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Zusammenfassung deutsch

I. Zusammenfassung deutsch

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist eine Tumorentitdt mit einer weltweit
hohen Prédvalenz und Inzidenz, das trotz extensiver Forschung mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von nur 7 bis 8 % vergesellschaftet ist. Survivin, ein Mitglied der
Inhibitor-of-Apoptosis-Proteinfamilie, ist an der Regulation des Zellzyklus und des
programmierten Zelltodes beteiligt und bietet sich als mdgliches Ziel fiir eine alternative
Therapie des Pankreaskarzinoms an. Es ist zudem in nahezu allen Tumorarten
tiberexprimiert und kdnnte sich daher als prognostischer Marker eignen. Die Rolle von
Survivin im Pankreaskarzinom wird jedoch weiterhin kontrovers diskutiert. In der
vorliegenden Arbeit wurde daher die Relevanz von Survivin als potenzieller Marker und
Zielstruktur im duktalen Adenokarzinom des Pankreas untersucht.

Die Survivinexpression wurde in verschiedenen Tumorkompartimenten von 236
Patienten mittels Immunhistochemie an Tissue Microarrays analysiert und anhand eines
immunreaktiven Scores quantifiziert. Es wurde hierbei zwischen der nukledren und
zytoplasmatischen Survivinexpression differenziert. AnschlieBend wurde die Expression
mit klinisch-pathologischen Parametern und den Uberlebensdaten der Patienten
korreliert.

Die Ergebnisse zeigten eine signifikant erhohte nukledre und zytoplasmatische
Survivinexpression m Tumorzentrum, der Tumorinvasionsfront, und
Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum angrenzenden Normalgewebe. In der
Analyse mit klinisch-pathologischen Parametern zeigte sich eine signifikante Assoziation
einer hohen Survivinexpression mit dem Tumorstadium, dem Auftreten von
Fernmetastasen und einer Perineuralscheideninvasion.

Ein hohes Lebensalter zum Zeitpunkt der Operation, die Veneninvasion sowie ein
RO-Resektionsstatus waren prognostische Faktoren fiir die kumulative Uberlebensrate
der Patienten in der multivariaten Uberlebensanalyse. In der univariaten
Subgruppenanalyse des Gesamtiiberlebens korrelierte eine hohe zytoplasmatische
Survivinexpression in der Tumorinvasionsfront signifikant mit dem Gesamtiiberleben
aller RO-resezierten Patienten, aller RO-reserzierter Patienten ohne Fernmetastasierung
sowie von Patienten mit einem Pankreasschwanzkarzinom. Eine signifikante Korrelation
mit dem Gesamtiiberleben konnte in der multivariaten Analyse der Subgruppen fiir die
nukledre  Survivinexpression im  Tumorzentrum, in der Subgruppe der

Pankreasschwanzkarzinome ermittelt werden. Die an die Analyse des Gesamtiiberlebens
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anschlieBende differenzierte Betrachtung des krankheitsfreien Uberlebens konnte
hingegen demonstrieren, dass eine hohe nukledre Survivinexpression ein geeigneter
prognostischer Faktor ist. Sowohl die univariate als auch die multivariate Analyse des
krankheitsfreien Uberlebens zeigten eine signifikante Korrelation zwischen einer hohen
nukledren Survivinexpression und einer kiirzeren krankheitsfreien Uberlebensrate.

Diese Ergebnisse unterstreichen eine potenzielle Rolle von Survivin in der
Onkogenese des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas. FEine erhdhte
Survivinexpression deutet hierbei auf ein fortgeschrittenes Tumorstadium und
schlechteres tumorfreies Uberleben der Patienten mit Pankreaskarzinom. Survivin konnte
als Bestandteil einer multimodalen Therapie als Zielstruktur in der Therapie dieses

Karzinoms zukiinftig eine zunehmende Rolle spielen.
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II. Zusammenfassung englisch

The ductal adenocarcinoma of the pancreas is a tumor entity with a globally high
prevalence and incidence and a poor prognosis and low 5-year survival rate despite
continuous research efforts. Survivin, a member of the inhibitor of apoptosis protein
family, is involved in the regulation of the cell cycle and programmed cell death and may
therefore constitute a suitable target for alternative therapies for patients with pancreatic
carcinomas. Moreover, it is overexpressed in most if not all tumor types and may serve
as a prognostic marker. The role of survivin in pancreatic cancer remains controversial.
In the present study, the relevance of survivin as a potential marker and target protein for
the treatment of the ductal adenocarcinoma of the pancreas was therefore investigated.

Survivin expression was analyzed in different tumor compartments of 236 patients
with immunohistochemistry using tissue microarrays and was quantified with an
immunoreactive score. It was differentiated between nuclear and cytoplasmatic survivin
expression. The expression levels were then correlated with clinicopathological
parameters and the patients’ survival rates.

The results show a significant elevation of both nuclear and cytoplasmatic
survivin expression in the tumor center, the tumor invasive front, and in lymph node
metastases compared to the adjacent non-tumorigenic tissue. An analysis of
clinicopathological parameters revealed a significant association between a high survivin
expression and the tumor grade as well as the incidence of distant and perineural
metastases.

The patient’s age at the time of surgery, venous invasion and an RO resection
status were prognostic factors for the cumulative patient survival in the multivariate
survival analysis. A univariate subgroup analysis of overall survival revealed a significant
correlation between a high cytoplasmatic survivin expression in the tumor invasion front
and overall survival of all RO-resected patients, all RO-resected patients without distant
metastases and those with a carcinoma of the pancreas tail. A significant correlation with
overall survival was confirmed in the multivariate subgroup analysis for nuclear survivin
expression in the tumor center only in the subgroup of pancreatic tail carcinoma.

The analysis of the disease-free survival that followed the analysis of overall
survival demonstrated that high levels of nuclear survivin expression is a suitable

prognostic factor. Univariate and multivariate analysis of the disease-free survival
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demonstrated a significant correlation between a high nuclear survivin expression and a
shorter disease-free survival period.

These results corroborate a potential role of survivin in the oncogenesis of the
ductal pancreatic adenocarcinoma. An elevated expression of survivin indicates an
advanced tumor stage and a shorter disease-free survival of patients with pancreatic
cancer. Survivin might play an increasingly important role as a target in multimodal

therapy approaches of this carcinoma.
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III. Abkiirzungsverzeichnis

AlIF Apoptose-induzierender Faktor

AIP aryl hydrocarbon receptor-interacting protein

APAFI apoptotischer Protease-aktivierender Faktor 1

BIR baclovirus IAP Repeat

CAK CDK-activating kinase

CARD Caspase-Rekrutierungsdoméne

CDK cyclin-dependent kinase

CPC chromosomal passenger complex

EGFR epidermal growth factor receptor

FAMMM familidres atypisches multiples Muttermal- und
Melanomsyndrom

HBXIP hepatitis B virus X-interacting protein

IAP Inhibitor of Apoptosis Protein

IBM IAP-binding motif

ILP-2 IAP-like Protein 2

INCENP inneres Centromer-Protein

HNPCC hereditares non-polypdses Kolonkarzinom

MD-CT Multidetector-Computertomografie

MRCP Magnetresonanz-Cholangiopankreatikografie

MRT Magnetresonanztomographie

NAIP neuronal apoptosis inhibitory protein

NF-xB nuclear factor kappa beta

NOD Nukleotid-Bindungs- und Oligomerisierungsdoméne mit

ATPase-Aktivitat

PanIN pankreatische intraepitheliale Neoplasien
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TABI1 TAK1-binding protein

TAK1 tumor growth factor beta activating kinase
TNFR tumor necrosis factor receptor

UBA ubiquitin-associated

UBC ubiquitin-conjugating

UICC Union International Contre Cancer

VEGF vascular endothelial growth factor

XIAP X-linked IAP
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom gilt als eines der aggressivsten Malignome des Menschen mit
einer der schlechtesten Prognosen (5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 8 %) [1]. Auf der
Liste der krebsbedingten Todesursachen steht das Pankreaskarzinom weltweit an vierter
Stelle [2]. Im Jahr 2014 lag die Inzidenz in Deutschland bei 10,4 bis 13,9
Neuerkrankungen pro 100.000 Personen und wird auf etwa 17.000 Patienten pro Jahr
geschétzt [3]. Die Mehrheit der Patienten weist zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein
hoheres Alter auf, mit einem mittleren Erkrankungsalter von 70 Jahren fiir Manner und
76 Jahren fiir Frauen [4], bei etwa gleicher Verteilung von betroffenen Mannern und
Frauen. Eine Diagnose im Alter von unter 40 Jahren ist selten und betrifft nur 5 bis 10 %
aller Fille [5, 6]. Gerade in den frithen Stadien ist ein Pankreaskarzinom haufig
asymptomatisch und wird daher erst spét diagnostiziert, was wiederum die hohe
Sterblichkeitsrate bedingt. Frilhe Metastasierungen werden zu spdt erkannt und
onkologische Resektionen konnen daher nicht mehr zu einem kurativen Therapieerfolg
fiihren [2]. Das kumulative Lebenszeitrisiko, einen Pankreastumor zu entwickeln, liegt

bei 1 %.

1.1.2  Atiologie und Risikofaktoren

Neben demografischen Faktoren gelten Nikotinabusus, Adipositas und ein sedentérer
Lebensstil als gesicherte Risikofaktoren flir das Pankreaskarzinom [5, 7] sowie eine
chronische Pankreatitis [8] und ein bereits lange bestehender Diabetes mellitus [9]. Eine
genetische Komponente wird in etwa 5 bis 10 % aller Félle vermutet, und Studien belegen
ein vermehrtes Auftreten von Pankreaskarzinomen in bestimmten Familien, sodass die
Atiologie eine Einteilung in eine sporadische und eine familifire Form erlauben sollte
[10]. Man spricht von der familidren Form, wenn fiir zwei Verwandte ersten Grades eine
histologisch gesicherte Diagnose vorliegt. Die zugrunde liegenden Gene, die zu einer
erhohten Suszeptibilitit fithren, sind in den meisten Fillen nicht bekannt [11]. Das
Chancenverhéltnis (Odds Ratio) liegt bei einem diagnostizierten Verwandten ersten
Grades bei 2,1 bis 5,3 und einem relativen Risiko von 1,5 bis 1,7 [12, 13]. Das Risiko, an

einem Pankreaskarzinom zu erkranken, steigt mit zunehmender Anzahl der bereits
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erkrankten nahen Verwandten, mit einem geschdtzten 4,5-fachen Risiko bei einem
diagnostizierten Verwandten ersten Grades, einem 6,4-fachen Risiko bei zwei
Verwandten ersten Grades und einem 32-fachen Risiko bei drei oder mehr Verwandten

ersten Grades [11].

Es ist bekannt, dass bestimmte Erbkrankheiten fiir ein Pankreaskarzinom pradestinieren,
beispielsweise die hereditdre Pankreatitis (PRSS/-Gen, 50-fach erhdhtes Risiko) [14], das
Peutz-Jeghers-Syndrom (S7K 1 /-Gen, 30- bis 40-fach erhohtes Risiko) [15], das familidre
atypische multiple Muttermal- und Melanomsyndrom (FAMMM; CDKN2A-Gen, 10- bis
20-fach erhohtes Risiko) [16], das hereditire nicht-polypdse Kolonkarzinom (HNPCC;
MLHI-, MSH2-, MSH6- und PMS 2-Gene, 4-fach erhohtes Risiko) [17] sowie vererbbare
Mamma- und Ovarialkarzinome (BRCAI- und BRCA2-Gene, 1- bis 2-fach erhohtes
Risiko) [18, 19].

Im Jahr 1994 wurden erstmalig Keimbahnmutationen bzw. eine homozygote Deletion des
Tumorsuppressorgens pl6, welche maBgeblich zu der Entstehung des FAMMM
beitragen, in Patienten mit familidirem Pankreaskarzinom nachgewiesen [20]. Es konnte
gezeigt werden, dass das p16-Gen und die durch dieses Gen regulierten Signalwege in 82
% bzw. 98 % der untersuchten Pankreaskarzinompatienten inaktiv sind [21]. Weiterhin
wurden Keimbahnmutationen in den BRCAI- und BRCA2-Genen, die insbesondere mit
Mammakarzinomen in Verbindung gebracht werden, in Pankreaskarzinompatienten
entdeckt. Trager dieser Mutationen unterliegen einem moderaten, 2- bis 8-fach erhdhten
Risiko, ein Pankreaskarzinom zu entwickeln [13], jedoch liegt ein deutlich hoheres Risiko

bei bestimmten Mutationen in diesen Genen vor [22, 23].

Aktuell wird der prozentuale Anteil der Patienten mit der familidren Atiologie auf 3,5 %

geschitzt.

1.1.3 Pathologie und Pathogenese

Die Mehrheit der Pankreaskarzinome (60 bis 70 %) ist im Pankreaskopf lokalisiert, und
hier am héufigsten zwischen Pankreas- und Gallengang. Etwa 25 % der iibrigen Tumoren
entstchen im Korpus- oder Kaudabereich des Pankreas [24]. Sonderformen des
Adenokarzinoms sind das Siegelringkarzinom, das muzindse Adenokarzinom, das

adenosquamdse Adenokarzinom und das pleomorph-riesenzellige Karzinom [24].

Makroskopisch zeichnet sich das duktale Adenokarzinom durch eine grau-gelbliche

Féarbung und eine unscharfe Begrenzung aus. Die Histopathologie zeigt iiberwiegend in
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ein desmoplastisches Stroma eingebettete gangartige, atypische und adenoide Strukturen.
Dieses Karzinom ist durch ein besonders aggressives Wachstum und eine friihe
Metastasierung gekennzeichnet, das sich in der Infiltration des peripankreatischen

Fettgewebes sowie einer perineuralen Invasion zeigt [24].

Die Klassifizierung von Pankreaskarzinomen in Tumorstadien erfolgt basierend auf ihrer
Lokalisation und Histologie anhand der TNM-(Tumor-Nodus-Metastasen-)
Klassifikation der Union International Contre Cancer (UICC, Tabelle 1) [25]. Weitaus
am héufigsten sind die malignen duktalen Adenokarzinome. In diese Kategorie fallen
95 % aller Neoplasien. Seltener treten Zystadenokarzinome und azindre Tumore sowie
Tumore des endokrinen Pankreasgewebes auf [24]. Adenokarzinome sind hierbei mit der
schlechtesten Prognose verbunden, da Tumore in dieser Kategorie typischerweise schnell
wachsen und friih metastasieren, wihrend solche in anderen Kategorien durch ein

vergleichsweise langsames und lokales Wachstum charakterisiert sind.

Entsprechend des morphologischen Progressionsmodells von Hruban et al. beginnt die
Entwicklung epithelialer Malignome mit mehreren Vorlduferstadien, sogenannten
pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN) [26, 27]. Diese Progression konnte
bereits fiir das kolorektale Karzinom [28], das Zervixkarzinom [29], das
Prostatakarzinom [30] und das duktale Mammakarzinom [31] demonstriert werden.
Maligne Transformationen des duktalen Pankreasepithels beinhalten hyperplastische
muzindse bis papillir muzinése Verdnderungen, mit fiir Karzinome typischen
Hyperchromasien und nukledren Pleomorphismen aufgrund von genetischen Defekten

[32].

PanIN Lisionen werden anhand ihres Progressionsstadiums und ihres Dysplasiegrades
als benigne Neoplasie (PanIN 1A), papillére, flache Epithelldsionen mit geringgradigen
(PanIN IB) oder mittelgradigen (PanIN II) Dysplasien (letztere mit Zellkernatypien) oder
nichtinvasives Karzinom (PanIN III) klassifiziert [33].
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T — Primértumor

TO Kein Priméirtumor nachweisbar
Tis Carcinoma in situ/PanIN3
T1 Tumor <2 cm in grofBter Ausdehnung

Tla | Tumor < 0,5 cm in grofiter Ausdehnung
T1b | Tumor > 0,5 cm, < 1 cm in grofBter Ausdehnung

Tlc | Tumor > 1 cm, <2 cm in groBter Ausdehnung

T2 Tumor > 2 cm, <4 cm in grofter Ausdehnung
T3 Tumor >4 cm in groBter Ausdehnung
T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus, A. hepatica communis oder A.

mesenterica superior

N — Regionire Lymphknotenmetastasen

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 1 -3 regiondre Lymphknotenmetastasen
N2 > 4 regiondre Lymphknotenmetastasen

M — Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Metastasen

Stadieneinteilung

0 Tis NO MO

IA T1 NO MO

IB T2 NO MO

ITA T3 NO MO

IIB T1, T2, T3 N1 MO

I T1, T2, T3 N2 MO
T4 Jedes N MO

v Jedes T Jedes N Mil

Tabelle 1: TNM-Klassifikation und UICC-Stadien der Tumoren des exokrinen Pankreas.
(Quelle: adaptiert von [34, 35])

Die aus einer Anhdufung genetischer Alterationen resultierende chromosomale
Instabilitét fiihrt zur Tumorprogression. Die Gene mit hdufig auftretenden Mutationen
sind fiir das Pankreaskarzinom bereits gut untersucht. Das Onkogen KRAS ist das Gen

mit den im Vergleich zu anderen Karzinomen hiufigsten Mutationen (> 90 %). Eine
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Mutation im Codon 12 dieses Gens resultiert in einem Austausch der Aminosédure Glycin
durch Valin oder Arginin in der durch KRAS-kodierten GTPase, was zu einer
unkontrollierten Aktivierung dieses G-Proteins fiihrt. Diese aktivierende Mutation wird

als Ausloser der Pankreaskarzinogenes betrachtet.

Es ist weiterhin bekannt, dass mehrere Tumorsuppressorgene im Pankreaskarzinom
inaktiviert sind. Ein Beispiel ist das Tumorsuppressorgen CDKN2 (auch p16, p16 INK4
oder MTS1 genannt), welches in der Pankreaskarzinogenese durch biallelische Deletion,
Hypermethylierung des Promoters oder Verlust der Heterozygotie inaktiviert ist [36].
CDKN2 codiert fiir das INK-Protein pl6 und gehort zu sogenannten Zellzyklus-
Kontrollgenen. Es reguliert im Zellzyklus die Aktivitit der Kinasen 4 und 6 und somit

die frithe G1-Phase, in der DNA-Replikation und Mitose alternieren.

Weitere beim Adenokarzinom des Pankreas inaktivierte Tumorsuppressorgene sind p53,
Smad4/DPC4, TGF-B-Rezeptor-1I, BRCA-2 und LKBI/STK11 [24]. p53 leitet die
Apoptose von Zellen mit irreparablen DNA-Schéden ein. Eine chromosomale Instabilitit
resultiert aufgrund von akkumulierenden DNA-Schidden aus der Inaktivierung dieses
Gens. Smad4/DPC4 vermittelt TGF-B-abhingige Signalwege, durch die epitheliales
Wachstum reguliert wird; die Deletion oder Mutation des Smad4-Gens ist mit der
Malignitit des Pankreaskarzinoms assoziiert. Die Aktivierung des TGF-3-Rezeptors-II
ist der Ausloser fiir Signalwege, die sowohl das Zellwachstum und die
Zelldifferenzierung als auch die Apoptose initiieren. BRCA-2 ist in die Reparatur von
Doppelstrangbriichen involviert und Mutationen in diesem Gen sind mit einem hdheren
Pankreaskarzinom-Risiko assoziiert. Die Serine/Threonine-Proteinkinase LKB1/STK11

vermittelt apoptotische Signalwege und unterdriickt ein unkontrolliertes Zellwachstum.

Diese Genmutationen werden entsprechend dem Zeitpunkt ihres Auftretens in frithe (z.
B. KRAS), intermedidre (z. B. pl6, CDKN2A) und spite (z. B. BRCA2) Mutationen

unterteilt.

1.1.4 Klinik und Therapie

Ein Pankreaskarzinom wird hdufig in einem fortgeschrittenen lokalen oder bereits
metastasierenden Stadium diagnostiziert, da selten Frithsymptome auftreten. Klinische
Symptome manifestieren sich typischerweise unspezifisch und begriinden sich durch die
Lokalisation eines Pankreastumors. Sie beinhalten Bauchschmerzen, Riickenschmerzen,

Appetitlosigkeit und Gewichtsverlust, Ikterus, Ubelkeit sowie Asthenie [37]. Bei



Einleitung

Tumoren im Pankreaskopf kommt es zu einem Ikterus, der zu Pruritus, dunkel verfarbtem
Urin und acholischem Stuhl fiihrt. Entsteht der Tumor aber im Pankreaskorpus oder der
Pankreascauda, treten oft unspezifischere Symptome wie Schmerzen und Verlust des
Korpergewichts auf. Etwa die Hilfte der Pankreaskarzinompatienten wurde mit einem
Diabetes mellitus diagnostiziert [9]. Ein Adenokarzinom des Pankreas metastasiert am

hdufigsten in den Bauchraum, die Leber und die Lunge.

Eine giinstige Prognose ist nur mit einer frithen Diagnose verbunden, jedoch liegen bisher
keine klinisch relevanten Screeningverfahren zur Fritherkennung vor [38]. Entsprechend
der aktuellen Leitlinie sollten neu aufgetretene Oberbauchschmerzen und ein
schmerzloser Ikterus sofort durch eine weiterfiihrende Diagnostik anhand von
bildgebenden Verfahren abgeklirt werden [4]. Zundchst wird eine Sonografie des
Oberbauchs durchgefiihrt, die allerdings nur begrenzt eine Beurteilung der
Tumorausbreitung und Ausdehnung in umliegende Organe zulédsst [39]. Fiir eine
differenzierte Therapieentscheidung miissen daher komplexere Verfahren wie eine
Multidetector-Computertomografie (MD-CT) mit biphasischem Kontrastmittelprotokoll
oder eine Magnetresonanztomografie (MRT) mit Magnetresonanz-
Cholangiopankreatikografie (MRCP) herangezogen werden, um die Beeintrachtigung
umliegender Organe und mogliche Fernmetastasen zu erkennen und die Optionen fiir eine
Resektion des Tumors bewerten zu konnen [4, 37]. Vor Beginn einer palliativen Therapie
kann die Diagnose durch eine endosonografisch gesteuerte Biopsieentnahme abgesichert

werden [4].

Trotz intensiver Bemiihungen auf dem Gebiet der Pankreaskarzinomforschung und trotz
aller Verbesserungen der Pankreaschirurgie, mit einem deutlichem Anstieg der RO-
Resektionen, ist die Prognose fiir Patienten {iber alle Krankheitsstadien hinweg mit einer
5-Jahres-Uberlebensrate von weniger als 5 % und einer mittleren Uberlebensdauer von 4

bis 6 Monaten nach wie vor sehr schlecht [40].

Obwohl die diagnostischen Mdglichkeiten in den letzten Jahren deutlich verbessert
wurden, werden die meisten Pankreaskarzinome in einem spéten Stadium diagnostiziert,
sodass hdufig zum Diagnosezeitpunkt lokal fortgeschrittene und nicht resektable oder
bereits metastasierte Tumorstadien vorliegen, die einer operativen Therapie nicht mehr
zuganglich sind, sodass in nur 10 bis 25 % der Fille der Tumor noch operativ entfernt
werden kann [41]. Aufgrund dieser hdufig eingeschrankten Resektabilitét haben sich in

den letzten Jahren zunehmend multimodale Therapiekonzepte herauskristallisiert [4].
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Eine Unterstiitzung der chirurgischen Resektion durch eine begleitende Chemotherapie
verbessert die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Entfernung eines Tumors ohne
Lymphknotenmetastasen auf etwa 15 bis 25 %, mit einer Uberlebensdauer bei einem
Median von 15 bis 20 Monaten [42-44]. Auch eine neoadjuvante Chemotherapie, auch in
Kombination mit einer Bestrahlung, kann mdglicherweise zu einem sogenannten Down-
Staging in ein vorteilhafteres Stadium und in Folge zu einer Resektabilitdt fithren [45].
Die Effektivitdt einer solchen Therapie ist allerdings zurzeit noch fraglich; in mehreren
Studien konnte ihr kein signifikanter Nutzen nachgewiesen werden [43, 46, 47]. In den
USA lauft derzeit eine randomisierte Studie, um die Wirksamkeit der adjuvanten

Strahlentherapie zu analysieren (Clinical Trials.gov Identifier NCT01013649).

Fir Pankreaskarzinompatienten wurden chemotherapeutische Standardtherapien
etabliert, die entweder aus einer alleinigen Anwendung von beispielsweise Gemecitabin
bestehen, oder aber aus einer Kombinationstherapie von Gemcitabin mit nab-Paclitaxel
oder einer FOLFIRINOX-Therapie [48-50]. Gemcitabin ist gut etabliert, mit einer 1-
Jahres-Uberlebensrate von 18 bis 20 Prozent [51]. Vor Kurzem wurde fiir Patienten mit
einer Progression trotz bestehender Gemcitabin-Therapie eine Kombinationstherapie aus

nanoliposomalem Irinotecan mit Fluoruracil und Leucovorin zugelassen [52].

Alternative, neuartige Therapieoptionen fiir Pankreaskarzinompatienten werden
kontinuierlich entwickelt. Die Targeted Therapy ist ein solcher Ansatz und konnte eine
Alternative zur Chemotherapie und Radiotherapie darstellen [53, 54]. Hierbei handelt es
sich um eine pharmakologische Therapie, die gezielt einen Eingriff in definierte,
molekulare Signalwege zum Ziel hat, insbesondere solche, die an der Zellproliferation,
der Apoptose und der Angiogenese beteiligt sind. Zahlreiche derartige Substanzklassen
sind bereits fiir die Klinik zugelassen. Hierzu zdhlen Cetuximab (Erbitux®), ein Anti-
EGFR (epidermal growth factor receptor)-Antikorper, Bevacizumab (Avastin®), ein
Anti-VEGF (vascular endothelial growth factor)-Antikorper, und Sorafenib (Nexavar®),
ein kombinierter VEGFR/Raf-Kinase-Inhibitor [53, 54]. Die Inhibition der EGFR-
Tyrosinkinase wird durch Erlotinib erreicht. Dieser Inhibitor ist seit 2007 in Kombination

mit Gemcitabin bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom zugelassen [55].

Die klinische Studien-Datenbank clinicaltrials.gov listet derzeit 55 registrierte, aktive
Phase-3-Interventionsstudien weltweit an erwachsenen Patienten mit Pankreaskarzinom
[Suchkriterien: ,pancreatic cancer®, ,adults”, ,,stage 3, ,,actively recruiting/active/not

yet recruiting/enrolling by invitation]. Hiervon befassen sich 38 Studien mit neuen
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Therapien fiir inoperable, lokal fortgeschrittene oder bereits metastasierte
Pankreaskarzinome und untersuchen iiberwiegend die Wirksamkeit von multimodalen
Therapieansdtzen. Diese beinhalten entweder verschiedene Chemotherapeutika (z. B.
Gemcitabin + Masitinib, Pamrevlumab + Gemcitabin + Nab-Paclitaxel, Gemcitabin +

Nab-Paclitaxel) oder die Kombination einer Chemotherapie mit Radiotherapie.

Die molekularen Grundlagen des duktalen Pankreaskarzinoms sind nicht zuletzt aufgrund
der Fortschritte der letzten Jahre sehr gut charakterisiert. Es steht fest, dass die

Karzinogenese auf eine massive Dysregulierung des Zellzyklus zuriickzufiihren ist.

1.2 Zellzyklus

Die Teilung einer eukaryotischen Zelle findet im Zellzyklus statt und ist essenziell fiir
das Wachstum und den Austausch geschidigter Zellen. Der Zellzyklus gestaltet sich als
eine Abfolge mehrerer definierter Abschnitte, die sich grob in zwei Hauptphasen teilen
lassen: die Mitosephase und die Interphase [56]. Die Zellteilung als solche findet in der
Mitose statt, wihrend die Interphase durch verschiedene ,,Gaps® gekennzeichnet ist, die
auf die nachste Zellteilung vorbereiten sollen. Diese gliedern sich in die erste Gap-Phase,
die G1-Phase, die Synthese-Phase (S-Phase) und die zweite Gap-Phase, die G2-Phase.
Anschlie3end startet die nachste Mitose (Abb. 1) [56].
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Abb. 1: Die vier Phasen des Zellzyklus.

(Quelle: [51], Abbildung erstellt mit BioRender Software; https://biorender.com/about/)
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In der G1-Phase (auch postmitotische Phase oder Priasynthesephase genannt) werden
Zellorganellen und das Zytosol synthetisiert, wodurch das Volumen der Zelle zunimmt.
AuBerdem findet hier die Synthese der Enzyme statt, die die DNA-Replikation

katalysieren, sowie die der Histonproteine und mRNA.

In der S-Phase findet die Replikation der gesamten zelluldren DNA statt. Sie resultiert in

zwei identischen Chromatiden eines jeden Chromosoms.

In der G2-Phase (auch Pramitosephase oder Postsynthesephase genannt) findet die

Proteinbiosynthese statt, die fiir die bevorstehende Zellteilung nétig ist.

Die Mitosephase beinhaltet die Teilung des Zellkerns (Karyogenese) sowie die
anschlieBende Teilung der verbleibenden Zellbestandteile (Zytokinese). Die
Karyogenese wird weiterhin in die Prophase, die Metaphase, die Anaphase und die

Telophase gegliedert.

Die Prophase beginnt mit der Trennung der Zentrosome zur Vorbereitung auf die
Separierung der DNA-Stringe durch Kondensation. Es folgt der Abbau der Zellkernhiille
und die Ansammlung der Chromosomen in der Mitte der Zelle. Diese richten sich in der
Metaphase in der Aquatorialebene zwischen den Zentrosomen aus. Die Kinetochoren der
Chromosomen werden nun an beiden Seiten an den Spindelapparat gebunden und die
Chromatiden in der Anaphase voneinander getrennt [57]. Die Spindelfasern verkiirzen
sich und befordern die Chromatiden jeweils zu einem der beiden Zentrosomen, sodass
sich die Schwesterchromatiden nun an entgegengesetzten Polen der Zelle befinden. Mit
der Telophase wird die Mitose abgeschlossen. Hier werden die neuen Kernhiillen der
beiden Tochterfasern gebildet und die DNA-Stringe durch Kondensation getrennt [56,
57].

Der Erfolg des Zellzyklus hidngt entscheidend von der vollstindigen und fehlerfreien
Synthese der DNA aus dem Genom der Mutterzelle ab. Der Zyklus wird daher durch
verschiedene Restriktions- und Kontrollpunkte in jeder Phase iiberpriift und eventuell

unterbrochen, wenn die Stabilitdt oder Integritidt der DNA nicht gegeben ist [58].

Im G1/S-Kontrollpunkt werden die Integritét der zu replizierenden DNA sowie die intra-
und extrazelluldren Gegebenheiten iiberpriift. Diese Kontrolle tradgt daher entscheidend
zur Regulation der Zellproliferation und -differenzierung bei. Der Zellzyklus geht nur
dann in die S-Phase iiber, wenn dieser Kontrollpunkt passiert werden kann. Ist das nicht

der Fall, gehen die Zellen in die reversible GO-Phase iiber. Der Zellzyklus kann bei
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entsprechender Stimulation (z. B. Wachstumsfaktoren) die G0-Phase verlassen und
fortgesetzt werden [59]. Ohne eine derartige Stimulation wird der Zellzyklus
abgebrochen und die Zellen unterlaufen die terminale Differenzierungsphase, die GT-

Phase [56].

Der Ubergang von der G2-Phase in die M-Phase unterliegt einer weiteren Kontrolle, bei
der die vollstindige DNA-Replikation iiberpriift wird. Ist die DNA geschédigt oder die
Mitose nicht vollendet, wird der Zellzyklus entweder unterbrochen und die Schéiden

behoben oder abgebrochen und die Apoptose eingeleitet.

Die Komplettierung eines fehlerfreien Zellzyklus wird durch eine Reihe von
spezialisierten Proteinen gewdihrleistet. Diese gehoren insbesondere zwei Klassen von
Proteinen an, den Cyclinen und den cyclinabhéngigen Kinasen (CDKs) [60]. Acht
verschiedene Cycline (A bis H) und neun CDKs (1 bis 9) wurden bereits beschrieben.
Eine Beteiligung an der Regulation des Zellzyklus wurde bereits fiir die Cycline A bis D
und die CDKs 1, 2, 4 und 6 beschrieben. Die Cycline und CDKs koordinieren in eng
miteinander verkniipften Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen jede Phase des
Zellzyklus. Die Cycline bilden hierbei die regulatorischen, die CDKs die katalytischen
Untereinheiten [57]. Die CDKs werden durch die Transkription und Lokalisation der
Cycline reguliert sowie durch CDK-activating kinases (CAKs), die die CDKs in ihrem
sogenannten ,activation loop* phosphorylieren und somit aktivieren. Fiir eine
Inaktivierung der CDKs hingegen sorgen die Kinasen Mytl und Weel durch
entsprechende Phosphorylierungsmuster und die Proteine der CIP- oder der INK-Familie
durch N-terminale Bindung an die CDKs [61, 62]. Derartige inaktivierende
Phosphorylierungen konnen durch die Phosphatase der CDC25-Familie entfernt werden.
Die Phosphorylierung der CDKs reguliert somit ihre Aktivitdt und ihre intrazelluldre
Lokalisation und erlaubt den Einsatz von unterschiedlichen Cyclin-CDK-Komplexen in

den verschiedenen Phasen des Zellzyklus.

Als Beispiel sei hier die Regulation des G1/S-Kontrollpunktes genannt. In der G-Phase
kommt es zu einer Interaktion zwischen Cyclin D und CDK4 oder CDK6, wodurch
zelltypabhéngig Cyclin E hochreguliert wird. Die Phosphorylierung von CDK2 fiihrt
wiederum zur Bildung des Cyclin E/CDK2-Komplexes, der den Ubergang in die S-Phase
reguliert [63, 64].
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Ein weiteres Beispiel liefert die Regulation der Mitose-Einleitung. In der S-Phase kommt
es zu einer Hochregulierung von Cyclin A und einer anschlieBenden Komplexbildung mit
der replikationsregulierenden CDK2. Gegen Ende der S-Phase wird auflerdem
zunehmend Cyclin B synthetisiert. Sowohl Cyclin A als auch Cyclin B binden in der G2-
Phase an CDK1 und initiieren hierdurch die Mitose [65, 66].

Kommt es im Zellzyklus zu Einzel- oder Doppelstrangbriichen der DNA, lduft die
Replikation in der S-Phase nicht mehr fehlerfrei ab und der Einbau geschéddigter Basen
kann zu Punktmutationen fiihren, oder die Replikation wird ganz unterbrochen. Ein
gleichzeitiger Doppelstrangbruch im Schwesterchromatid hat einen Chromosomenbruch
und eine unvollstindige Weitergabe des genetischen Materials wihrend der Mitose und
letztendlich eine Entartung der Zelle oder den Zelltod zur Folge [67, 68]. Aus einem
derartigen fehlerhaften Zellzyklus konnen eine genetische Instabilitit und Krebs

resultieren [69].

1.3 Apoptose

Die Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist ein zelluldrer
Kontrollmechanismus, dessen Aufgabe darin besteht fehlerhafte Zellen zu beseitigen und
dadurch die zelluldre Homdostase sicherzustellen [70]. In einer Zelle akkumulierte DNA-
Schiden fiihren zur Vererbung von fehlerhaftem genetischem Material an die
Tochterzelle und gefahrden moglicherweise den gesamten Organismus, ebenso wie eine
unkontrollierte Zellproliferation. Derartige Zellen werden durch die Apoptose beseitigt,
um eine Tumorentstehung zu verhindern [71-73]. Die Apoptose ist somit ein praziser
gesteuerter Vorgang, der fehlerhafte Zellen aktiv entfernt, ohne umliegende Zellen oder
den Organismus als Ganzen zu beeintrdachtigen. Sowohl interne Signale (z. B. oxidativer
Stress, DNA-Schidigung, Entzug von Wachstumsfaktoren) als auch externe Signale (z.
B. Zytostatika, Glucocorticoide, Gamma-Strahlung) konnen die Apoptose auslosen [74].
Prinzipiell sind drei verschiedene Wege beschrieben, die zur Induktion der Apoptose
flihren konnen: 1. der extrinsische, rezeptorabhiangige Weg, 2. der intrinsische,
mitochondriale Weg und 3. der GranzymB/PerforinA-Signalweg {iber zytotoxische T-
Lymphozyten. Die ersten beiden Signalwege werden von den Caspasen, einer Gruppe
von Cysteinproteasen, vermittelt, die durch ein katalytisch aktives Cystein die Spaltung
ihrer Substrate auf der C-terminalen Seite von Aspartat bewirken. Sie liegen als inaktive

Proenzyme vor und agieren entweder als Initiatorcaspasen (z. B. Caspasen 8§, 9, und 10)

11
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oder Effektorcaspasen (z. B. Caspasen 3, 6 und 7), die in hierarchischen Sequenzen durch

ihre proteolytische Spaltung aktiviert werden [75].

Die Initiatorcaspasen werden nach ihrer Bindung an einen Adaptorproteinkomplex und
anschlieBende Oligomerisierung aktiviert, welche eine Autoproteolyse und die
Abspaltung ihrer Prodomine bzw. die Prozessierung interner Linkersequenzen zur Folge
hat. Die aktivierten Initiatorcaspasen konnen nun wiederum die Effektorcaspasen durch

eine proteolytische Spaltung ihrer Linkerregion aktivieren.

Der extrinsische Signalweg wird durch die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor in
der Plasmamembran initiiert. Daraufhin oligomerisieren die Rezeptoren und bilden einen
Komplex, der iiber sogenannte Death Effector Domains die Initiatorcaspase 8 aktiviert

[76].

Im Gegensatz dazu wird der intrinsische Signalweg durch intrazelluldre Signale, z. B.
DNA-Schéden, reaktive Sauerstoffspezies oder onkogenen Stress, ausgeldst. Es kommt
zu einem Verlust des mitochondriellen Membranpotenzials, was wiederum zur

Freisetzung mitochondrialer Proteine und dem Verlust der Atmungskette fiihrt.

Proteine der Bcl-2-Familie vermitteln diese Prozesse; sie konnen entweder eine pro- oder
antiapoptotische Wirkung haben. Die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine setzen sich aus
allen vier sogennanten BH-Domidnen zusammen und lokalisieren an der &uBeren
Mitochondrienmembran. Im Gegensatz dazu besteht die proapoptotische Gruppe aus den
Effektorproteinen Bax und Bak, die alle vier BH-Domaénen besitzen, sowie aus den BH3-
only-Proteinen (z. B. Bim/Bod, Bid und Bad), die nur die BH3-Domine aufweisen. Die
Effektorproteine werden abhingig von dem Gleichgewicht aus pro- und

antiapoptotischen Proteinen aktiviert.

Zwei Modelle, die direkte und die indirekte Aktivierung, existieren derzeit fiir die

Initiierung der intrinsisch ausgelosten Apoptose.

Bei der indirekten Aktivierung werden Bak und Bax von antiapoptotischen Bcl-2-
Proteinen gebunden und somit inaktiviert, damit keine ungewollte Apoptose ausgeldst
werden kann. Ein entsprechender Stimulus fithrt dann zur Aktivierung der
proapoptotischen BH3-only-Proteine, die an die antiapoptotischen Regulatoren binden
und somit die Freisetzung von Bak und Bax bewirken, was zur Permeabilisierung der

duBeren Mitochondrienmembran fiihrt [75].
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Beim Modell der direkten Aktivierung hingegen werden Bak und Bax direkt von BH3-
only-Proteinen gebunden, welche auch an antiapoptotische Proteine binden, sodass diese
Bak und Bax nicht inaktivieren konnen. Darauthin wird Bax durch Bid aktiviert und
bildet einen Kanal in der duleren Mitochondrienmembran, wodurch Cytochrom C, der
Mediator der Apoptose, aus dem mitochondrialen Intramembranraum freigesetzt werden
kann [74]. Dieser ,,point of no return® resultiert in der Unterbrechung der Atmungskette
und als direkte Konsequenz in einem Anstieg von reaktiven Sauerstoffspezies im

Zellinneren.

Die Apoptose schreitet von hier wie folgt fort: Cytochrom C interagiert mit dem
zytoplasmatischen apoptotischer Protease-aktivierenden Faktor (Apafl), einem
Multidoménenprotein mit einer Caspase-Rekrutierungsdoméne (CARD), einer
Nukleotid-Bindungs- und Oligomerisierungsdoméne mit ATPase-Aktivitdt (NOD) und
einer WD-40-Doméne. Die Bindung von Cytochrom C an die WD-40-Doméne resultiert
in der Hydrolysierung eines 2-desoxy-ATPs (dATP) in der NOD zu dADP. Dies bewirkt
eine Anderung der Apafl-Konformation und eine Oligomerisierung von sieben
Apafl/Cyt-C-Komplexen zum sogenannten Apoptosom [77]. Die CARD-Dominen
dieser Komplexe binden nun an die Caspase 9, wodurch diese dimerisiert und aktiviert

wird und die Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 zur Folge hat [77].

Cytochrom C ist nicht der einzige aus den Mitochondrien freigesetzte Faktor: Der
Apoptose-induzierende Faktor (AIF) kann unabhingig von den Caspasen die Apoptose
auslosen, und die Proteine Diablo/Smac binden zytosolische Caspase-Inhibitoren und

unterstiitzen hierdurch die Apoptose [78, 79].

Die Aktivierung der Apoptose bewirkt eine deutliche morphologische Veridnderung der
betroffenen Zelle: Sie wird kompakt und weist eine Blasenbildung der Plasmamembran
auf. Aullerdem l6sen sich interzelluldre Verbindungen zu benachbarten Zellen auf.
Weiterhin steigt der Phosphatidylseringehalt der d&ufleren Schicht der Plasmamembran an,
wodurch phagozytierende Zellen chemotaktisch angezogen werden [80]. Eine
apoptotische Zelle weist einen kleinen, fragmentierten Zellkern auf. Die Verdnderungen
kulminieren in einer Kondensation des Chromatins und der DNA-Degeneration und
letztendlich im Zerfall der gesamten Zelle in membranumbhiillte Vesikel, die von

Makrophagen und umliegenden Zellen phagozytiert werden [81].
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Tumore haben Gegenmechanismen entwickelt, um diesem apoptotischen Zelltod zu
entkommen. Hierzu zdhlen die Expression von Inhibitoren der Caspasen und anderer
proapoptotischer Regulatoren und die Dysregulation der Proteine der Apoptose-

Inhibitoren-Familie IAP [71, 82].

Diverse Malignome werden mit einer zytostatischen Therapie und/oder einer
Strahlentherapie behandelt, welche beide gezielt DNA-Schidden und die Aktivierung der
Apoptose bewirken [71]. Die tumoreigene Dysregulierung der Apoptose stellt jedoch fiir

den Erfolg einer Chemotherapie ein entscheidendes Problem dar [74].

Die Charakterisierung der Apoptose und ihrer Inhibition in malignen Tumoren konnte
den Weg fiir neue Therapiekonzepte ebnen und den Erfolg chemotherapeutischer Ansétze

womoglich mafigeblich verbessern.
1.4 Die Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP)-Familie

Die Proliferation, Migration und Metastasierung von Krebszellen sind eng mit der
dysregulierten Apoptose in diesen Zellen verkniipft. Die Proteine der Inhibitor of
Apoptosis Protein (IAP)-Familie tragen mallgeblich zu dieser Dysregulation bei [83].

Die Familie besteht derzeit aus acht beschriebenen Mitgliedern: XIAP, Survivin,
NAIP/BIRCI, BIRC2, BIRC3, BIRC6/Apollon, BIRC7/ML-IAP und BIRCS8/ILP-2 [84].
Abb. 2 zeigt die acht humanen IAP-Proteine im Vergleich.

NAP 1403AA B DR N N I
BIRC2 604 AA  IRCDNCDNC Dmm m— ~
Birc3 618 A4 IR D — ~

xiap 497 an I ORI Dm T i

Survivin 142 AA I I
BIRC6 4829 AA NI

BIRC7 298 AA m
BIRCS 236AA DR

) BIR CARD uBC NACHT
WP RING UBA = LRR

Abb. 2: Schematische Darstellung der Proteinsequenzen der acht humanen IAP.

(Quelle: adaptiert von [84], Abbildung erstellt mit BioRender Software; https://biorender.com/about)
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Die IAP-Proteine haben alle ein strukturelles Merkmal gemeinsam: die Baclovirus-IAP-
Repeat (BIR)-Domine. Sie besteht aus 70 Aminosduren und kommt in jedem IAP ein-
bis dreimal vor. Diese Doménen kénnen direkt an Initiator- und Effektorcaspasen oder
aber Inhibitoren der Caspasen (z. B. den Diablo/Smac-Komplex), die ein IAP-Binding-
Motiv (IBM) haben, binden und somit die Apoptose inhibieren. Einige IAPs enthalten
eine RING-Doméne, die E3-Ubiquitin-Ligaseaktivitit aufweist, sowie eine Caspase-

activation-and-recruitment-Doméane (CARD) [85].

Als erstes Mitglied der IAP-Familie wurde das neuronal apoptosis inhibitory protein
(NAIP), auch BIRC1 genannt, bei Untersuchungen der spinalen Muskelatrophie entdeckt
[86]. NAIP enthilt auBerdem drei BIR-Doménen und eine NACHT-Doméne (reuronal
apoptosis inhibitory protein, CIITA [MHC class Il transcription activator], HET-E
[incompatibility locus protein from Podospora anserinal, TP1 [telomerase-associated
protein]), die fiir die Familie der NOD-like-Rezeptoren des angeborenen Immunsystems
charakteristisch ist und diese als intrazelluldre Sensoren fungieren lésst [87]. AuBBerdem
befindet sich am C-terminalen Ende eine Leucin-reiche Domine, die die Komplexbildung
mit anderen Proteinen wie NLRC4 erlaubt und zur Aktivierung der Caspase-1 fiihren

kann [88].

BIRC2/cIAP1 und BIRC3/cIAP2 sind von dhnlicher Grof3e und weisen neben den BIR-
Dominen auch eine CARD-Doméne, eine RING-Doméne und eine ubiquitin-associated
(UBA)-Domine auf. Diese IAPs wirken durch eine Hemmung des Tumor-necrosis-

factor-receptor (TNFR)-Signalwegs und eine Bindung von nuclear factor kappa beta

(NF-kB) an dessen BIR-Domine antiapoptotisch [81, 89].

Das grofte humane IAP ist mit 528 kDa BIRC6, auch Bruce oder Apollon genannt. Es
besitzt eine BIR-Doméne und eine ubiquitin-conjugating (UBC)-Doméne, welche eine

Interaktion mit konsekutiver Inhibition der Caspase 9 und von Diablo/Smac erlaubt [89,
90].
BIRC7/ML-IAP weist eine BIR-Domiéne und eine RING-Doméne auf, die durch die

Ubiquitinylierung von Smac dessen Abbau zur Folge hat [91].

BIRCS, auch als IAP-like Protein 2 (ILP-2) bezeichnet, wird im gesunden Organismus
ausschlieBlich im Hoden exprimiert. Es enthilt eine BIR-Doméne und blockiert durch

seine Interaktion mit der Caspase 9 den intrinsischen Apoptose-Weg [92].
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Das X-linked IAP (XIAP) weist drei BIR-Dominen und eine RING-Domine auf und
bindet als einziges IAP die Caspasen direkt [93, 94]. Durch die BIR2-Doméne wird eine
Bindung an die Effektorcaspasen 3 und 7, durch die BIR3-Doméne an die Initiatorcaspase
9 ermdglicht und die Apoptose blockiert [93, 95, 96]. Ahnlich wie BIRC1 und 2 kann
XIAP die Aktivitit von NF-kB beeinflussen. Dieser Transkriptionsfaktor wiederum
vermittelt die Expression von Inhibitoren der Apoptose und wirkt somit antiapoptotisch.
XIAP bindet das TAK1-binding protein (TABI1) an seiner BIR1-Doméne, worauthin
TABI1 die TGF-B-activating kinase (TAK1) aktiviert. Durch diese wird die Inhibitor of
NF-kB-Kinase abgebaut und NF-kB aktiviert [97, 98].

Inhibitoren der IAPs konkurrieren mit den Caspasen um die Bindungsstellen in der BIR-
Domaine. So kann z. B. Diablo/Smac an die BIR2- und BIR3-Doménen der IAPs binden,
wodurch bereits gebundene Caspasen freigegeben werden und apoptotisch wirken
konnen [83]. Diese Eigenschaften von Smac liegen den sogenannten ,,Smac Mimetics*
zugrunde, die dessen proapoptotische Wirkung imitieren und daher potenziell als Krebs-

Therapeutika eingesetzt werden konnen.

Survivin ist gemeinsam mit XIAP das bekanntestes IAP. Es bildet den Fokus der

vorliegenden Arbeit und wird daher im Folgenden detaillierter beschrieben.

1.5 Survivin

Survivin ist mit 142 Aminoséduren und 16,5 kDa Molekulargewicht das kleinste Mitglied
der IAP-Familie. Es enthilt eine einzelne BIR-Doméne und anstelle der RING-Domiéne
anderer IAPs eine carboxyterminale a-Helix [82, 99]. Survivin erfdhrt posttranslational
erhebliche Modifikationen wie Phosphorylierungen, Ubiquitinylierung und Acetylierung
[99]. Die Phosphorylierung dieses Proteins tragt maB3geblich zu seiner Funktion bei [100].

Das Survivingen BIRCS ist auf Chromosom 17 lokalisiert (17q25) und erstreckt sich mit
insgesamt 14.796 Nukleotiden iiber vier Exons und drei Introns [100]. Es codiert fiir zehn
verschiedene Splicevarianten [101] mit unterschiedlichen, von der Tumorart abhingigen,
Expressionsmustern [102-104]. In gesunden, adulten Geweben ist die Expression von
Survivin niedrig und wurde vor allem in proliferierenden, hdmatopoetischen Zellen
nachgewiesen [105, 106]. Eine hohe Survivinexpression ist dagegen fiir fetales Gewebe
[107] und verschiedene Tumorarten charakteristisch [108]. Hierdurch unterscheidet sich
Survivin von seinen IAP-Familienmitgliedern, die dhnlichere Expressionsmuster in

gesunden und neoplastischen Geweben aufweisen. Die Uberexpression von Survivin in
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malignen Geweben ist mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schlechteren
Prognose vergesellschaftet [109-111]. Survivin gilt aus diesem Grund als hoffnungsvolle
therapeutische Zielstruktur. Dies ist nicht zuletzt auf die beiden am besten beschriebenen
Funktionen von Survivin zuriickzufiihren, die Forderung der Zellproliferation und die

Inhibition der Apoptose [112].

Die Survivinexpression nimmt im Laufe des Zellzyklus kontinuierlich zu [113] und ist
die Voraussetzung fiir den Ubergang von der G2-Phase in die Mitose [114]. Wihrend der
Mitose bildet Survivin mit der Aurora B-Kinase, Borealin und dem inneren Centromer-
Protein (INCENP) den sogenannten chromosomal passenger complex (CPC), der
unabdingbar fiir die lineare Anordnung der Chromosomen am Aquator der Spindel ist
[115, 116]. Hierbei bindet zytoplasmatisches Survivin direkt an die Mikrotubuli der
Mitosespindel und stabilisiert den Spindelapparat [117]. Survivin ist subzelluldr im
Zellkern [118] und in den Mitochondrien [119] lokalisiert, wobei weder die Relevanz
hiervon noch die genaue Relation zytoplasmatisch/nuklear/mitochondrial geklart sind
und anscheinend zelltypabhéngig variieren [112, 120]. Es wird vermutet, dass nukledres
Survivin eine Rolle bei der Zellteilung spielt und zur Regulierung der Kontrollpunkte des
Zellzyklus und dem Ubergang von der G1 in die S-Phase beitriigt [121-123] Durch direkte
Bindung an nichtmuskuldres Myosin II reguliert Survivin auBerdem die Cytokinese

[124].

Die Funktionen von Survivin sind in Abb. 3 dargestellt. Survivin vermittelt seine
apoptoseinhibierende Wirkung nicht durch direkte Bindung an Caspasen, sondern durch
die Komplexbildung mit XIAP und hepatitis B virus X-interacting protein (HBXIP)
[125]. XIAP wird hierdurch stabilisiert und kann direkt an die Initiatorcaspase 9 binden
und die Apoptose blockieren [95, 126]. Durch die Bindung an XIAP kann Survivin
auBerdem die Aktivierung von NF«B aktivieren und hierdurch die Tumorinvasion und
Metastasierung induzieren [127]. Die Rolle der Interaktion zwischen XIAP und Survivin
in der Regulierung der Tumorzellinvasion und Metastasierung wurde von Mehrotra et al
in Adenokarzinomzellen der Brust (MDA-MB-231 und MCF-7) und Prostata (PC-3)
untersucht [127]. Ein siRNA-vermittelter Knockdown von XIAP oder Survivin fiihrte zu
einer verminderten Zellinvasion durch Matrigel, wiahrend MCF-7-Zellen mit einer
stabilen Uberexpression von Survivin ein deutlich erhdhtes Migrations- und
Invasionsverhalten zeigten. Die erhdhte Invasion dieser Zellen wurde wiederum durch

siRNA-vermittelten Knockdown von XIAP und Survivin verringert. Weiterhin kann
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Survivin die Abgabe des apoptotic protease-activating factor (Apafl) aus den
Mitochondrien inhibieren und Diablo/Smac sequestrieren [128, 129]. Durch seine
Interaktion mit den Hitzeschockproteinen Hsp90, AIP und Hsp60 kann Survivin deren
proteosomalen Abbau verhindern und den intrinsischen Apoptoseweg inhibieren [130-

132].

Eine unkontrollierte Zellproliferation und eine Inhibition des programmierten Zelltods
zdhlen zu den Hauptmerkmalen der Karzinogenese. Es ist also nicht verwunderlich, dass
die Tauglichkeit eines Proteins wie Survivin, das nicht nur in nahezu allen Tumorarten
iberexprimiert ist, sondern auch noch wichtige Rollen im Zellwachstum und der
Apoptose libernimmt, als potenzieller Biomarker und therapeutische Zielstruktur derzeit

in zahlreichen Studien untersucht wird.

Zahlreiche Studien berichten iiber die Uberexpression von Survivin in verschiedenen
Tumorarten. Wissenschaftliche Studien der letzten Jahre haben sich mit einer
differenzierteren Betrachtung dieses Phanomens befasst, insbesondere mit Bezug auf die
prognostischen Moglichkeiten der IAP-Proteine als Marker fiir verschiedene Krebsarten

[133-137].

Daher ist die Entwicklung von Survivin-Antagonisten von groBlem Interesse. Diese
beinhalten antisense Oligonukleotide, dominant-negative Mutanten, Ribozyme, small
interfering RNAs, Antikdrper und die sogenannten small-molecule-Inhibitoren [138-
141]. Diese small-molecule-Inhibitoren interferieren mit dem Survivin-Promoter (z. B.
YM155), der Survivin-Phosphorylierung (z. B. Flavopiridol) oder der Interaktion mit
Hsp90 (z. B. Shepherdin) und zeigen vielversprechende Ergebnisse im Mammakarzinom
[142], im follikuldren Schilddriisenkarzinom [136], in gastroenteropankreatischen
neuroendokrinen Neoplasien [135], dem Osophaguskarzinom [137], dem Kolonkarzinom

[143] und dem Osteosarkom [144].

Die detaillierte Charakterisierung der Survivinexpression in der Krebsforschung konnte
letztendlich zur Entwicklung von Survivin-Inhibitoren und neuartigen Therapieansitzen

beitragen.
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Abb. 3: Mechanismen der Apoptose-Inhibition durch Survivin.

(Quelle: adaptiert von [112], Abbildung erstellt mit BioRender Software; https://biorender.com/about)

1.6 Ziel der Arbeit

Das duktale Pankreasadenokarzinom gilt als eines der aggressivsten Malignome des
Menschen, welches trotz extensiver chirurgischer und konservativer Therapie eine der
schlechtesten Prognosen besitzt. Fiir die Entwicklung wirksamer Therapien sind die
Proteine von Interesse, die in der Antagonisierung des Zelltods und Zellteilung involviert
sind. Die Mitglieder der IAP-Familie Survivin und XIAP sind an beiden Prozessen und
somit auch an der Entstehung und Progression von Neoplasien beteiligt. Eine
zielgerichtete Therapie gegen diese Proteine, insbesondere gegen Survivin, welches in
vermutlich allen Tumorarten tiberexprimiert ist, kdnnte potenziell zu einer verbesserten

Prognose flir Krebspatienten beitragen.

Es ist bereits bekannt, dass Survivin im Pankreaskarzinom iiberexprimiert ist [145],
jedoch wird kontrovers diskutiert, inwiefern sich Survivin als prognostischer Marker

eignet, ob die Expression mit dem Tumorstadium korreliert und ob ein Zusammenhang
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mit der Uberlebensrate besteht [145-153]. AuBerdem wurde die Expression von Survivin

in den unterschiedlichen Tumorkompartimenten bisher noch nicht untersucht.

Das Ziel der vorliegenden Studie ist es daher, die Expression von Survivin in
Gewebeproben von Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas
immunhistochemisch in den unterschiedlichen Tumorkompartimenten und subzelluldren
Lokalisationen zu quantifizieren und mit klinisch-pathologischen Variablen und

Uberlebensdaten zu korrelieren.
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2 Material und Methoden
2.1 Laborgeriite
Pipetboy Integra Biosciences

Pipetten Eppendorf

2.2 Chemikalien
Chemikalie

Antibody Diluent

Aqua dest.

Corbit

DAB Substrate Kit High Contrast
DPBS

Entellan

Ethanol

H>0»

Liquid Blocker Super Pap Pen
Mayers Hdmalaun
PBS-Tabletten

Tween 20

Xylol reinst

ZytoChem-Plus HRP Kit, Broad Spectrum

2.3 Puffer und Losungen
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Hersteller
Zytomed Systems
Gibco

Merck

Zytomed Systems
Gibco

Merck

VWR Chemicals
Merck

MBT Brand
Merck

MBT Brand
Gibco

Merck

Zytomed Systems

DAB-Substrat Finf Tropfen DAB Chromogen in eine Flasche DAB-Substrat

H>O,-PBS 3% H>0O; in 1x PBS

Retrieval Solution 10 mM Natrium-Citrat-Puffer (3 mg Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

auf 1 L Aqua dest.)

Waschpuffer HRP PBS + 0,1 % Tween 20
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2.4 Antikorper

Der fiir die Immunhistochemie verwendete Survivin-Antikorper war ein monoklonaler
Rabbit-IgG-Antikorper von Novus Biologicals (NB500-201). Als Sekundérantikorper fiir
die Fiarbung wurde ein HRP-gekoppelter Anti-Rabbit-IgG-Sekundérantikdrper
eingesetzt. Fiir initiale Testfarbungen wurde aullerdem der Rabbit-Isotyp-Antikorper

Dako X0903 von DakoCytomation verwendet.

2.5 Einwegartikel und Plastikwaren

Die verwendeten Einwegartikel und Plastikwaren stammten von den Firmen Costar,

Eppendorf, Falcon und StarLab.

2.6 Patientenkohorte

Es wurde ein Kollektiv aus 466 Patienten erstellt, welche eine radikale partielle oder
totale Pankreatikoduodenektomie bei einem Pankreaskopf-Karzinom oder eine
onkologische Pankreasschwanzresektion mit oder ohne Splenektomie unter kurativer
Intention zwischen 2003 und 2018 im Universititsklinkkum Diisseldorf erhielten.
Ausschlusskriterien waren eine praoperative neoadjuvante Therapie, eine makroskopisch
unvollstindige Resektion (R2), eine postoperative 30-Tage-Mortalitdt im Krankenhaus,
pankreatische Tumoren anderen histologischen Ursprungs als das duktale
Adenokarzinom des Pankreaskopfes oder Pankreasschwanzes, sowie Patienten mit
unzureichendem Probenmaterial. Demzufolge konnten die Gewebeproben von 236
Patienten aus dem Archiv des pathologischen Instituts der Universitétsklinik Diisseldorf
akquiriert werden. Informationen beziiglich der TNM-Klassifikation (Gro3e des Tumors,
Invasion der umliegenden Arterien, Lymphknoten und Fernmetastasen), der
Perineuralscheideninavsion, sowie lymphatischer und venodser Invasion wurden
retrospektiv den originalen pathologischen Berichten entnommen, so dass die
Tumorklassifikation analog der 8. Ausgabe der UICC TNM-Klassifikation erfolgte [35].
Klinisch-pathologische Parameter wie das Gesamtiiberleben, krankheitsfreies Uberleben,
Alter zur Zeit des Eingriffs, Geschlecht und die Ergebnisse der Follow-Up-Untersuchung,
einschlieBlich Metastasen und Diagnosezeitpunkt, wurden ebenfalls iiberpriift. Die Studie
wurde im Einklang mit der Declaration of Helsinki und einem positiven Ethikvotum zur
Verwendung der Gewebeproben des Ethikkomitees der Medizinischen Fakultit der

Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf (Studiennummer 3821) ausgefiihrt.
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2.7 Tissue Microarrays

Formalin fixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben wurden vom Institut fiir
Pathologie der Universititsklinik Diisseldorf fiir die Studie zur Verfligung gestellt.
Tumorkompartimente, Lymphknotenmetastasen und Normalgewebe wurden zuvor
mikroskopisch markiert, um aus dem jeweiligen Bereich gezielt eine Stanze zur
Herstellung der Tissue Microarrays zu entnehmen. Jeder Microarray enthielt fiir jeden
Patient, falls verfligbar, drei reprisentative Gewebestanzen des Primértumors (zwei aus
dem Tumorzentrum, eine aus der Invasionsfront), zwei Stanzen aus einer
Lymphknotenmetastase und eine Stanze aus normalem Pankreasparenchym.
Dementsprechend wurden von jedem Patienten bis zu sechs Zylinder von 1,0 mm
Durchmesser entnommen und mit 0,5 mm Abstand in neue Paraffinblocke tiberfiihrt. Fiir
die immunhistochemischen Untersuchungen wurden aus dem Tissue Microarray Schnitte

von 2 um Dicke entnommen.
2.8 Immunohistochemie

2.8.1 Testfirbungen

Um eine optimale und spezifische Férbung der Tumorzellen zu erreichen, wurden
Testfarbungen mit dem Primérantikdrper Survivin (Firma Novus Biologicals; NB500-
201 1 mg/ml) in drei verschiedenen Verdiinnungen an Gewebe aus der Tonsille, das
bekanntermaBlen Survivin exprimiert und somit als Positiv-Kontrolle diente,
durchgefiihrt. Die jeweilige Antikorper-Konzentration wurde mittel Hilfe eines
Losungsmittels (Antibody Diluent ZUC025-500, Firma Zytomed Systems) hergestellt.
Es wurden drei verschiedene Verdiinnungen getestet (1:1000, 1:750 und 1:500). Die
optimale Farbung zeigte sich mit der Verdiinnung von 1:750. Als Negativ-Kontrolle

diente die Farbung mit einem Isotyp-Antikorper (Dako X0903, Verdiinnung 1:1000).

2.8.2 Durchfiihrung der HRP-Immunhistochemie

Die Gewebeschnitte wurden zweimal fiir je zehn Minuten in Xylol entparaffiniert und
anschlieend durch eine absteigende Alkoholreihe (99,5%-, 96%-, 80%- und 70%-
Ethanollosung) fiir zweimal zwei Minuten pro Losung rehydriert. Es folgte eine
abschliefende Inkubation der Proben in Aqua dest. fiir mindestens 5 Minuten. Zur
Demaskierung wurden die Schnitte in Retrieval Solution fiir 30 Minuten bei maximaler

Wattzahl in der Mikrowelle erhitzt und anschlieend auf Zimmertemperatur abgekiihlt.
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Nach einem Waschvorgang mit PBS + 0,1 % Tween 20 fiir fiinf Minuten wurden die
Objekttrager abgetrocknet und die Schnitte mit einem Super Pap Pen Mini umrandet. Die
endogene Peroxidase wurde durch Inkubation der Schnitte mit 3,0 % H>O»-PBS fiir 10
Minuten inhibiert, um eine unspezifische Reaktion zu vermeiden. Die Schnitte wurden
dreimal fiir je zwei Minuten mit PBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen und danach 10
Minuten in der Blockierlosung des ZytoChem-Plus HRP-Kits inkubiert. Es wurde
nochmals fiir 2 Minuten mit PBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen und die Schnitte fiir 60
Minuten bei Zimmertemperatur mit dem Primérantikdrper inkubiert. Die 1:750
Verdiinnung des Primédrantikérpers wurde mit 1,4 pl des Antikorpers und 1048,6 pl des
Antibody Diluent erreicht. Nach dreimaligem Waschen fiir je zwei Minuten folgte die
Inkubation mit dem Sekundirantikorper (biotinylierter Antikorper) fiir 15 Minuten.
AnschlieBend wurden die Schnitte erneut dreimal gewaschen und dann fiir 30 Minuten
bei Zimmertemperatur mit dem Enzymkonjugat inkubiert. Nach einem flinfminiitigen
Waschschritt mit destilliertem Wasser wurden zur Visualisierung zwei Tropfen DAB-
Substrat auf den Schnitt aufgetragen und bis zur gewiinschten Farbintensitét (5 bis 10
Minuten) im Dunkeln bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Kernfarbung mit Mayers
Héamalaun erfolgte nach einem weiteren fiinfmintitigen Waschschritt fiir 15 Sekunden und
anschlieBendem Waschen fiir fiinf Minuten. Die Schnitte wurden danach fiir je eine
Minute in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-, 80%- und 90%-Ethanol) inkubiert,
fir mindestens zwei Minuten in Xylol getaucht und in schlieBlich mit Entellan

eingedeckelt.

2.8.3 Auswertung der Firbungen

Mikroskopische Bilder wurden bei 400-facher VergroBerung mithilfe der
Mikroskopsoftware Leica Application Suite (Version, Leica, Deutschland)
aufgenommen. Die HRP-Immunhistochemie wurde mit einer leicht modifizierten
Version des immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner ausgewertet [154],
bei der die Farbintensitdt relativ zu dem prozentualen Anteil an positiver Zytoplasma-

und Kernférbung analysiert wird (Tabelle 2).
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Keine <10 % 10-50 % 51-80 % >80 %

Farbintensitit | positive positive positive positive positive

Farbung Féarbung Féarbung Féarbung Féarbung
Keine
Farbreaktion IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
(0+)
Schwache
Farbreaktion IRS=0 IRS=1 IRS=2 IRS=3 IRS=4
1+
MaiBige
Farbreaktion IRS=0 IRS=2 IRS=4 IRS=6 IRS=8
(2+)
Starke
Farbreaktion IRS=0 IRS=3 IRS=6 IRS=9 IRS=12
(3+)

Tabelle 2: Schema zur Auswertung der HRP-Immunhistochemie anhand des IRS.

(Quelle: [154])

2.9 Statistische Datenanalyse

Unterschiede in den IR-Scores der Survivinexpression in den Tumorkompartimenten,
Lymphknotenmetastasen und Normalgeweben wurden anhand des Wilcoxon-Tests fiir
abhingige Stichproben untersucht. Mit dem Mann-Whitney-U-Test fiir unabhédngige
Stichproben wurde der Vergleich zwischen den IR-Scores und den klinisch-
pathologischen Parametern durchgefiihrt. Der exakte Chi-Quadrat-Test (Exakter Fisher-
test) wurde fiir kategorische Variablen angewendet. Hierbei wurden fiir weitergehende
Analysen die IR-Scores in niedrige (< 4) und hohe (> 4) Werte unterteilt. Der Cut-off-
Wert orientierte sich dabei an dem Median IRS fiir Survivin aller erhobenen Daten in den
untersuchten Geweben. Kategoriale Variablen wurden mit dem exakten Chi-Quadrat-

Test analysiert.

Die Bewertung des Uberlebens beinhaltete das Gesamtiiberleben, definiert als >der
Zeitraum zwischen der Operation und dem letzten Follow-Up oder Tod (unabhingig der
Ursache), sowie — wenn zutreffend — krankheitsfreies Uberleben, definiert als der
Zeitraum zwischen der Operation und der Diagnose von Metastasen oder lokalem
Rezidiv. Patienten mit unvollstindiger Tumorresektion und solche mit einem Uberleben
geringer als 30 Tage postoperativ wurden von der Uberlebensanalyse ausgeschlossen.
Kaplan-Meier-Kurven wurden erstellt und mit dem Log-Rank (Mantel Cox)-Test
bewertet und die Hazard Ratio (HR) mit 95% Konfidenzintervall (CI) errechnet. Die
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multivariate Uberlebensanalyse schloss alle untersuchten Variablen ein und wurde mittels
logistischer Regression erstellt. Hierbei wurde die schrittweise Methode-
Vorwértsauswahl (vorwérts Likelihood-Ratio LR) gewihlt, wobei eine Variable in die
Berechnung aufgenommen wurde, wenn p < 0,05 und eine Variable aus der Berechnung
ausgeschlossen wurde, wenn p > 0,1 war. Alle Analysen wurden mit der Software SPSS
Statistics for Windows (Version 25.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. Das

Signifikanzniveau wurde fiir p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse
3.1 Patientenselektion und klinisch-pathologische Parameter

Aus der Gesamtkohorte von 466 Patienten schlossen wir 136 Patienten, die eine palliative
Bypassoperation (Gastroenterostomie, biliodigestive Anastomose) erhielten sowie 51
Patienten, die infolge des Eingriffs verstarben, aus. Von den verbliebenen 279 Patienten
fehlten von 22 Patienten die Paraffinblocke im Institut fiir Pathologie und 21 Patienten
mussten nach der pathologischen Reevaluation ausgeschlossen werden, da kein
ausreichend auswertbares Tumorgewebe flir die Immunhistochemie verfiigbar war, so
dass final 236 Patienten, die zwischen 2003 und 2018 aufgrund eines Adenokarzinoms
des Pankreas onkologische FEingriffe erhalten hatten, anhand der Ein- und
Ausschlusskriterien fiir die vorliegende Studie ausgewihlt wurden. Insgesamt wurden 12
TMA Paraffinblocke erstellt, die jeweils aus maximal 23 verschiedenen Patientenproben
bestanden. Die klinisch-pathologischen Parameter der final 236 untersuchten Patienten
sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die untersuchten Patienten hatten im Median ein Alter von
68 Jahren (Spannweite: 41-95 Jahre) zum Zeitpunkt der Operation. Die flir die
Uberlebensanalyse definierten Einschlusskriterien trafen auf alle Patienten zu. Bei 217
Patienten war das Adenokarzinom im Pankreaskopf lokalisiert, 19 Patienten wiesen ein
Pankreasschwanzkarzinom auf. Die durchschnittliche Dauer der Follow-Up-Periode lag
bei 8 Jahren (Spannweite: 17 Monate — 15 Jahre). In diesem Zeitraum verstarben 199
Patienten. Die durchschnittliche Gesamtiiberlebensdauer lag bei 1,85 Jahren
(Spannweite: 1 Monat — 14 Jahre). Fiir 94 Patienten war eine detaillierte Follow-Up-
Untersuchung des krankheitsfreien Uberlebens mdglich, mit einer durchschnittlichen

Dauer von 1,4 Jahren (Spannweite: 3 Monate — 12,8 Jahre).
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Alter
Median (range) 68 (41-95)
n %
Geschlecht
ménnlich 126 53,4
weiblich 110 46,6
Tumorlokalisation
Pankreaskopf 217 91,9
Pankreasschwanz 19 8,1
Tumorstadium/UICC
T1 1 0,4
T2 11 4,7
T3 214 90,7
T4 10 42
UICC Ib 2 0,8
UICCII a 31 13,1
UICCIIb 165 69,9
UICC 111 7 3
UICC IV 31 13,1
Lymphknoten
NO 42 17,8
N1 194 82,2
Metastasen
MO 203 86
M1 33 14
Grading
G1/G2 125 52,9
G3 110 46,6
fehlend 1 0,5
Pn
Pn0 23 9,7
Pnl 96 40,7
fehlend 117 49,6
L
LO 75 31,8
L1 91 38,6
fehlend 70 29,7
\%
VO 116 49,2
Vi1 49 20,8
fehlend 71 30,1
Resektionsstatus
RO 184 78
R1 52 22

Tabelle 3: Klinisch-pathologische Parameter der untersuchten Patienten mit duktalem

Adenokarzinom des Pankreas.
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3.2 Survivinexpression im duktalen Adenokarzinom des Pankreas

3.2.1 Histologische Untersuchung der Survivinexpression

Sowohl zytoplasmatisches als auch nukledres Survivin konnten anhand der
Immunhistochemie deutlich im Tumorgewebe und in Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen werden (Abb. 4). Im Gegensatz dazu wurde das angrenzende

Pankreasnormalgewebe vergleichsweise schwicher angeférbt.

Abb. 4: Reprisentative Bilder der Survivin-Firbungen im Tumorzentrum (links), in

Lymphknotenmetastasen (Mitte) und im Pankreasnormalgewebe (rechts), 400x Vergroflerung.

3.2.2 Quantitative Expressionsanalyse

Die IRS-Analyse zur Quantifizierung der Immunhistochemie zeigte eine im Vergleich
zum angrenzenden Normalgewebe signifikant hohere Expression sowohl von nukledrem
als auch von zytoplasmatischem Survivin im Tumorzentrum, in der Tumorinvasionsfront
und in Lymphknotenmetastasen (p < 0,001 fiir alle Vergleiche mit dem Normalgewebe)
(Abb. 5 und 6). Die Survivinexpression im Tumorzentrum war in 220 Patientenproben
(93%) auswertbar, in der Tumorinvasionsfront in 189 Patienten (81%). Nicht-
neoplastisches Pankreasnormalgewebe war von 175 Patienten (74%) auswertbar. Fiir 148
der 193 Patienten mit Lymphknotenmetastasen (77%) standen Gewebeproben zur
Verfiigung. In Proben von 166 Patienten (70%) war jeweils der Primértumor sowie
korrespondierendes nicht neoplastisches Normalgewebe zur Auswertung verfiigbar. Der
IRS-Wert fiir die nukledre Survivinexpression lag im Median bei 3,375 im
Tumorzentrum, bei 4,0 in der Tumorinvasionsfront, bei 4,5 in Lymphknotenmetastasen

und 1,0 fiir Pankreasnormalgewebe.
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Der IRS-Wert fiir die zytoplasmatische Survivinexpression lag im Median bei 3,5 im
Tumorzentrum, der Tumorinvasionsfront und den Lymphknotenmetastasen, und bei 3,0
im Pankreasnormalgewebe. Die Cut-Off-Werte zur Kategorisierung in eine hohe (IRS>4)
oder niedrige (IRS<4) Survivinexpression wurden als Durchschnitt aus den IRS-
Medianen der nukledren und zytoplasmatischen Survivinexpression im Tumorzentrum,

der Tumorinvasionsfront und den Lymphknotenmetastasen berechnet.
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Abb. 5: Nukleire Survivinexpression [IRS] im Tumorzentrum, der Tumorinvasionsfront, in
Lymphknotenmetastasen und im Normalgewebe. Die Survivinexpression ist sowohl im Tumor als auch
in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum Normalgewebe hochsignifikant erhoht (Wilcoxon-Test fiir

abhingige Stichproben; ***p < 0,001).
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Abb. 6: Zytoplasmatische Survivinexpression [IRS] im Tumorzentrum, der Tumorinvasionsfront, in
Lymphknotenmetastasen und im Normalgewebe. Die Survivinexpression ist sowohl im Tumor als auch
in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum Normalgewebe hochsignifikant erhoht (Wilcoxon-Test fiir

abhingige Stichproben; ***p < 0,001).

3.3 Korrelation der Survivinexpression mit klinisch-pathologischen Parametern

Zur Korrelation der Survivinexpression mit den klinisch-pathologischen Parametern
wurden zunéchst die IR-Scores mit dem jeweiligen Parameter verglichen. Es zeigte sich
eine signifikante Assoziation zwischen der zytoplasmatischen Survivinexpression im
Tumorzentrum und dem UICC-Stadium (Abb. 7, p < 0,05; Stadien I und II sowie III und
IV zusammengetfasst). Die erhohte Expression von zytoplasmatischen Survivin sowohl
im Tumorzentrum als auch in der Tumorinvasionsfront korrelierte positiv mit dem

Auftreten einer Perineuralscheideninvasion (Abb. 8, Pn0 vs. Pnl).

Im néchsten Schritt wurden die IRS-Werte in zwei Gruppen geteilt: Alle Patienten mit
einem zugehorigen IRS-Wert < 4 fallen dabei in die Gruppe mit niedriger
Survivinexpression, alle Patienten mit einem zugehdrigen IRS-Wert > 4 in die Gruppe
mit hoher Survivinexpression. Die Cut-Off-Werte zur Kategorisierung in eine hohe

(IRS>4) oder niedrige (IRS<4) Survivinexpression wurden als Durchschnitt aus den IRS-
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Medianen der nukledren und zytoplasmatischen Survivinexpression im Tumorzentrum,
der Tumorinvasionsfront und den Lymphknotenmetastasen berechnet.

Die Korrelation der nukledren Survivinexpression mit klinisch-pathologischen
Parametern mittels exakter Fisher-Test (Tabelle 4) ergab eine signifikante Korrelation
zwischen hoher nukledrer Survivinexpression in der Tumor Invasionsfront und dem
Auftreten einer Perineuralscheideninvasion (Pnl) (p = 0,035).

In der Auswertung der zytoplasmatischen Survivinexpression mit klinisch
pathologischen Parametern (Tabelle 5) zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen
hoher zytoplasmatischer Survivinexpression im Tumorzentrum sowohl mit der
Fernmetastasierung (M1) (p=0,016) als auch mit einem fortgeschrittenen UICC-Stadium
(UICCIII/TV) (p=0,009). Eine hohe zytoplasmatische Survivinexpression in der Tumor

Invasionsfront ist zudem signifikant mit der vendsen Invasion korreliert (V1) (p=0,022).

—
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Abb. 7: Korrelation der Survivinexpression [IRS] mit klinisch-pathologischen Parametern (UICC-
Stadien). Eine erhohte zytoplasmatische Survivinexpression korrelierte signifikant mit dem UICC-

Tumorstadium (zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test, *p < 0,05).
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Abb. 8: Korrelation der Survivinexpression mit klinisch-pathologischen Parametern
(Perineuralscheideninvasion Pn). Die zytoplasmatische Survivinexpression im Tumorzentrum und in der
Tumorinvasionsfront war in Tumoren mit Perineuralscheideninvasion (Pnl) signifikant gegeniiber solchen

ohne Perineuralscheideninvasion (Pn0) erhoht (zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test, *p < 0,05).
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Tumorzentrum Tumorinvasionsfront Lymphknotenmetastase

Niedrig Hoch p- Niedrig  Hoch p- Niedrig =~ Hoch p-

n=125 n=95 Wert n=92 n=97 Wert n=51 n=97 Wert

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Alter
<Median 72(58,5) | 51(41,5) 50(46,3) = 58(53,7) 29(32,2)  61(67,8)
>Median 53(54,6)  44(454) 0,586 | 42(51,9) 39(48,1) 0,466 | 22(37,9) 36(62,1) 0,484
Geschlecht
Minnlich 57(55,3) | 46(44,7) 45(455)  54(44,5) 30(38,0)  49(62,0)
Weiblich 68(58,1)  49(41,9) 0,685 | 47(52,2) 43(47.8) 0,834 | 21(304) 48(69,6) 0,388
T-Stadium
T1/T2 5(50) 5(50) 3(30,0)  7(70,0) 3(37.,5)  5(62.,5)
T3/T4 118(56,7)  90(43,3) 0,750 | 87(49,2) 90(50,8) 0,334 | 47(33,8) 92(66,2) 1,000
Lymphknoten
NO 23(53,5) | 20(46,5) 18(51,4)  17(48,6) 3 (50) 3 (50)
N1 102(57,6) = 75(42,4) 0,732 | 74(48,1) 80(51,9) = 0,852 | 48(33,8) @ 94(66,2) 0,415
Metastasen
MO 111(58,4)  79(41,6) 83(51,6) 78(48.,4) 44(35,5) 80(64.5)
Ml 14(46,7)  16(53,3) 0,240 | 9(32,1)  19(67,9) 0,067 | 7(29,2) 17(70,8) 0,643
UICC
/11 107(57,8) = 78(42,2) 79(50,6) = 77(49,4) 44(35,2) = 81(64.,8)
/v 18(51,4)  17(48,6) 0,577 | 13(39,4) 20(60,6) 0,257 | 7(30,4) 16(69,6) 0,812
Grading
G2 58(51,3) | 55(48,7) 44(44,0) = 56(56,0) 27(35,1)  50(64,9)
G3 66(63,5) | 38(36,5) 0,076 | 47(53,4) 41(46,6) 0,242 | 24(34,8) 45(65,2) 1,000
Venose Invasion
\) 62(57,9) | 45(42,1) 43(45,7)  51(54,3) 25(34,7)  47(65,3)
\2! 24(51,1) | 23(48,9) 0,483 | 17(43,6) 22(56,4) 0,850 | 15(38,5) 24(61,5) 0,836
Lymphatische Invasion
L0 36(52,9) | 32(57,1) 28(47,5)  31(52,5) 17(40,5) = 25(59,2)
L1 53(60,2) | 35(39,8) 0416 | 32(42,7) 43(57,3) 0,604 | 23(33,8) 45(66,2) 0,543
Perineuralscheideninvasion
Pn0 16(72,7) = 6(27,3) 12(66,7) = 6(33,3) 8(61,5)  5(38,5)
Pnl 46(52,9) | 41(47,1) 0,147 | 29(37,7) 48(62,3) = 0,035 | 23(32,9) 47(67,1) 0,064
Resektionsgrenze
RO 95(55,2) | 77(44.8) 76(50,7) | 74(39,3) 38(33,3)  76(66,7)
R1 30(62,5) | 18(37,5) 0412 | 16(41,0) 23(59,0) 0,369 | 13(38,2) 21(61,8) 0,682

Tabelle 4: Korrelation zwischen nukledrer Survivinexpression und Kklinisch pathologischen

Parametern von Adenokarzinomen des Pankreas. Berechnung der p-Werte erfolgte mittels Fisher’s

exact Test.
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Tumorzentrum Tumorinvasionsfront Lymphknotenmetastase
Niedrig Hoch p- Niedrig  Hoch p- Niedrig =~ Hoch p-
n=125 n=95 Wert n=92 n=97 Wert n=51 n=97 Wert
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Alter
<Median 67(54,5) | 56(45,5) 49(454)  59(54,6) 40(44,4) = 50(55,6)
>Median 60(61,9)  37(38,1) 0,336 | 48(59,3) 33(40,7) 0,077 | 23(39,7) 35(60,3) 0,612
Geschlecht
Minnlich 68(58,1) | 49(41,9) 47(47,5)  52(52.5) 33(41,8)  46(58.2)
Weiblich 59(57,3) | 44(42,7) 1,000 | 50(55,6) 40(44,4) 0,309 | 30(43,5) 39(56,5) 0,869
T-Stadium
T1/T2 8(80,0)  2(20,0) 6(60,0)  4(40,0) 3(37.,5)  5(62.,5)
T3/T4 118(56,7)  90(43,3) 0,197 | 91(51,4) 86(48,6) 0,749 | 60(43,2) 79(56,8) 1,000
Lymphknoten
NO 23(53,5) | 20(46,5) 14(40,0) = 21(60,0) (50) 3(50)
N1 104(58,8) = 73(41,2) 0,606 | 83(53,9) 71(46,1) 0,189 | 60(42,3) 82(57,7) 0,700
Metastasen
MO 116(61,1)  74(38,9) 86(53,4)  75(46,6) 52(41,9)  72(58,1)
Ml 11(36,7)  19(63,3) 0,016 | 11(39,3) 17(60,7) 0,219 | 11(45,8) 3(54,2) 0,822
UICC
/11 114(61,6) = 71(38.4) 85(54,5) @ 71(45,5) 52(41,6)  73(58.4)
/v 13(37,1)  22(62,9) 0,009 | 12(36,4) 21(63,6) 0,084 | 11(47,8) 12(52,2) 0,649
Grading
G2 65(57,5) | 48(42,5) 50(50,0) = 50(50,0) 32(41,6)  45(58,4)
G3 60(57,7) | 44(42,3) 1,000 | 46(52,3) 42(47,7) 0,772 | 31(44,9) 38(55,1) 0,739
Venose Invasion
\) 60(56,1) | 47(43,9) 41(43,6)  53(56,4) 26(36,1)  46(63,9)
\2! 27(57,4) | 20(42,6) 1,000 | 26(66,7) 13(33,3) 0,002 | 16(41,0) 23(59,0) 0,683
Lymphatische Invasion
L0 39(57.4) | 29(42,6) 28(47,5)  31(52,5) 18(42,9) = 24(57,1)
L1 50(56,8) | 38(43,2) 1,000 | 38(50,7) 37(49,3) 0,731 | 25(36,8) 43(63,2) 0,552
Perineuralscheideninvasion
Pn0 15(68,2)  7(31,8) 11(61,1) = 7(38,9) 6(46,2)  7(53,8)
Pnl 48(55,2) | 39(44,8) 0,337 | 36(46,8) 41(53,2) @ 0,306 | 30(42,9) 40(57,1) 1,000
Resektionsgrenze
RO 100(58,1) = 72(41,9) 76(50,7) = 74(49,3) 45(39,5) = 69(60,5)
R1 27(56,3) | 21(43,8) 0,869 | 21(53,8) 18(46,2) 0,858 | 18(52,9) 16(47,1) 0,173

Tabelle 5: Korrelation zwischen zytoplasmatischer Survivinexpression und klinisch pathologischen
Parametern von Adenokarzinomen des Pankreas. Berechnung der p-Werte erfolgte mittels Fisher's

exact Test.

3.4 Korrelation der Survivinexpression mit den Uberlebensdaten

Es wurden sowohl eine univariate als auch eine multivariate Uberlebensanalyse
durchgefiihrt, um Faktoren zu identifizieren, die fiir das Outcome von Patienten mit einem
Adenokarzinom des Pankreas pridiktiv sein konnten. Zundchst wurden alle klinisch-
pathologischen Variablen einer univariaten Analyse unterzogen. Das Kaplan-Meier-
Verfahren und der Log-Rank-Test zeigten auf, dass ein hdoheres Alter zum
Operationszeitpunkt, das Auftreten von Fernmetastasen, eine Resektion mit

tumorpositiven Schnittrandern (R1) und die mikroskopische Veneninvasion (V1)
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signifikant negativ mit dem Gesamtiiberleben korrelierten (Tabelle 6). In der
multivariaten Analyse konnten das Alter (p = 0,013) und der Resektionsstatus (p = 0,002)
sowie die Veneninvasion (p=0,039) als negative Pridiktoren fiir das Uberleben bestitigt
werden (Tabelle 6). Survivn war in der Gesamtkohorte weder in der univariaten noch in

der multivariaten Analyse ein negativ pradiktiver Wert.

Univariate Analyse Multivariate Analyse

Variable p-Wert | HR 95 % CI p-Wert
Alter 0,009 | 1,737 1,121-2,692 0,013
Geschlecht 0,490 - - -
T1/2 vs. T3/4 0,432 - - -
NO vs. N1 0,384 - - -
MO vs. M+ 0,000 - - -
G1/2 vs. G3 0,071 - - -
Pn0 vs. Pnl 0,427 - - -
LOvs. L1 0,794 - - -
V0 vs. V1 0,021 | 1,615 1,024-2,546 0,039
RO vs. R1 0,011 | 2,421 1,391-4,216 0,002
SVV (nuk.) Tumorzentrum 0,769 - - -
SVV (nuk.) Tumorinvasionsfront ~ 0.793 - - -
SVV (zyt.) Tumorzentrum 0,782 - - -
SVV (zyt.) Tumorinvasionsfront 0,072 - - -

Tabelle 6: Univariate und multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens zur Identifikation pridiktiver

Faktoren fiir das Outcome von Patienten mit einem Adenokarzinom des Pankreas.

Die Expression von zytoplasmatischem und nukledrem Survivin in allen Gewebeproben
wurde in die Uberlebensanalyse der Subgruppen mit einbezogen. Die Subgruppen ,,nur
RO%, ,,RO + MO*, ,,nur MO* sowie die Subgruppe ,,nur Pankreaskoptkarzinome* und ,,nur
Pankreasschwanzkarzinome®* wurden einer univariaten und multivariaten Analyse

unterzogen.

Das hohere Alter der Patienten stellte sich in der univariaten Analyse in den Subgruppen
,hur RO“ (p= 0,024), ,,R0+MO* (p=0,005), ,, nur MO*“ (p=0,002) und in der Subgruppe
der ,Pankreaskopfkarzinome* (p=0,024) als negativ pradiktiver Wert fiir das
Gesamtiiberleben dar. Die Veneninvasion stellte sich in der Subgruppe der
,Pankreaskopfkarzinome® (P=0,041) ebenfalls als negativ pradiktiver Faktor fiir das

Gesamtiiberleben heraus. In der Subgruppe der Pankreaskopfkarzinome korrelierte
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zudem die Fernmetastasierung (M 1) (p=0,001) mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben der
Patienten. In der Subgruppe der Pankreasschwanzkarzinome stellten sich die
LymphgefaBinvasion (p=0,046) sowie der positive Resektionsrand (p= 0,047) als

relevante Pridiktoren fiir ein kiirzeres Uberleben heraus.

In der univariaten Analyse korrelierte eine hohe zytoplasmatische Survivinexpression
(IRS>4) in der Tumorinvasionsfront in der Subgruppe ,,nur RO0*“ (p=0,025), in der
Subgruppe ,,R0+MO0*“ (p=0,029), in der Subgruppe ,,nur MO*“ (p=0,037) sowie in der
Subgruppe ,,nur Pankreasschwanzkarzinome® (p=0,022) signifikant negativ mit dem

Gesamtiiberleben (Tabelle 7).

In der multivariaten Analyse des Gesamtiiberlebens zeigten sich in der Subgruppe ,,nur
RO* keine signifikanten Ergebnisse. In den Subgruppen ,,R0+MO*“ (p=0,034) und ,,nur
MO* (p=0,023) war das hohere Alter der Patienten ein signifikanter negativ pradiktiver
Wert fiir das Gesamtiiberleben. In der Subgruppe der ,,nur Pankreaskopfkarzinome*
korrelierte die Fernmetastasierung (M1) signifikant mit einem kiirzerem
Gesamtiiberleben (p=0,002). In der Subgruppe der ,,nur Pankreasschwanzkarzinome*
war eine hohe nukledre Survivinexpression im Tumorzentrum ein signifikanter, negativ

pradiktiver Wert fiir das Gesamtiiberleben (p=0,024) (Tabelle 8).
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Variablen Subgruppen (p-Werte)

nur RO | RO+MO | nur MO nur nur

Pankreas- | Pankreas-
kopf schwanz

(n=184) | (n=168) | (n=203) | (n=217) (n=19)
Geschlecht 0,944 0,996 0,677 0,457 0,83
Alter 0,024 0,005 0,002 0,024 0,48
T1/2 vs. T3/4 0,561 0,511 0,647 0,682 /
UICC IHII vs. UICC III+IV 0,657 0,499 0,113 0,095 0,397
NO vs. N1 0,95 0,601 0,651 0,203 0,074
MO vs. M+ 0,308 / / 0,001 0,074
G1/2 vs. G3 0,939 0,775 0,183 0,052 0,818
PnO vs. Pnl 0,657 0,691 0,557 0,814 0,522
LOvs. L1 0,374 0,207 0,462 0,819 0,046
VO vs. V1 0,605 0,713 0,093 0,041 0,37
RO vs. R1 / / 0,347 0,056 0,047
SVV (nuk.) Tumorzentrum 0,645 0,501 0,782 0,747 0,317
SVV (nuk.) 0819 | 0863 | 0943 | 0992 | 0363
Tumorinvasionsfront
SVV (zyt.) Tumorzentrum 0,573 0,652 0,398 0,745 0,841
SVV (zyt) 0,025 | 0,029 | 0,037 | 0481 | 0,022
Tumorinvasionsfront

Tabelle 7: Univariate Subgruppenanalyse der Survivinexpression zur Bewertung von Survivin als

prognostischer Faktor fiir das Gesamtiiberleben.

Signifikante Ergebnisse der multivariaten Subgruppenanalyse

Subgruppe HR 95% CI p-Wert
RO+MO

Alter <Median vs. >Median 1,581 1,032-2,231 0,034
Nur M0

Alter <Median vs. >Median 1,5 1,1-2,1 0,023
Nur Pankreasschwanzkarzinome

SVV (nuk.) Tumorzentrum 13,5 1,4-129,8 0,024
Nur Pankreaskopfkarzinome

MO vs. M1 2,057 1,3-3,3 0,002

Tabelle 8: Multivariate Subgruppenanalyse der Survivinexpression zur Bewertung von Survivin als

prognostischer Faktor fiir das Gesamtiiberleben.
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Die Abb. 9 und 10 zeigen die grafische Darstellung der Kaplan-Meier-Analyse des
Gesamtiiberlebens relativ zu den IR-Scores der zytoplasmatischen Survivinexpression fiir
alle  RO-reserzierten  Patienten (Abb. 9) und Patienten mit einem

Pankreasschwanzkarzinom (Abb. 10).

100
X _MIRS>4
c 80 _MIRS<4
o
2
3 60
=)
b
> 40
©
=
g 20
<
0— p=0.025 +

| | | I |
0 40 80 120 160

Anzahl| der Monate nach OP

Abb. 9: Kaplan-Meier-Kurve der kumulativen Uberlebensrate der Patienten in der Subgruppe ,,Alle
Patienten, RO reseziert“ relativ zu der zytoplasmatischen Survivinexpression [IRS]. Eine hohe
zytoplasmatische Survivinexpression (IRS>4) korrelierte in der univariaten Uberlebensanalyse der

Subgruppem signifikant (p<0.05) mit einem kiirzeren postoperativen Uberleben.
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Abb. 10: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der kumulativen Uberlebensrate der Patienten in der
Subgruppe Pankreasschwanzkarzinom relativ zu der zytoplasmatischen Survivinexpression [IRS].
Eine hohe zytoplasmatische Survivinexpression (IRS>4) korrelierte in der univariaten Uberlebensanalyse

der Subgruppen signifikant (p<0.05) mit einem kiirzeren postoperativen Uberleben.

Fiir 94 Patienten konnte eine Uberlebensanalyse des krankheitsfreien Uberlebens
durchgefiihrt werden. In der univariaten Analyse korrelierte eine RO-Resektion und eine
hohe nukledre Survivinexpression im Tumorzentrum und der Tumorinvasionsfront mit
dem krankheitsfreien Uberleben (Tabelle 9). In der multivariaten Analyse stellten sich
die RO-Resektion (p = 0,029) und hohe nukledre Survivinexpression im Tumorzentrum
(p = 0,012) als unabhiingige prognostische Faktoren fiir das krankheitsfreie Uberleben
heraus (Tabelle 9). Abb. 11 zeigt die grafische Darstellung des krankheitsfreien
Uberlebens im Kaplan-Meier-Verfahren relativ zu den IR-Scores der nukledren

Expression von Survivin.



Ergebnisse

Univariate Analyse

Multivariate Analyse

Variable p-Wert HR 95 % CI p-Wert
Alter 0,481 - - -
Geschlecht 0,498 - - -
T1/2 vs. T3/4 0,551 - - -
NO vs. N1 0,621 - - -
MO vs. M+ 0,552 - - -
G1/2 vs. G3 0,481 - - -
Pn0 vs. Pnl 0,219 - - -
LOvs. L1 0,634 - - -
VO vs. V1 0,207 - - -
RO vs. R1 0,043 1,885 1,065-3,161 0,029
SVV (nuk.) Tumorzentrum 0,024 1,798 1,037-3,118 0,012
SVV (nuk.) Tumorinvasionsfront 0,050 - - -
SVV (zyt.) Tumorzentrum 0,362 - - -
SVV (zyt.) Tumorinvasionsfront 0,416 - - -

Tabelle 9: Analyse des krankheitsfreien Uberlebens von Pankreaskarzinom-patienten (n = 94).
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Kurve zur

Pankreaskarzinompatienten relativ zu der nukleiren Expression von Survivin [IRS]. Eine hohe

nukleire Survivinexpression (IRS>4) korrelierte in der univariaten Uberlebensanalyse signifikant mit einer

kiirzeren krankheitsfreien Uberlebensdauer (p<0,05).
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4 Diskussion

4.1 Survivin als Marker fiir die Progression des duktalen Adenokarzinoms des

Pankreas

Das bekannteste Mitglied der IAP-Familie ist Survivin. Die Tatsache, dass dieses Protein
in vielen verschiedenen Karzinomen iiberexprimiert ist, unterstreicht die Wichtigkeit
eines genauen Verstidndnisses seiner Expression im Tumorgewebe und seiner Korrelation

mit der Prognose [85].

Trotz immenser Fortschritte in der Krebsforschung wiahrend der letzten Jahrzehnte ist die
Prognose fiir das duktale Adenokarzinom des Pankreas in der Regel schlecht und mit
einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate vergesellschaftet [155]. Umso dringender
erscheint die Identifizierung pradiktiver Tumormarker fiir diese Tumorentitit, die zudem

therapeutisch genutzt werden konnen.

Bisherige Arbeiten zur Expression von Survivin im duktalen Adenokarzinom des
Pankreas konnten die in anderen Karzinomarten beobachtete erhdhte Expression von
Survivin bestétigen [145, 146, 156]. Analysen der Survivinlevel im Blut von Patienten
mit einem Pankreaskarzinom konnten hohe Survivinkonzentrationen im Vergleich zu

Blutproben von gesunden Probanden demonstrieren [46, 157].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Survivin in Gewebeproben von
Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas immunohistochemisch
untersucht, quantifiziert und mit klinisch-pathologischen Faktoren sowie der

Uberlebensdaten der Patienten korreliert.

Die Ergebnisse der Immunhistochemie zeigen eine hoch signifikant erhohte Expression
sowohl von nukledrem als auch zytoplasmatischem Survivin im Tumorzentrum, in der
Tumorinvasionsfront und in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu dem
angrenzenden Normalgewebe. Diese Beobachtungen stimmen mit denen von Dong et al.
iberein, die in 65 von 80 (81 %) untersuchten Patienten mit duktalem Adenokarzinom
des Pankreas immunhistochemisch eine erhohte Gewebeexpression von Survivin
feststellen konnten [145]. Die Mehrheit dieser Patienten (61,5 %) wies gleichzeitig
erhohte Serumspiegel von Survivin auf, und es konnte eine signifikante Assoziation
zwischen beiden Parametern gezeigt werden. Allerdings wurde in der Studie nicht

zwischen zytoplasmatischem und nukledrem Survivin differenziert.
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Eine positive Expressionsrate fiir Survivin von 76,9 % konnten Satoh et al. in duktalen
Pankreasadenokarzinomen und intraduktalen papillir-muzindésen Neoplasien des
Pankreas zeigen. In dieser Studie war Survivin tiberwiegend zytoplasmatisch lokalisiert
[156]. Eine hohe Survivinexpression wurde durch Immunoblotting hdufiger in malignen
als benignen Tumoren beobachtet und korrelierte in Pankreasadenokarzinomen mit einem
reduzierten apoptotischen Index. Sarela et al. berichteten dhnlich hohe Expressionsraten
von Survivin in 88 % der untersuchten Gewebe. Die Farbung war auch hier iiberwiegend
zytoplasmatisch, wihrend nukledres Survivin nur in einigen wenigen Zellen detektiert
wurde [146]. Die gewichteten Scores der Survivinexpression zeigten einen hoheren
Proliferationsindex bei hoher Survivinexpression, aber auch einen signifikant hoheren
apoptotischen Index. Lee et al. konnten Survivin in 93,9 % der untersuchten
Gewebeproben immunhistochemisch nachweisen, ohne eine Differenzierung zwischen
nukledrem und zytoplasmatischem Survivin vorzunehmen [148]. Ein Nachteil dieser drei
initialen immunhistochemischen Untersuchungen war die geringe Patientenzahl (Satoh et
al.: 26 Patienten, Sarela et al.: 52 Patienten, Lee et al.: 49 Patienten) im Vergleich zu

unseren 236 Patienten.

Eine vergleichbar grole Kohorte von 306 Patienten mit duktalem Adenokarzinom des
Pankreas wurde im Jahr 2018 in China auf die Survivinexpression im Tumorgewebe
untersucht [158]. Die Expression von nukledrem Survivin konnte hier sowohl in
Tumorgewebe als auch in Normalgewebe demonstriert werden, mit einer signifikant
hoheren Expression in Karzinomen, basierend auf dem H-Score der
immunhistochemischen Féarbung. Es sollte in diesem Zusammenhang allerdings erwéhnt
werden, dass diese Studie entscheidende Variablen wie den Resektionsstatus, die
Perineuralscheideninvasion, die Neuauflage der UICC-Stadieneinteilung und die

neoadjuvante Therapie nicht in der multivariaten Analyse berticksichtigten.

Die Unterschiede zwischen der vorliegenden Studie und den vorhergehenden
Untersuchungen beziiglich der beobachteten Lokalisation von Survivin im Tumorgewebe
konnten moglicherweise auf die Sensitivitit der verwendeten Antikdrper zurlickzufiihren
sein, die sich in allen Studien unterschieden (diese Studie: Novus Biologicals; Dong et
al.: keine Angabe; Lee et al.: NeoMarkers; Satoh et al.: Alpha Diagnostic International;
Sarela et al.: Autogen Bioclear; Zhou et al.: CellSignaling Technology). Die differenzierte

Lokalisation von Survivin spielt allerdings eine entscheidende Rolle bei der Bewertung
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der Eignung dieses Proteins als Tumormarker, da zytoplasmatisches und nukledres

Survivin méglicherweise von unterschiedlicher biologischer Relevanz sind [118].

Allen Studien von Survivin im duktalen Adenokarzinom des Pankreas ist aber gemein,
dass sie eine im Vergleich zum Normalgewebe hohere Expression von Survivin im
Tumorgewebe demonstrieren konnten. In der vorliegenden Studie wurde aufgrund dieser
Beobachtung eine Korrelationsanalyse der Survivinexpression mit den klinisch-
pathologischen Parametern der Patienten durchgefiihrt. Hier zeigte sich eine signifikante
Korrelation von zytoplasmatischem Survivin mit einem fortgeschrittenen UICC-Stadium
(Abb. 7). Eine derartige Korrelation konnte in unserer Arbeitsgruppe u.a. bereits fiir das
Osophaguskarzinom [137] sowie fiir das follikulire [136] und medullire [134]
Schilddriisenarzinom nachgewiesen werden. Vergleichbare Ergebnisse finden sich auch
fiir das Magenkarzinom [159], Mammakarzinom [111] und das Nierenzellkarzinom
[160]. Eine Studie an Gewebeproben von Patienten mit Pankreaskarzinom konnte
allerdings keinen derartigen Zusammenhang finden, allerdings schreiben die Autoren

dieser Studie dies der vergleichsweise kleinen Studienkohorte von 80 Patienten zu [145].

Ein solcher Zusammenhang liefe sich so interpretieren, dass die Expression von Survivin
mit der Tumorprogression assoziiert ist. Im Umkehrschlul bedeutet dies: Ist die
Survivinexpression sehr hoch, liegt wahrscheinlich bereits ein fortgeschrittenes
Tumorstadium vor. Hierfiir sprechen auch die signifikant erhdhte Survivinexpression in
Lymphknotenmetastasen und die signifikanten Korrelationen zwischen der
Survivinexpression ~ mit der  synchronen  Fernmetastasierung  und  der

Perineuralscheideninvasion (Abb. 5 und 6, Tabelle 4).

4.2 Survivin als prognostischer Pridiktor fiir Patienten mit duktalem

Adenokarzinom des Pankreas

Eines der Hauptziele dieser Arbeit war es, die Wertigkeit von Survivin als prognostischen
Faktor fiir das Uberleben von Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas
zu beurteilen. Die Intention fiir diese Analyse ist ein trotz intensiver Forschungen
bestehender Mangel an zuverldssigen prognostischen Markern, die eine pradiktive
Aussage zum Uberleben der Patienten mit diesem Karzinom zulassen. Zahlreiche Studien
haben sich bis heute mit der Analyse von potenziellen Tumormarkern, insbesondere dem
carcinoembryonic antigen und carbohydrate antigen 19.9 [161, 162] befasst, jedoch gibt

es immer noch keinen eindeutigen Konsens zu der Zuverldssigkeit solcher Marker.
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In der vorliegenden Arbeit wurden zundchst in einer Analyse des Gesamtiiberlebens
solche Faktoren untersucht, die mdglicherweise als Indikator fiir das Uberleben der hier
betrachteten Patientenkohorte gesehen werden konnen. In der univariaten Analyse
korrelierten ein hohes Alter zum Zeitpunkt der Operation, das Vorhandensein von
tumorpositiven Schnittrandern nach der Resektion, das Auftreten von Fernmetastasen
sowie die Veneninvasion mit dem Gesamtiiberleben. In der multivariaten Analyse hielt
diese Korrelation fiir das Alter, den Resektionsstatus und die Veneninvasion stand
(Tabelle 6). Die hier beobachtete positive Korrelation zwischen RO-Resektionen und dem
Gesamtiiberleben ist im Einklang mit vorherigen Analysen von Einflussfaktoren auf das
5-Jahres-Uberleben nach kurativer Operation eines Pankreaskarzinoms [163-165]. Auch
die Korrelation zwischen einem kiirzeren Gesamtiiberleben und dem héheren Lebensalter

zum Zeitpunkt des kurativen Eingriffs wurde bereits beschrieben [166].

Um die mogliche Rolle von Survivin als prognostischen Faktor ndher zu beleuchten,
wurden in einer Subgruppenanalyse eventuell bestehende Korrelationen zwischen dem
Gesamtiiberleben und einer erhdhten Survivinexpression untersucht. Hierbei wurde
zwischen der nukledren und zytoplasmatischen Expression von Survivin differenziert.
Eine erhohte zytoplasmatische Survivinexpression in der Tumorinvasionsfront korrelierte
in der univariaten Analyse signifikant mit dem Gesamtiiberleben, und zwar in allen RO
reserzierten Patienten, in der Subgruppe der RO+MO-Patienten, in der Subgruppe der M0-
Patienten und in Patienten mit einem Pankreasschwanzkarzinom (Tabelle 7, Abb. 9 und
10). In der multivariaten Uberlebensanalyse konnten diese Ergebnisse nicht bestitigt
werden. Interessenterweise zeigte sich jedoch in der Subgruppe der
Pankreasschwanzkarzinome eine hohere nukleédre Survivinexpression im Tumorzentrum

als zusétzlicher negativ pradiktiver Wert flir das Gesamtiiberleben (Tabelle 8).

Die Assoziation einer erhohten Survivinexpression mit einer verringerten
Gesamtiiberlebensrate konnte bereits fiir andere Karzinomarten gezeigt werden, z. B. fiir
das Magenkarzinom [109], das medulldre Schilddriisenkarzinom [134] und das
kolorektale Karzinom [133]. Untersuchungen am Pankreaskarzinom konnten bisher nicht
immer eine solche Korrelation nachweisen. Lee et al. fanden keine signifikante
Korrelation zwischen der Uberlebensrate und der Survivinexpression, allerdings waren
in dieser Studie nahezu alle Gewebeproben positiv fiir Survivin, sodass Patienten mit
einer Survivinexpression mit nur drei Patienten ohne detektierbare Survivinexpression

verglichen wurden [148]. Im Gegensatz dazu fanden Dong et al. eine ldngere kumulative
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Uberlebensdauer von Patienten mit niedrigen Serum-Survivin im Vergleich zu solchen
mit erhohtem Survivin im Blut, sowie Patienten mit einer niedrigen Gewebeexpression

von Survivin im Vergleich zu solchen mit einer hohen Expression des Proteins [145].

Die Ergebnisse der Korrelationsanalyse der Survivinexpression mit dem
Gesamtiiberleben waren nur in der univariaten Analyse signifikant, und in der
multivariaten Analyse stellte sich Survivin nicht als unabhédngiger prognostischer Faktor
heraus. Die an die Analyse des Gesamtiiberlebens anschlieBende differenzierte
Betrachtung des krankheitsfreien Uberlebens konnte hingegen demonstrieren, dass eine
hohe nukledre Survivinexpression ein geeigneter prognostischer Faktor ist (Tabelle 9,
Abb. 11). In der univariaten Analyse korrelierte die nukledre Survivinexpression sowohl
im Tumorzentrum als auch der Tumorinvasionsfront signifikant mit dem krankheitsfreien
Uberleben, ebenso wie die Resektion mit tumorfreien Schnittriindern (RO) (Tabelle 6).
Die multivariate Analyse bestétigte nukledres Survivin im Tumorzentrum sowie das
Vorhandensein tumorpositiver Resektionsrdnder (R1) als ungiinstige prognostische
Faktoren fiir das krankheitsfreie Uberleben. Im Umkehrschluss bedeutet das, dass je
hoher die nukledre Survivinexpression im Tumorzentrum ist, desto wahrscheinlicher
entwickelt ein Patient mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas Metastasen oder
Rezidive nach der Operation. Eine derartige negative Korrelation zwischen einer hohen
nukledren Survivinexpression und dem krankheitsfreien Uberleben wurde bereits fiir

andere Karzinomarten berichtet.

Marioni et al. konnten anhand immunhistochemischer Untersuchungen der nukleédren
Survivinexpression in Gewebeproben von Patienten mit einem Larynxkarzinom
demonstrieren, dass eine hohe Expression von Survivin im Zellkern mit einer kiirzeren

krankheitsfreien Uberlebensdauer assoziiert war [167].

Hu et al. analysierten die nukledre Survivinexpression in nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom und beobachteten in der wunivariaten und multivariaten
Uberlebensanalyse einen signifikanten negativen Zusammenhang zwischen einer hohen

Survivinexpression und dem krankheitsfreien Uberleben [168].

Skagias et al. quantifizierten sowohl nukledres als auch zytoplasmatisches Survivin in
Urothelkarzinomproben und fanden neben dem Tumorgrad und -stadium eine signifikant

erhohte Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs bei hoher nukledrer Survivinexpression [169].
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Im Gegensatz dazu konnte fiir andere Karzinomarten kein signifikanter Zusammenhang
zwischen nukleirem Survivin und dem Gesamt- oder krankheitsfreien Uberleben
hergestellt werden. Cohen et al. zeigten anhand von Survivinfirbungen von
Gewebeproben von Patienten mit einem Ovarialkarzinom zwar die Wertigkeit von
Survivin als prognostischen Marker fiir verschiedenste Parameter wie Tumorstadium,
Histologie, und einer vorliegenden p53-Mutation auf, fanden aber keinen signifikanten
Zusammenhang mit der Uberlebensrate [170]. Die prognostische Eignung von nukleirem
Survivin als Tumormarker muss demzufolge differenziert bewertet werden und hingt

moglicherweise von der Karzinomart ab.

Entsprechend unseren Ergebnissen besteht eine solche signifikante, negative Korrelation
zwischen einer hohen Survivinexpression und dem krankheitsfreien Uberleben
anscheinend ausschlieBlich fiir nukledres Survivin, nicht aber fiir zytoplasmatisches
Survivin [169, 171]. Bei dieser Schlussfolgerung muss aber beriicksichtigt werden, dass
viele Studien nicht zwischen beiden Lokalisationen differenzieren und die

Gesamtexpression darstellen [145].

Bei der Bewertung dieser Unterschiede zwischen den Analysen des krankheitsfreien und
Gesamtiiberlebens bleibt auferdem zu beachten, dass das krankheitsfreie Uberleben nicht
immer zuverldssig mit dem Gesamtiiberleben korreliert. In einer Metaanalyse von 12
randomisierten klinischen Studien mit insgesamt 4,888 Pankreaskarzinompatienten
konnte nur eine schwache Korrelation zwischen dem individuellen krankheitsfreien und
Gesamtiiberleben festgestellt werden, und eine nur moderate Korrelation zwischen beiden

Uberlebensanalysen bei einer Betrachtung der gesamten Studienpopulation [172].

4.3 Bedeutung in der Perineuralscheideninvasion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hohe Survivinexpression im
Tumorzentrum und in der Tumorinvasionsfront mit einer Perineuralscheideninvasion
assoziiert waren (Abb. 8). FEin derartiger Zusammenhang zwischen der
Survivinexpression im Pankreaskarzinom und der Priasenz von
Perineuralscheideninvasionen ist im Einklang mit vorherigen Studien. Sowohl Dong et
al. [145] als auch Ren et al. [ 157] berichteten von einer signifikanten Korrelation erhohter
Survivinlevel im Blut von Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas
mit dem Auftreten einer perineuralen Invasion. Ebenso wurde eine hohere

Gewebeexpression von Survivin in Patienten mit einer Perineuralscheideninvasion
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beobachtet [145]. Lee et al. identifizierten ebenfalls ein signifikant hdufigeres Auftreten
einer Perineuralscheideninvasion in Patienten mit Survivin-positiven Gewebeproben

[148].

Die neurale Invasion ist eine fiir das Pankreaskarzinom typische Metastasierung, und die
perineurale Invasion wird zur Prognose des Rezidivrisikos von Patienten nach der
Resektion herangezogen [173]. Die Korrelation einer erhdhten Survivinexpression mit
dem Auftreten der Perineuralscheideninvasion unterstreicht die potenzielle Rolle dieses
Proteins in der Onkogenese des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas und konnte

Survivin zu einem geeigneten Marker fiir die Diagnose derartiger Metastasen machen.

4.4 Inhibition von Survivin als Therapie des duktalen Pankreasadenokarzinoms

Der Fokus dieser Studie lag auf einer Expressionsanalyse von Survivin in Gewebeproben
von Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas. Die beobachtete
Uberexpression dieses Proteins und Assoziation mit einem fortgeschrittenen, invasiven
und metastasierten Tumorphénotyp stellen erste Hinweise fiir eine Rolle von Survivin in
der Onkogenese des Pankreaskarzinoms dar. Mechanistische Studien der Auswirkungen
einer Survivininhibition in dieser Karzinomart konnten in Zukunft interessante

Anbhaltspunkte zur Wirksamkeit einer Zieltherapie mit diesem Protein liefern.

Derartige Studien wurden bereits in vitro an Pankreaskarzinom-Zelllinien durchgefiihrt
und scheinen erste Indizien fiir einen therapeutischen Ansatz liefern zu konnen. Der
Knockdown von Survivin mittels siRNA in AsPC-1-Zellen fiihrte zu einer gesteigerten
Sensitivitidt dieser Zellen gegeniiber einer Bestrahlung [174, 175]. Ein derartiger
Knockdown von Survivin in PC-2-Zellen in Kombination mit einer Radiotherapie erhdhte
den Anteil an apoptotischen Zellen [176]. Die Antagonisierung von Survivin durch den
Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden fiihrte zu einer erhdohten TRAIL-induzierten
Apoptose der MiaPaCa2-Tumorzellen [177]. Eine verminderte Expression von Survivin
durch Transfektion der PANC-1- and BxPC3-Zellen mit einem Survivin-siRNA-Plasmid
resultierte in spontaner Apoptose, Zellzyklusarrest, verringertem Zellwachstum und einer
héheren Sensitivitit gegeniiber einer Chemotherapie mit Gemcitabin [178]. Ahnliche
Beobachtungen einer erhohten Apoptoserate und eines inhibierten Zellwachstums
wurden in PANC-1-Zellen gemacht, die durch Transfektion mit einem Survivin-mRNA-
spezifischen DNAzym eine verminderte Survivinexpression aufwiesen [179]. Shen et al.

konnten sowohl in vitro als auch in vivo zeigen, dass Transfektion von
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Pankreaskarzinomzellen mit einem gegen Survivin gerichteten Small-hairpin-RNA-
Vektor zu einer verminderten Proliferation und einem verringerten Zell- bzw.
Tumorwachstum in Patu8988-Zellen und BALB/c-Méusen fiihrt [180]. Ein derartiger
Knockdown erscheint besonders vielversprechend bei gleichzeitiger Inhibition der
Expression mehrerer IAPs, insbesondere Survivin und XIAP in Anbetracht ihrer

synergistischen Regulation der Apoptose [181].

Ein anderer Ansatz, der in einem Pankreaskarzinompatienten eine vollstindige, wenn
auch voriibergehende, Remission erzielen konnte, ist die Impfung mit Survivin-basierten
Peptiden, allerdings ist dies der einzige bisher beschriebene Erfolg einer solchen Therapie
[182]. Nichtdestotrotz fiihrte ein vergleichbarer Einsatz einer Survivin-Vaccination in
Kombination mit einer Gemcitabin-basierten Chemotherapie zu einer verringerten

Tumor-Immuntoleranz in C57BL/6-Mausen [183].

Zusammenfassend erscheint eine Inhibition der Survivinexpression im Pankreaskarzinom
besonders zielfiihrend fiir die Verbesserung der Sensitivitdt gegeniiber konservativen
Behandlungsmethoden wie der Radio- und Chemotherapie. Es wird deutlich, dass der
Einsatz multimodaler Therapien sich als vielversprechender Ansatz fiir eine verbesserte
Prognose fiir Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas
herauskristallisiert, und Survivin kdnnte sich als wichtiges Zielprotein im Rahmen einer

solchen Therapie anbieten.

49



Schlussfolgerung

5 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Survivin in Gewebeproben von 236
Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas immunhistochemisch
untersucht. Weiterhin wurde die Expression quantitativ kategorisiert und mit klinisch-

pathologischen Parametern und dem Uberleben korreliert.

Eine Uberexpression von Survivin konnte sowohl im Blut als auch im Tumorgewebe von
Pankreaskarzinompatienten bereits demonstriert werden, jedoch wurden die meisten
Studien an einer vergleichsweise kleinen Studienkohorte durchgefiihrt und es wurde
meistens nicht zwischen der zytoplasmatischen und der nukledren Lokalisation von
Survivin  unterschieden.  AuBlerdem  widersprechen sich  die  bisherigen

Korrelationsanalysen von Survivin mit dem Tumorstadium.

Es konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse gezeigt werden, dass Survivin sowohl auf
nukledrer als auch auf zytoplasmatischer Ebene in Gewebeproben von Patienten mit
einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas iiberexprimiert ist. Dies traf sowohl auf das
Tumorzentrum als auch auf die Tumorinvasionsfront und Lymphknotenmetastasen im
Vergleich zu nicht-neoplastischem Pankreasgewebe zu. Ebenso korrelierte eine hohe
zytoplasmatische Survivinexpression signifikant mit einem fortgeschrittenen UICC-

Tumorstadium und mit dem Auftreten einer Perineuralscheideninvasion.

Unabhiingige prognostische Faktoren fiir die kumulative Uberlebensrate waren in der
univariaten Analyse das Patientenalter zum Operationszeitpunkt, der Resektionsstatus
und die mikroskopische Veneninvasion sowie die Fernmetastasierung. In der
multivariaten Uberlebensanalyse konnte das Alter, die Veneninvasion sowie der
Resektionsstatus als prognostische Faktoren bestitigt werden. Die Wertigkeit von
zytoplasmatischem Survivin als prognostischer Faktor im duktalen Adenokarzinom des
Pankreas konnte in der univariaten Analyse des Gesamtiiberlebens in der Subgruppe der
RO-Resektionen, in der Subgruppe der MO-Patienten, in der Subgruppe der RO+MO-
Patienten sowie in Patienten mit Pankreasschwanzkarzinomen bestdtigt werden. In der
multivariaten Subgruppenanalyse zeigte sich eine hohe nukledre Survivinexpression im

Tumorzentrum als prognostisch relevanter Faktor.

In der multivariaten Analyse des Gesamtiiberlebens war Survivin hingegen kein
unabhingiger prognostischer Faktor. Im Gegensatz dazu zeigte eine Untersuchung des

krankheitsfreien Uberlebens sowohl in der univariaten als auch der multivariaten Analyse
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Schlussfolgerung

einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen einer hohen nukleédren

Survivinexpression im Tumorzentrum und der krankheitsfreien Uberlebensdauer.

Zudem unterstreichen die signifikanten Korrelationen zwischen der Survivinexpression
mit dem  Tumorstadium, der synchronen Fernmetastasierung und der
Perineuralscheideninvasion eine potenzielle Rolle von Survivin in der Onkogenese dieses
Karzinoms. Eine erh6hte Expression von Survivin konnte also auf ein fortgeschrittenes
Tumorstadium und invasivem Phénotyp hinweisen. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen,
dass Survivin in Kombination mit einer multimodalen Therapie als Zielstruktur in der
Therapie des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas zukiinftig eine zunehmende Rolle

spielen konnte.
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