiger Prognose vorzuliegen. Abraham et al. (2002)
beispielsweise fanden das gleichzeitige Auftreten von heterozygoten Allelverlusten
und MSI bei azindren Pankreaskarzinomen. Interessant ist in diesem Zusammenhang
der hohe Anteil an MSI-H, der bei Insulinomen, einer Form von endokrinen Pank-
reastumoren, gefunden wurde und mit einem Expressionsverlust von MLH1 sowie
einem hohen Anteil an LOH korreliert (Mei et al. 2009). Wang et al. (2012) sahen
keinen Zusammenhang zwischen MSI und LOH in den von ihnen untersuchten

PDAC.

Auch in der vorliegenden Arbeit zeigten die MSI-H-Tumoren keine Allelverluste bei
den untersuchten informativen Markern. Wéahrend LOH ein hiufiges Ereignis in der
vorliegenden Studie war (21 LOH), wurde es nur viermal in Kombination mit einem
MSI-L analysiert (sieche Tabelle 15). Bei den beiden MSI-H-Fillen gab es keine Kor-
relation zu LOH.

4.1.4 Zusammenhang zwischen MSI und Ploidie-Status

Es ist bekannt, dass Pankreaskarzinome zu den chromosomal instabilen Tumoren mit
ausgeprigter Aneuploidie gehdren, wobei sowohl Verluste als auch Zugewinne ge-
netischen Materials gefunden wurden (Griffin et al. 1995; Harada et al. 2002; Mos-
kovitz et al. 2003; Baumgart et al. 2010, Stoecklein et al. 2004). Jedoch scheint es
eine Gruppe von PDAC zu geben, welche einen diploiden oder zumindest {iberwieg-
end diploiden Chromosomensatz aufweisen. Interessanterweise war dies mit einer
guten Prognose verbunden, d.h. diese Tumoren scheinen einen weniger aggressiven
Phinotyp aufzuweisen (Stoecklein et al 2004). Es stellte sich nun die Frage, ob die
als iiberwiegend diploid diagnostizierten PDAC mit einer MSI korreliert sind. Bei
kolorektalen Karzinomen ermittelten beispielsweise Thibodeau et al. (1998) an

einem Kollektiv von kolorektalen Karzinomen in 55 Prozent der MSI-H-Fille und in
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35 Prozent der MSI-L-Fille eine Diploidie. Einige Studien zu kolorektalen Tumoren
berichten von MSS-Tumoren, die diploides Muster zeigen und mit einer besonderen
Tendenz zur Metastasierung einhergehen (Camps et al. 2006; Hawkins et al. 2001;
Banerjea et al. 2009). Uber die Hiufigkeit einer MSI beim Pankreaskarzinom, den
Zusammenhang zwischen einer MSI und dem Ploidiestatus sowie ihrer Bedeutung ist
bisher nur sehr wenig bekannt. Goggins et al. (1998) und Yamamoto et al. (2001)
haben zusitzlich zur Mikrosatellitenanalyse eine in situ-Hybridisierung zur Analyse
des Ploidiestatus durchgefiihrt und fanden hierbei im Falle einer Mikrosatelliten-
instabilitdt (MSI) einen diploiden Chromosomensatz. In der vorliegenden Studie
konnte solch eine Korrelation von MSI mit diploidem Chromosomensatz nicht ge-
funden werden. Jedoch wiesen die beiden MSI-H-Félle einen diploiden Chromo-
somensatz auf. Betrachtet man MSI-L (MSI(1)) isoliert, so fand sich dort kein MSI-
L-Tumor mit diploidem Chromosomensatz (siche Tabelle 25 und Tabelle 6).Es muss
jedoch festgehalten werden, dass statistisch valide Aussagen bei diesen geringen
Zahlen schwierig sind. Anhand der vorliegenden Daten kann jedoch ausgesagt
werden, dass MSI auch bei aneuploiden Tumoren zu beobachten sind und somit beim
PDAC oftensichtlich Mischformen der genetischen Instabilitit (CIN und MSI)

vorkommen.

4.1.5 Diskussion der beiden MSI-high Fille

In der vorliegenden Studie wurden bei den 37 untersuchten PDAC zwei Tumoren
identifiziert, die eine Lingenverdnderung an mehr als einem Marker aufwiesen und
somit als MSI-H klassifiziert werden konnen. Bei dem Tumor 1F1 kam es zu einer
Langenverdnderung der Marker D17S250 und BAT25. Bei dem PDAC-Fall 1E4 zu
einer Langenverdnderung des Markers BAT26 und des Markers D17S250. Inter-
essanterweise fand sich in beiden Fillen ein Expressionsverlust der beiden unter-
suchten MMR-Proteine hMLH1 als auch hMSH2. Insgesamt wiren diese PDAC
daher nach HNPCC-Bethesda-Standardprotokoll eindeutig als MSI-H zu klassi-
fizieren. Interessant ist dabei, dass der gleichzeitige Ausfall von zwei oder mehreren
MMR-Proteinen auch bei HNPCC selten ist (Miiller et al. 2009; Kaur et al. 2011).
Auch bei HNPCC-Patienten geht mit MSI-H besonders hdufig ein Expressionsausfall
von MLH1 oder MSH2 einher. In beiden hier dargelegten MSI-H PDAC Fillen zeig-

te sich ein Karzinom mit invasivem Tumorwachstum (siche Tabelle 6). Beide Fille
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zeigten diploiden Chromosomensatz, was im Widerspruch zum histopathologischen
Bild stehen konnte (Tomaszewska et al. 2003). Ungeachtet der histopathologisch
schlechten Prognose gibt es Studien, in denen gerade diese MSI-positive Fille einen
Uberlebensvorteil gegeniiber Patienten ohne MSI haben (Yamamoto et al. 2001a;
Nakata et al. 2002a). In unserer Untersuchung ist ein derartiger Zusammenhang
aufgrund der geringen Anzahl der MSI-positiven Félle im untersuchten Patienten-

kollektiv nicht aufzustellen.

4.2 Analyse der Mikrosatelliteninstabilitit beim Pankreaskarzinom
4.2.1 Problematik der Auswahl der MSI Marker

In der vorliegenden Studie wurden die Proben nach dem HNPCC-Standardprotokoll
auf MSI untersucht, welches die Dinukleotidmarker D2S123, D17S250, D5S346 und
die Mononukleotidmarker BAT25 und BAT26 enthélt. Vier MSI-Félle wurden
jeweils mit BAT25 bzw. D17S250 erkannt, einer mit BAT26. Unsere Ergebnisse
liegen mit 21,6 Prozent bzw. fiinf Prozent MSI-H innerhalb der bisher publizierten
Analysedaten. In den Studien von Brentnall et al. (1995) sowie Seymour et al. 1994,
Ghimenti et al.1999, Nakata et al. 2002a, die ausschlie8lich Dinukleotidmarker ein-
setzten, bewegte sich die Pravalenz zwischen null und 50 Prozent. Yamamoto et al.
dokumentieren in ihrer Studie (2001a) eine Prévalenz des MSI-Genotyps im Adeno-
karzinom des Pankreas von 13 Prozent bei der Verwendung von Dinukleotidmarkern
und der Mononukleotidmarker BAT25 und BAT26. In der Studie von Nakata et al.
2002a (17,4 % MSI) wurden weitere ergdnzende Marker eingesetzt (D3S1611,
D5S346, D7S501, NM23, TP53-Penta, TP-Dint und D18S35). Brentnall et al. (1995)
analysierten mit D2S123, D2S136, D3S1067, D5S107, D6S87, D8S255, D10SI197,
D11S904, D17S261, D17S361, D17S787 und D18S34.

Eine Ursache fiir die Spannweite der Pravalenz des MSI-Genotyps kann in der hohen
Zahl an Mikrosatelliten-Loci im menschlichen Genom begriindet liegen (Nakata et
al. 2002) Dinukleotidmarker weisen eine hohe Polymorphie auf und sind deshalb
eher fiir die vergleichende Untersuchung innerhalb einer ethnischen Gruppe
(Kaukasier, Asiaten) geeignet. Demgegeniiber liegt insbesondere der Marker BAT26,
eine Poly(A)-Sequenz mit 26 Wiederholungen, in der Regel monomorph mit nur

geringen interindividuellen Langendifferenzen vor, sodass DNA-Fehlreplikationen,
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auch bei Kohorten unterschiedlicher ethnischer Herkunft, sicher erkannt werden
konnen (Parsons et al. 1995; Hoang et al. 1997; Samowitz et al. 1999). BAT26 eignet
sich besonders gut, da es im Intron 5 innerhalb von hMSH2 liegt (Parsons et al.
1995; Samowitz et al. 1999). Der Nachweis von Léngenverdnderungen erfolgt
gemdl unterschiedlichen Studien mit Mononukleotidmarkern wie BAT25, BAT26
oder BAT40 mit hoher Zuverléssigkeit (Aaltonen et al. 1993; Thibodeau et al. 1993;
Ionov et al. 1993; Hoang et al. 1997; Brennetot et al. 2005; Berginc et al. 2009;
Sereide et al. 2011). Es ist kritisch zu hinterfragen, ob das Bethesda-Protokoll als
Standardprotokoll auch fiir Pankreaskarzinome geeignet ist. Dieses Protokoll gilt
nicht spezifisch fiir das Pankreaskarzinom, sondern fiir das HNPCC. Hier konnte ein
Grund fiir die in unserer Studie vorliegende geringe Anzahl der MSI-Félle im unter-
suchten Patientenkollektiv liegen. Die bisherigen Studien mit unterschiedlichen
Pravalenzen von MSI von null bis 50 Prozent sind aufgrund der Verwendung unter-
schiedlicher Marker und Studienprotokolle deshalb nur unter Vorbehalt miteinander
zu vergleichen (siehe Tablle 27). Umso wichtiger ist es, fiir zukiinftige Studien ein
entsprechend einheitliches Studienprotokoll mit den ausgewiesenen Markern zu
erstellen, um die Ergebnisse vergleichen und mogliche therapeutische Konsequenzen
ableiten zu konnen (Hadziavdi¢ et al. 2008). Um die Daten der hier vorliegenden
Studie mit fritheren Ergebnissen zu vergleichen, wire es sinnvoll, das Patienten-
kollektiv beziiglich der Rate an MSI mit den eben erwéhnten zusétzlichen Markern

zu untersuchen.
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4.2.2 Mogliche Ursachen und Zusammenhinge der Mikrosatelliteninstabilitat

beim Pankreaskarzinom

Genetische Defekte sind nach heutigen Erkenntnissen die entscheidende Ursache fiir
die Krebsentstehung. Aus genetischer Sicht ist zu unterscheiden zwischen spora-
dischen und hereditdren Karzinomen. Die Adenom-Karzinom-Sequenz somatischer
Zellen bei sporadischen Karzinomen mit mutagener Inaktivierung von Tumorsu-
pressorgenen und Aktivierung von Onkogenen und einer weiteren Mutationskaskade
ist einer der Wege der Onkogenese. Keimbahnmutationen und Defekte im MMR-
System als Ausloser von hereditdren Pradispositionssyndromen und daraus folgend
weitere somatische Mutationen (so genannte Mutationsakkumulation) ist ein weiterer

Weg der Tumorgenese.

Chromosomale oder genetische Instabilitidt der Zellen begiinstigen die weitere Pro-
gression und Invasivitit des Tumors. Wihrend die Genese hereditirer Tumoren
bereits gut verstanden ist, stellen sich zu sporadischen Tumoren noch zahlreiche of-
fene Fragen (Camps et al. 2006; Imai et al. 2008; Wang et al. 2012). Neuere Unter-
suchungen an kolorektalen Karzinomen bestétigten, dass es sich bei der Genese um
einen komplexen Vorgang handelt, der durch Heterogenitdt der genetischen Verén-
derungen gekennzeichnet ist (Fujiwara et al. 1998; Miyamoto et al. 2007). Einerseits
werden Tumoren heute nach dem so genannten MSI-Pfad (z. B. das HNPCC) oder
dem CIN-Pfad unterschieden (Imai et al. 2008), andererseits konnen auch beide
Manifestationen der Instabilitit, sowohl chromosomale (CIN) als auch genetische
(MSI) Defekte, parallel vorliegen (Camps et al. 2006; Wang et al. 2012). Die
Zusammenhinge der Tumorgenese sind zu komplex, um Abgrenzungen vornehmen
zu konnen. Im Falle des Pankreaskarzinoms scheint der morphologische Typ Hin-
weise darauf zu geben (Brentnall et al. 1995; Goggins et al. 1998b; Thibodeau et al.
1998; Wilentz et al. 2000; Yamamoto et al. 2001a). Da bisher insgesamt zu wenig
vergleichende Daten verfiigbar sind, konnen die Ergebnisse bisher nur allgemein als
Aussage zusammengefasst werden, dass eine MSI auch beim Pankreaskarzinom

auftritt und moglicherweise mit einer besseren Prognose einhergeht.

Das familidre Pankreaskarzinom, die hereditdre Pankreatitis und das HNPCC sind
gesicherte Prédispositionssyndrome, die das Risiko der Entwicklung eines Pank-
reaskarzinoms erhdhen (Klein et al. 2013). Aufgrund der in Kapitel 4.1 dargelegten

internationalen Studienlage gibt es Grund zu der Annahme, dass Tumorformen mit
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guter Prognose (IPMC, azinéres Pankreaskarzinom) und endokrine Tumoren wie das
Insulinom hiufiger mit einer MSI einhergehen, maligne invasive, stark differenzierte
Auspragungen dagegen eher selten. Das konnte bedeuten, dass eine MSI, insbe-
sondere MSI-H, ein prognostischer Marker fiir die Ausprigung und Prognose eines
Pankreaskarzinoms sein konnte. Die Studienlage ist insgesamt uneinheitlich.
Beziiglich der giinstigeren Prognose von MSI-Pankreastumoren kann deshalb bisher
nur spekuliert werden. Bei einem defekten MMR-System steigt die Mutationsrate der
MMR-Gene exponentiell an. Eine Ursache der dennoch besseren Prognose derartiger
Karzinome konnte in der Wechselwirkung mit p53 begriindet sein. Es gibt Anlass zu
der Vermutung, dass eine Minderexpression der MMR-Proteine nur selten mit Muta-
tionen an p53 einhergeht; wodurch Apoptose-Mechanismen aktiv bleiben konnen
(Cottu et al. 1996; Nyiraneza et al. 2011). Bisher war auch dazu die Studienlage
kontrovers (Fujiwara et al. 1998; Miiller et al. 2010). Ein weiterer Vorteil konnte
darin liegen, dass MSI-H-Tumoren selten mit chromosomalen Verlusten (LOH) ver-
bunden sind, wie einige wenige Studien bisher bestétigt haben (Watanabe et al. 2001;
Yamamoto et al. 2001b; Matsuzaki et al. 2005; Tsai et al. 2009; Fujiwara et al. 1998;
Melcher et al. 2011; Plaschke et al. 2012).
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5

Fazit und Ausblick

Das Gesamtiiberleben der Patienten von Pankreaskarzinomen hingt signifikant von
den histopathologischen Parametern bzw. dem Stadium nach UICC-Klassifikation ab
(Han et al. 2006). So gelten eine geringe TumorgroBe (< T2), ein negativer
Lymphknotenstatus (NO) und in vielen Studien auch die Tumorfreiheit der Resek-
tionsridnder (RO) als prognostisch anerkannte positive Indikatoren (Han et al.2006;
Jarufe et al. 2004. Westgaard et al. 2008; Ferrone et al. 2012). Da diese Faktoren
hdufig doch unscharf sind, scheinen molekulare Faktoren zur weiteren Klassifizier-
ung und Prognoseabschétzung von besonderem Interesse zu sein. In diesem Zusam-
menhang wurden in dieser Arbeit Untersuchungen beim PDAC zum MSI-Status
durchgefiihrt. Verschiedene Studien gaben Grund zu der Annahme, dass der MSI-H-
Status dhnlich wie bei kolorektalen Karzinomen auch bei Pankreaskarzinomen mit
einer glinstigeren Prognose verbunden ist (Gryfe et al. 2000; Yamamoto et al. 2001a;
Nakata et al. 2002b; Sinicrope et al. 2006; Camps et al. 2006). MSI-H-Tumoren
werden demnach eher bei jlingeren Patienten unter 60 Jahren gefunden, zeigen ger-
inge LOH und gehen mit giinstigerer Uberlebensprognose einher (Gryfe et al. 2000;
Chang et al. 2006). Die hier vorliegenden Daten lassen nun keine endgiiltigen Schlii-
sse zu, ob eine MSI-Analyse eine prognostische Abschitzung erlaubt. Hierfiir war
letztlich das untersuchte Kollektiv zu klein, da sich, wie in eingen Studien zuvor
auch (siche Tabelle 27), gezeigt hat, dass MSI-H bei PDAC sehr selten ist. Die
vorliegenden Daten zeigten aber, dass unabhingig vom Ploidiestatus MSI auch in
schwicher ausgepriagter Form vorkommen kann und dies insgesamt mit ca. 20% kein
seltenes Ergeinis zu sein scheint. Da eine Korrelation von MSI und Protein-
Expression des MMR festgestellt wurde, kann darauf geschlossen werden, dass MSI
bei der Tumorprogression durchaus eine Rolle spielt. Inwieweit dies nur
modullierend oder bestimmend fiir die Progression des PDAC sein konnte, kann ab-
schliessend noch nicht beurteilt werden. Zum einen miissten hierfiir ein groferes
Patientenkollektiv untersucht werden und begleitend dazu zellbiologische Studien
durchgefiihrt werden, die darauf abzielen, die Bedeutung der MMR fiir das Pank-
reaskarzinom zu untersuchen. Hierfiir miissten aber verschiedene PDAC-MSI-
Zellinien oder PDAC-MSI-Xenograft-Modelle etabliert werden. Ein interessanter
Aspekt, der sich aus der festgestellten MSI bei PDAC ergibt, ist die Moglichkeit

einer Vakzinierungstherapie. Durch die Frameshift Mutationen im Leserahmen kann
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es bei der Translation zu so genannten ,,Frameshift-Peptiden* (FSP) kommen, fiir die
gezeigt werden konnte, dass sie gegen kolorektale Tumorzellen anti-tumorale Immu-
nantworten hervorrufen kdnnen (Schwitalle et al. 2008). Dies erkliart zum einen die
bessere Prognose von MSI-positiven kolorektalen Karzinomen. Zum anderen ergibt
sich hieraus ein interressanter Ansatz flir die Therapie (Schwitalle et al. 2008). Sol-
che Ansdtze werden dezeit beim kolorektalen Karzinom tatsdchlich in der Klinik
verfolgt (:http://clinicaltrials.gov/show/NCT01885702; besucht Sep. 2013), wie an
einer aktuelle Phase I/Il Studie der Radboud Universitidt in den Niederlanden zu
erkennen ist. Ob von einem solchen Ansatz auch Patienten mit einem PDAC prof-
itieren konnten ist derzeit vollig unklar. Da jedoch der Mechinsmus hinter dem
Phanomen MSI beim PDAC im Prinzip gleich dem des kolorektalen Karzinoms ist,
kann auch hier mit frameshift Mutationen in Leserahmen der Translation gerechnet
werden und damit auch mit der Enstehung von FSP. Dies konnte durchaus ein span-
nender Ansatz fiir eine individuelle Therapie beim PDAC sein und sollte daher
weiter vefolgt werden. Neue Moglichkeiten in der Hochdurchsatzsequenzierung
bieten in diesem Zusammenhang auch die technische Vorraussetzung, um FSP bei
PDAC nachweisen zu konnen. Es scheint daher vorstellbar, dass eine umfangreiche
genetische Anaylse von Primédrtumoren in der Zukunft fiir eine verbesserte Therapie
von Patienten mit PDAC sorgen konnte. Nicht nur um eine feinere Prog-
noseabschitzung vornehmen zu kénnen, um so adjuvante Therapien Risiko-Patienten

gezielter geben zu kdnnen, sondern auch als direkter therapeutischer Ansatzpunkt.
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