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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom gehort zu den menschlichen Tumoren mit der insgesamt
schlechtesten Prognose aller gastrointestinalen Karzinome. Aufgrund der begrenzten
Moglichkeiten frithzeitig kurativ operable Patienten im Sinne eines Screenings zu
erfassen und dem Fehlen charakteristischer Frithsymptome, liegt die mediane
Uberlebenszeit zum Zeitpunkt der Diagnose in den meisten Fillen bei weniger als 6
Monaten. Bisherige Versuche, eine addquate Therapie mit kurativem Ansatz zu erzeugen,
haben zu keiner deutlichen Verbesserung der Prognose gefiihrt. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit neue Prognosefaktoren zu identifizieren. In der vorliegenden Studie
wurde das humane Homolog des Drosophila lethal giant larvae (Igl)
Tumorsuppressorgens Hugl-1 erstmalig auf seine Fahigkeit als Prognosefaktor beim
Pankreaskarzinom untersucht, nachdem es bereits mit klinischen Verldufen anderer
Tumoren korreliert wurde. Hierzu wurden retrospektiv Resektionspriparate von 97
Patienten mit chirurgisch behandeltem Pankreaskarzinom immunhistochemisch nach
einem Standardprotokoll aufbereitet und hinsichtlich der Hugl-1 Expression im Vergleich
mit Normalgewebe untersucht. Die Auswertung der immunhistochemischen Férbung
erfolgte semiquantitativ anhand von 4 Expressionsgraden: negativ (0), schwach (1),
medium (2) und stark (3). Die Ergebnisse wurden mit den klinisch pathologischen
Parametern und mit dem Uberleben der Patienten korreliert. Der Beobachtungszeitraum
betrug im Mittel 17 +/- 16 Monate. Im Ergebnis zeigte sich in normalem und
entziindlichen Pankreasgewebe eine gleichmifBige mittlere bis starke Férbung aller
epithelialen Gangstrukturen inclusive benachbarter Ganglionzellen und angrenzendem
Driisengewebe (Azinuszellen). Die endokrinen Inselzellen zeigten sich hingegen in ihrer
Farbeeigenschaft schwach positiv. Aus den uns vorliegenden Tumorproben, gingen 69
als Hugl-1 negativ und 28 als Hugl-1 positiv hervor. Alle erhobenen klinischen und
experimentellen Daten wurden univariat mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven im
Hinblick auf das Uberleben analysiert. Eine Korrelation der Hugl-1 Expression mit
klinischen Variablen wie Alter, Geschlecht, T, N, UICC Staging und Grading konnte
nicht festgestellt werden. Es zeigte sich hingegen ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Hugl-1 Expression und dem Uberleben der Patienten, insbesondere jener,
welche bereits mehr als 12 Monate iiberlebt hatten (p=0.0241). Auch fiir die Anwesenheit
von Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnose konnte ein schwacher Einfluss auf das
Uberleben bewiesen werden (p=0.0474). Andere Parameter wie T, N, UICC Staging,
Grading, Geschlecht und Alter, blieben in ihrer Korrelation mit dem Uberleben
unauffillig. In einem multivariaten Cox-Modell erreichte nur die Hugl-1 Expression die
Eingangsgrenzen. Schlussfolgernd beweisen die Ergebnisse dieser Studie, dass sich eine
fortbestehende Hugl-1 Expression im Verlauf der Genese des Pankreaskarzinoms
signifikant positiv auf das Langzeitiiberleben der Patienten auswirkt.

Somit konnte Hugl-1 als prognostisch relevanter Marker fiir das Pankreaskarzinom
identifiziert werden.



Zusammenfassung

Abstract

Pancreatic cancer is one of the human tumors with the worst prognosis of all
gastrointestinal carcinomas. Due to the limited possibilities to detect early curative
operable patients in the sense of screenings and the lack of characteristic early symptoms,
the median survival time at the time of diagnosis is in most cases less than 6 months.
Previous attempts to generate an adequate therapy with a curative approach have not led
to a significant improvement in the prognosis. Hence the need to identify new prognostic
factors. In the present study, the human homologue of the Drosophila lethal giant larvae
(Igl) tumor suppressor gene Hugl-1 was examined for the first time for its ability as a
prognostic factor in pancreatic cancer, after it was already correlated with clinical course
of other tumors. For this purpose, retrospective resection preparations of 97 patients with
surgically treated pancreatic carcinoma were immunohistochemically processed
according to a standard protocol and examined with regard to Hugl-1 expression in
comparison with normal tissue. Immunohistochemical staining was evaluated
semiquantitatively using 4 expression levels: negative (0), weak (1), medium (2) and
strong (3). Results were correlated with clinical pathological parameters and patient
survival. The average observation period was 17 +/- 16 months. As a result, normal and
inflammatory pancreatic tissue showed a uniform medium to strong staining of all
epithelial gait structures including adjacent ganglion cells and adjacent glandular tissue
(acinar cells). Endocrine islet cells, on the other hand, showed weak positive staining
properties. From the available tumor samples, 69 were Hugl-1 negative and 28 Hugl-1
positive. All collected clinical and experimental data were univariate analyzed with the
help of Kaplan-Meier curves with regard to survival. A correlation of Hugl-1 expression
with clinical variables such as age, gender, T, N, UICC staging and grading could not be
determined. In contrast, there was a significant correlation between the Hugl-1 expression
and the survival of patients, especially those who had already survived for more than 12
months (p=0.0241). Also for the presence of distant metastases at the time of diagnosis a
weak influence on survival could be proven (p=0.0474). Other parameters such as T, N,
UICC staging, grading, sex and age, remained unremarkable in their correlation with
survival. In a multivariate Cox model, only Hugl-1 expression reached the entry limits.
In conclusion, the results of this study prove that continued Hugl-1 expression during the
genesis of pancreatic cancer has a significant positive effect on long-term survival.
Thus, Hugl-1 could be identified as a prognostically relevant marker for pancreatic
cancer.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Pankreaskarzinoms

Eine Krebserkrankung der Bauchspeicheldriise macht, gemessen an allen Krebsarten in
Deutschland 2018, bei Frauen 3.9 % und bei Ménnern 3.7 % aus. Im Vergleich zu anderen
Krebsarten liegt die Erkrankungshiufigkeit fiir beide Geschlechter im oberen Drittel aller
Tumorarten (1). Ménner haben ein geringfiigig hoheres Risiko, im Leben an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken, als Frauen. Das Lebenszeitrisiko fiir eine Erkrankung

liegt bei ihnen bei 1.8 %, fiir Frauen bei 1.7 % (1).

Hierbei gilt das duktale Adenokarzinom als eine der bosartigsten und aggressivsten Neo-
plasien der Bauchspeicheldriise. Es ist, einschlieBlich seiner Varianten, mit etwa 90 %
der haufigste maligne Tumor des Pankreas und reprédsentiert den Grofteil der 95 % aller
Pankreaskarzinome, die vom exokrinen Anteil der Bauchspeicheldriise ausgehen (1, 2,
4). Mit tiber 19685 Neuerkrankungen im Jahr 2019 zdhlt es zu den zehn héufigsten
Tumorarten in Deutschland und macht mit 8.7 % aller Krebstodesfalle bei Frauen sowie
7.4 % bei Ménnern inzwischen die vierthdufigste Krebstodesursache aus (1). Weltweit
wurden im Jahr 2020 fiir beide Geschlechter 499.773 Neuerkrankungen und 466.003
Todesfille im Zusammenhang mit dem Pankreaskarzinom registriert; diese machen 2.7

% aller evaluierten Krebstodesfalle aus (3).

Zwischen 1999 und 2018/2019 stieg die Zahl der Neuerkrankungen und der Sterbefille
im Gesamten stetig an (+ 2-3 % pro Jahr), wobei sich erstaunlicherweise bei den Frauen
zwischen 2016/2017 im Bereich der Neuerkrankungen eine schwach abfallende Inzidenz
zeigte, wohingegen die Sterbehdufigkeit flir beide Geschlechter gleichgeblieben ist.
Prospektiv soll sich der Verlauf der Neuerkrankungsrate fiir Ménner bis zum Jahr 2022

fortsetzen, fiir Frauen hingegen wieder ansteigen (1).

Bauchspeicheldriisenkrebs gilt als eine Erkrankung des hoheren Lebensalters, er tritt
selten vor dem 45. Lebensjahr auf. Von da an nimmt das Erkrankungsrisiko stetig zu. Das
mittlere Erkrankungsalter bei Frauen liegt bei 76 Jahren und das der Ménner bei 72 Jahren
(1). Betrachtet man die altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten, stellt man

fest, dass sie seit Ende der 1990er Jahre bei beiden Geschlechtern weitgehend konstant

1
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und etwa gleich hoch sind, wobei man sehen kann, dass die Inzidenz von 1999 — 2019
stetig gestiegen ist (1).

Aufgrund spét auftretender Symptome wird das Pankreaskarzinom groftenteils erst in
weit fortgeschrittenem Stadium diagnostiziert. Ein aggressives Wachstum, eine friih-
zeitige Metastasierung, insbesondere in die Lymphspalten und ein nur geringes An-
sprechen gegentiber fast allen adjuvanten Therapieformen kommen erschwerend hinzu
(4). Entsprechend liegt die mediane Uberlebenszeit nach Diagnosestellung bei < 6
Monaten; als absolute (bzw. relative) 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland werden fiir
Frauen 8 % (10 %) und fir Ménner 9 % (10 %) angegeben, fiir die 10-Jahres-
Uberlebensrate 6 % (7 %) fiir Frauen und 6 % (8 %) fiir Ménner (1). Damit liegt das
Pankreaskarzinom in einer synoptischen Darstellung der Prognose der gangigsten gut 30
Tumorarten auf dem vorletzten Platz; nur das maligne Mesotheliom schneidet noch

schlechter ab (1).

1.2 Risikofaktoren

Zu den gesicherten Risikofaktoren fiir das Pankreaskarzinom zdhlen neben dem
Lebensalter vor allem das Rauchen, Alkoholabusus und Adipositas (BMI > 30) (4). Als
begiinstigend fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms werden zudem noch
chronische Pankreatitiden, Diabetes mellitus und hereditdre Faktoren angenommen. In
kontroverser Diskussion stehen Faktoren wie berufsbedingte Expositionen gegeniiber
bestimmten Stoffen, Erndhrung und Umwelteinfliisse, hierzu ist die aktuelle Datenlage

jedoch nicht ausreichend (4, 5).

Das Rauchen wurde schon frithzeitig mit der Entstehung des Pankreaskarzinoms in
Verbindung gebracht. Im Rahmen einer Tierstudie mit Ratten fand man 1988 heraus, dass
tabakspezifische Nitrosamine (TSNA), welche den Tieren iiber das Trinkwasser
verabreicht wurden, Bauchspeicheldriisenkrebs verursachen kdnnen (6). TSNA finden
sich neben Nikotin und polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen im Tabak
handelsiiblicher Rauchwaren. Uber die Blutbahn gelangen sie in die Bauchspeicheldriise
und fiithren dort zu gentoxischen Reaktionen (7). In verschiedenen Kohorten- und Fall-
Kontroll-Studien konnte gezeigt werden, dass jeglicher Tabakkonsum in Form von

Zigaretten- oder Zigarrenrauchen das Risiko, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken,
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verdoppelt. Sogar bei Passivrauchern konnte ein Zusammenhang mit dem
Pankreaskarzinomrisiko festgestellt werden (4).

Auch die familidre Form des Pankreaskarzinoms erhoht das Risiko einer Erkrankung je
nach Anzahl der betroffenen Familienmitglieder. Dies trifft vorwiegend auf Familien-
angehorige ersten Grades zu. Bei einem erkrankten Angehdrigen ersten Grades ist das
Risiko, selber zu erkranken, 2-fach erhoht. Hat der Verwandte zum Zeitpunkt seiner
Erkrankung das 60 Lebensalter noch nicht iiberschritten, erhéht sich das eigene
Erkrankungsrisiko um das 3-fache im Vergleich zur Normalbevolkerung. Erkranken zwei
Verwandte ersten Grades, betrdgt das Lebenszeitrisiko fiir eine Erkrankung sogar 8 % (4,

8).

Weiterhin gilt die chronische Pankreatitis, unabhingig ihrer Atiologie, ebenfalls als
Risikofaktor fiir das Pankreaskarzinom. Je ldnger die Pankreatitis besteht, steigt das
Risiko in der Zukunft an einem Pankreaskarzinom zu erkranken (4, 9, 10, 11). Im
Vergleich mit anderen Pankreatitiden konnte festgestellt werden, dass besonders die
hereditdre Pankreatitis ein erhdhtes Pankreaskrebsrisiko birgt. Das Erkrankungsrisiko
liegt hier sogar bei 40 — 44 % (12, 13). Von den Patienten mit hereditdrer Pankreatitis
neigen insbesondere Raucher dazu, ein Pankreaskarzinom zu entwickeln (14). Trotz
verschiedener wissenschaftlicher Betrachtungsweisen konnte eine Haufung bei Diabetes
mellitus in vielen Studien belegt werden. Hierbei war das Erkrankungsrisiko beim Typ I
und Typ II Diabetes im Vergleich zur Normalbevdlkerung jeweils 2-fach erhoht. (15, 16,
17).

Nur ein geringer Anteil der Pankreaskarzinome lassen sich auf hereditire Faktoren
zuriickfiihren (18, 19). Hierzu zdhlen das Peutz-Jeghers Syndrom, das hereditire non-
polypdse kolorektale Karzinom (HNPCC), das familidre Syndrom mit multiplen
dysplastischen Nivi und Melanomen (FAMMM) und das hereditire Brust- und Ovarial-
karzinom; sie alle gelten als Hochrisikofaktoren (20). Fiihrend ist hier das Peutz-Jeghers
Syndrom, welches mit einer Morbiditdt an Pankreaskarzinomen von annidhernd der Hélfte

der Fille einhergeht (21).
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1.3 Pathogenese

Als Ausgangspunkt der Karzinogenese der duktalen Adenokarzinome werden die Zellen
angesehen, die die Ausfiihrungsgédnge des exokrinen Pankreas auskleiden. Hierbei gibt es
groBe Ahnlichkeit zur molekularen Pathogenese des kolorektalen Karzinoms, welches
sich wie das duktale Adenokarzinom des Pankreas schrittweise iiber einen ldngeren
Zeitraum, ausgehend von Normalgewebe iiber Hyperplasie und Dysplasie, zum invasiven
Karzinom entwickelt (22, 23). Histopathologisch lassen sich folgende Krebsvorldufer-
lasionen unterscheiden. Muzinds-zystische Neoplasien (MCN), intraduktale papilldre
muzindse Neoplasien (IPMN) und pankreatische intraepitheliale Neoplasien (PanIN),
welche am haufigsten vorkommen (23, 24). Basierend auf Genmutationen, welche im
Verlauf der neoplastischen Gewebeverdnderungen auftreten, wurde ein Tumor-
progressionsmodell fiir das Pankreaskarzinom aufgestellt. Dieses zeigt die dreistufige
Entwicklung von normalem Gangepithel zum Carcinoma in situ (PanIN-1 -PanIN-3),
sowie in diesem Verlauf die zunehmende genomische Instabilitdt durch die Aktivierung
von Onkogenen (KRAS, HER2/neu) und das Abschalten von Tumorsuppressorgenen
(pl16, p53, DPC4, BRCA2) (25).

Als Verdnderungen der Gangepithelien werden hyper- und metaplastische Zell-
verdanderungen, insbesondere die papilliren epithelialen Hyperplasien, beschrieben,
welche héufig mit einem infiltrierenden Pankreaskarzinom assoziiert sind. Epithel-
verdnderungen dieser Art konnen seit 2000 histologisch als intraepitheliale Neoplasien
klassifiziert werden. Hierbei unterscheidet man anhand morphologischer und zelluldrer
Anderungen drei Kategorien: die flache duktale hyperplastische Lision PanIN-1A, die
papillare duktale Hyperplasie ohne Atypien PanIN-1B, die papillire hyperplastische
Lision mit Zellatypien und low-grade Dysplasien PanIN-2 bzw. mit schweren Dysplasien
PanIN-3, welche bereits als Hoch-Risiko-Léasion anzusehen ist und als Carcinoma in situ
bezeichnet werden kann, da sie neben dem Grad der Dysplasie ein dhnliches Muster

genetischer Mutationen aufweist wie bereits manifeste invasive Karzinome (25, 26).

Auf dem Weg zum Karzinom finden schon in der frithen Entstehungsphase verschiedene
genetische Mutationen statt. Neben chromosomalen Verdnderungen, Genamplifikationen
und Telomerverkiirzungen steht die Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen im Mittelpunkt der Karzinogenese. Zusammengefasst und

um Aspekte zur Epithel-Stroma-Beziehung ergénzt wurde der Sachstand dazu aktuell

4
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2022 von Wood et al. (23). Insgesamt sind bereits recht viele Onkogene identifiziert
worden, deren Aktivierung in der Pathogenese des Pankreaskarzinoms vorliegen kann
(KRAS, TP53, CDKNA2A [pl6], SMAD4, MLL3, TGFBR2, ARID1A, SF3B1, EPC1,
ARID2, ATM, ZIM2, MAP2K4, NALCN, SLC16A4, MAGEA®), ebenso eine Reihe von
Tumorsuppressorgenen, deren Ausfall beschrieben ist, darunter DPC4, LKB1, INK4a
oder MKK4 (25). Im Folgenden soll nur auf einzelne dieser genetischen Verdanderungen

eingegangen werden.

1. Punktmutationen des Onkogens KRAS und Uberexpression von HER2/neu

Verglichen mit einem zelluldren Schalter, steht KRAS im Mittelpunkt vieler
intrazelluldrer Signaltransduktionswege, welche malgeblich an der Regulation von
Wachstums- und Differenzierungsprozessen beteiligt sind (27, 28). In seiner Funktion als
membranstindiges GTP-bindendes Protein liegt es entweder aktiv als RasG oder inaktiv
als Ras vor. Durch Ubertragung von Phosphatgruppen auf andere Proteine greift es
wachstumsstimulierend in den Zyklus der Zellen ein. Kommt es durch Punktmutationen
zum Verlust der GTPase-Aktivitit, verliert KRAS die Féhigkeit sich abzuschalten, was
zu einem andauernden Signalaustausch fithrt. KRAS-Alterationen haben sich als
spezifisch fiir maligne Tumoren herausgestellt, wobei sich ihre Lokalisation fast
ausschlieBlich auf Codon 12 begrenzt. Thr sporadisches Auftreten in gesundem Gewebe
und benignen Prozessen kommt vor. In frithen Neoplasien PanIN-1A und PanIN-1B
findet man sie zu ungeféhr 30 % und in fortgeschrittenen Adenokarzinomen zu fast 100
%. (29, 30) Zusammen mit der Uberexpression von HER2/neu, einem epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor aus der Familie der humanen EGFR, gelten KRAS-Mutationen
als frithes Ereignis der Karzinogenese. Das Membranprotein HER2/neu stimuliert unter
Ausnutzung des RAS-MAP-Kinase-Weg die Zellproliferation und hemmt den
natiirlichen Zelltod (Apoptose) (30, 31).

2. Inaktivierung der Tumorsuppressorgene pl16, p53, DCP4 und BRCA1/2

pl6

Das Tumorsuppressorgen pl6 (CDKN2A) gehort der Familie der CDK-Inhibitoren
(Cyklin-D-Komplex-Inhibitoren) an. Es dient der Regulation der Expression des
CDK4/6-Komplexes, welcher im Zellzyklus beim Ubergang von der Gi-Phase in die S-

Phase eine groe Rolle spielt. Verliert p16 seine Funktion, kommt es ohne zusétzliche
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Wachstumsfaktoren zu uneingeschrinkter Zellproliferation. Studien zeigten, dass
Mutationen des CDKN2A-Gens in etwa 41.9 % aller Pankreaskarzinome zu finden sind
(32). Zusétzlich ist ein Funktionsverlust von p16 hiufig mit der Mutation von KRAS
assoziiert. (30) Tumoren mit p16-Inaktivierung gelten biologisch als besonders aggressiv,

da sie bereits in PanIN-2 Lisionen vorkommen (33).

pS3

Als ,,Wichter des Genoms* reguliert das Tumorsuppressorgen p53 die Zellproliferation,
indem es bei Schidigung der DNA den Zellzyklus am Ubergang zur S- und zur G2/M-
Phase durch Expression regulatorischer Gene stoppt. Die Zelle erhidlt dadurch die
Moglichkeit, die Schiaden an der DNA zu beheben. Bei irreparabler Schiadigung kann
durch p53 die Apoptose eingeleitet werden. Mutationen des p53 Gens lassen sich in einer
Vielzahl humaner Malignome finden (34). Etwa 75 % aller Pankreaskarzinome zeigen
eine Inaktivierung von p53 (30). Diese treten in der Regel erst in fortgeschrittenen Stadien
des duktalen Pankreaskarzinoms auf, man findet sie aber auch gehiuft in PanIN 3

Lasionen.

DPC4 (Smad4)

Die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens DPC4 findet erst in spéteren Stadien der
neoplastischen Transformation (PanIN-3) zum invasiven Karzinom statt. DPC4 gehort zu
den héufigsten inaktivierten Tumorsuppressorgenen in Pankreaskarzinomen. Sein Gen-
produkt Smad4 ist Bestandteil der TGF-B-Signaltransduktionskaskade und ist dort an der
Transkription und Wachstumsregulation der Zellen beteiligt (35). Nach einer Studie von
McCarthy et al. konnte in 55 % der invasiven Pankreaskarzinome eine Inaktivierung von
DPC4 festgestellt werden (36). Eine Beeintrachtigung der Smad4-Expression ist nicht
organspezifisch, da es auch in anderen Tumorentititen vorkommt. Als diagnostischer
Marker ldsst sich Smad4 im immunhistochemischen Praparat nachweisen, dort ist es bei
fortgeschrittenen Lasionen zum Teil nicht mehr nachweisbar und kann so Hinweise auf

die Schwere der Erkrankung geben (37).

BRCA1/2

Auch Mutationen des Tumorsuppressorgens BRCA1/2 stehen pradisponierend fiir ein
hoheres Risiko im Leben an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, insbesondere beim
Vorliegen einer familidren Vorgeschichte. In diesen Féllen sollte eine
Keimbahndiagnostik erfolgen, damit bei positivem Ergebnis mit einer Platin-basierten
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Erstlinientherapie leitliniengerecht und erhaltungstherapeutisch interveniert werden kann

(4).

1.4 Klinische Symptomatik

Die Entstehung eines Pankreaskarzinoms verlduft fiir gewohnlich lange klinisch stumm.
Es wird oft erst erkannt, wenn es bereits fortgeschritten und metastasiert ist, was sich
nachteilig auf therapeutische Moglichkeiten auswirkt. Als nicht charakteristisch zeigen
sich Symptome wie Oberbauch- und giirtelformige Riickenschmerzen, Gewichtsverlust,
Leistungsminderung, Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe. Ein schmerzloser Ikterus mit
generalisiertem Pruritus, hellem Stuhl und Steatorrhoe kann als Frithsymptom einer
Obstruktion der ableitenden Gallenwege auftreten und ist in der Regel typisch fiir
Pankreaskopf- und Papillenkarzinome. Etwa ein Drittel der Patienten mit Pankreaskopf-
karzinom zeigen eine tastbar vergroBerte Gallenblase (Zeichen nach Courvoisier) als
Folge o.g. Obstruktion. Tritt ein Ikterus bei Karzinomen des Pankreaskorpus oder des
Pankreasschwanzes auf, liegen héaufig bereits Lymphknotenmetastasen vor. Inappetenz,
Aszitesentwicklung und rezidivierende Thrombosen zdhlen zu den Spitsymptomen (2,
38). Das Auftreten eines Diabetes mellitus ohne erklarbare Ursache kann ebenfalls auf
einen Tumor der Bauchspeicheldriise hinweisen, insbesondere dann, wenn er nach der 6.

Lebensdekade auftritt und keine klassischen Risikofaktoren vorliegen (39).

1.5 Diagnose und Staging

Das Fehlen charakteristischer Friihsymptome und geeigneter Screening-Methoden
erschweren die zeitnahe Diagnose erheblich.

In der Primdr-Diagnostik kommen verschiedene bildgebende Verfahren zur Anwendung.
Zur Abkldrung einer Verdachtsdiagnose hat sich ein initiales Screening mit Ober-
bauchsonografie als geeignet erwiesen (40). Die Sensitivitdt und Spezifitit dieser Unter-
suchungsmethode schwankt jedoch mit der GroBBe des Tumors (41), der Erfahrung des
Untersuchers (42) und den technischen Mdglichkeiten der eingesetzten Sonografie-
Gerdate. Weiterhin gelten als Verfahren der ersten Wahl die Endosonografie, die
Multidetektor-CT-Untersuchung sowie die MRT in Kombination mit der MRCP (4). Die

ERCP stellt eine eingeschrinkte Methode zur Detektion von Pankreaskarzinomen dar.
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Ihre Diagnostik ist hauptséchlich auf die Erkennung von intraduktalen Veranderungen
ausgerichtet. Gangfernere Raumforderungen werden mit diesem Verfahren nicht zur
Darstellung gebracht (43).

Alle bisher identifizierten Tumormarker sind aufgrund ihrer mangelnden Sensitivitit und
Spezifitit nicht fiir Screening-Untersuchungen geeignet. Lediglich die Bestimmung des
Carbohydrate-Antigens CA 19-9 im Serum kommt als Routineparameter fiir das Adeno-
karzinom des Pankreas bei Verlaufskontrollen und der Differentialdiagnostik zur An-
wendung, ist aber fiir ein Screening weniger geeignet, da es auch bei gutartigen Erkran-
kungen des Pankreas oder des bilidren Systems erhoht sein kann (44). Die Sensitivitét
von CA 19-9 wird in der Literatur mit 70-90 % und seine Spezifitdt mit 70-98 % an-
gegeben (45).

Weiterhin ist eine histologische bzw. zytologische Untersuchung, insbesondere vor
palliativer Behandlung (Chemotherapie), wesentlich (46). Bei primir resektablen
Pankreaskarzinomen kann auf eine praoperative histologische oder zytologische Diag-
nostik verzichtet werden. Die Gewinnung von Gewebeproben und Zellmaterial erfolgt
mit Hilfe der sonografisch, endosonografisch oder CT-gestiitzten Feinnadelpunktion.
Diese Methoden haben sich als Standardverfahren in der morphologischen Abkldrung
etabliert und sich als hochspezifisch und sehr sensitiv erwiesen (47). Eine weitere
Staging-Methode ist die explorative Laparoskopie. Sie dient insbesondere der

Identifizierung resektabler Tumoren (48).

1.6 Morphologische Diagnostik

Pankreastumoren entwickeln sich sowohl aus dem exokrinen Teil, als auch aus dem
endokrinen Teil des Pankreas. Sie finden sich zu 60 - 70 % im Pankreaskopf, zu 5 - 10
% im Pankreaskorper und zu 10 — 15 % im Pankreasschwanz. Den Rest machen

iberlappende Karzinome in zwei oder mehr Unterbezirken aus (49).

Maligne Tumoren des exokrinen Pankreas zeigen verschiedene Differenzierungs-
richtungen. Man unterscheidet unter den duktal differenzierten Zellen zum einen die
schleimproduzierenden Zellen, welche sich in den groBBen Giangen finden, und die serdsen

duktulir-zentroaziniren Zellen, welche nur in den Ubergingen zu den Endstiicken
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auftreten. Das duktale Adenokarzinom, einschlieBlich seiner Varianten, ist dabei mit etwa
85 - 90 % am hiufigsten vertreten. Es entwickelt sich vorwiegend aus Zellen des
Gangepithels. Lokalisiert ist der Tumor zu 60 — 70 % im Pankreaskopf. Muzinds-
zystische Tumore sind mit etwa 2 % unter den verbleibenden Tumoren noch die

haufigsten. (50)

Die malignen epithelialen Tumoren des exokrinen Pankreas werden nach der aktuellen

WHO-Klassifikation von 2019 wie folgt histologisch klassifiziert (siche Tabelle 1) (51).

Oberbegriff / Hauptform Subformen / Spezielle Entitéiten

Duktales Adenokarzinom NOS Kolloidales Karzinom

Poorly cohesive Karzinom

Siegelringzellkarzinom

Medulldres Karzinom

Adenosquamoses Karzinom

Hepatoides Karzinom

Undifferenziertes Karzinom

Undifferenziertes Karzinom mit osteoklastiren Riesenzellen

Azinuszellkarzinom Azinuszelladenokarzinom

Gemischtes azindr / neuroendokrines Karzinom
Gemischtes azindr / endokrin / duktales Karzinom
Gemischtes azindr / duktales Karzinom

Pankreatoblastom -—--
Solide pseudopapilldre Neoplasie Solide pseudopapillare Neoplasie mit high-grade Karzinom
Tabelle 1: WHO-Klassifikation der primiiren malignen epithelialen Neoplasien

des exokrinen Pankreas (51)

Hinzu kommen zu dieser Aufstellung noch in einer eigenen Rubrik gefiihrte Karzinome,
die eine zystische Komponente aufweisen (serdses Zystadenokarzinom) oder offenbar
aus pramalignen intraduktalen bzw. zystischen Neoplasien hervorgegangen sind, ndmlich
aus intraduktalen papilliren muzinésen Neoplasien, intraduktalen papilldren nicht-

muzindsen Neoplasien oder intraduktalen zystischen Neoplasien.

Endokrine Tumoren des Pankreas kommen seltener vor und machen nur etwa 3 % der
Pankreastumoren aus. Sie betreffen haufiger Personen unter 40 Jahren. Hierbei stellen
Insulinome mit 50 — 80 %, gefolgt von Gastrinomen mit 20 - 30%, VIPomen mit 3 - 8%
und Glukagonomen mit 4 - 5%, die hdufigste endokrine Tumorentitdt dar. Ferner gibt es
seltene Entitdten, darunter die Somatostatinome mit weniger als 1 % der Félle. Da die

Dichte der endokrinen Inseln im Pankreasschwanz und im Pankreaskorpus relativ
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gesehen dichter ist als im Pankreaskopf, befinden sich diese Tumoren héufiger in den
distaleren Organabschnitten (52).

Im Mittelpunkt dieser Studie steht das duktale Adenokarzinom. Es gilt als besonders
aggressiv, da es frithzeitig lymphogen und himatogen metastasiert. Bei Diagnosestellung
zeigt sich daher in vielen Féllen ein organiiberschreitendes Wachstum mit Infiltration des
peripankreatischen Weichgewebes. Insbesondere grole Gefdlle wie die V. mesenterica
superior und die V. portae konnen, entsprechend der klinischen Klassifikation nach T4,
von einer Krebszellinvasion betroffen sein. Dieser Umstand macht den Tumor nur bei 25
— 30 % der Betroffenen resektabel. Lymphknotenmetastasen finden sich in der Regel
entlang der 4. mesenterica superior, der A. gastroduodenalis, der A. hepatica communis,
der A. lienalis und dem Truncus coeliacus. Bei vorhandenen Fernmetastasen sind diese

primir in der Leber, in den Lymphknoten und spéter in der Lunge angesiedelt (2, 53).

Morphologisch zeigt das duktale Adenokarzinom, solange es noch einigermalen
differenziert ist, ein Wachstum in Form driisiger Strukturen, die von Zellen mit
atypischen Kernen gebildet werden; muzindse Differenzierungsrichtungen sind dabei
moglich, aber nicht sonderlich hiufig. Der Charakter eines manifesten Karzinoms wird
in Abgrenzung gegeniiber Vorstufen inklusive dem Carcinoma in situ durch den
Nachweis invasiven Wachstums gesichert. Dieses geht charakteristischerweise mit einer
ausgepriagten Bindegewebsinduktion durch den Tumor (,,desmoplastische Reaktion®)
einher. Immunhistochemisch zeigen duktale Adenokarzinome des Pankreas tiberwiegend
eine starke CK7-Positivitit bei CK20-Negativitidt und eine variable cdx-2-Expression.
Gegeniiber anderen Karzinomen des Oberbauches (Magenkarzinome, Gallenblasen- und
Gallenwegskarzinome) sind sie seitens der Morphologie nicht eindeutig abgrenzbar, weil
alle Differenzierungsspielarten inklusive Siegelringkarzinomen oder -einzelzellig
zerfallenden, dissolut wachsenden gering differenzierten Karzinomen bei den genannten
Entitdten vorkommen konnen. Formal muss also die Organzuordnung in der Zusammen-

schau von Klinik, radiologischer Bildgebung und Morphologie erfolgen.

1.7 Therapie

Die kurative Resektion beim Pankreaskarzinom stellt das primére therapeutische Ziel dar.

Aufgrund der meist fortgeschrittenen Tumorstadien ist es jedoch kaum realisierbar.
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Gerade mal 20 % der Tumore sind bei Diagnosestellung operabel. Dieser Umstand hat
sich in den letzten zwanzig Jahren nicht verdndert (54). Als Resektions- und
Rekonstruktionsverfahren stehen verschiedene Operationstechniken, je nach
Tumorlokalisation und Ausdehnung, zur Verfligung. Zielsetzung der Operation des
Karzinoms ist die Resektion im Gesunden (R0). Angestrebt wird hier operationstechnisch
die kurative Entfernung des Tumors mit groBtmoglichem Sicherheitsabstand.

Als klassische Standardeingriffe seien bei Pankreaskopftumoren die partielle
Pankreatikoduodenektomie (PD) nach Kausch-Whipple, die pyloruserhaltende partielle
PD nach Traverso-Longmire, die totale PD und bei Tumoren im Pankreaskorpus und -

schwanz die Pankreaslinksresektion mit Splen- und Lymphadenektomie genannt (4).

Chemotherapien werden neoadjuvant, adjuvant und palliativ angewendet. Hierbei hdngt
die Art der chemotherapeutischen Anwendung malgeblich vom Erscheinungsbild der
Erkrankung ab. Neoadjuvante Chemotherapien sollten bei resektabel eingeschitzten
Pankreaskarzinomen nur im Rahmen von Studien durchgefiihrt werden. Beim Vorliegen
einer Borderline-Resektabilitét, sowie bei stark fortgeschrittenen Tumoren, soll hingegen
eine neoadjuvante Chemotherapie, sowie eine Strahlenchemotherapie erfolgen. Die
adjuvante Chemotherapie stellt den Standard nach RO-Resektion dar. Auch bei RI1-
Resektionen soll die Chemotherapie additiv durchgefiihrt werden. Palliativmedizinisch
durchgefiihrte Chemotherapien haben sich hinsichtlich einer Verbesserung der
Lebensqualitét der Patienten etabliert (4).

In der palliativen Anwendung werden kombinierte Therapien mit FOLFIRINOX,
Gemcitabin+nabPaclitaxel, GemcitabintnabPaclitaxel, Gemcitabint+Erlotinib, sowie
monotherapeutisch Gemcitabin angewendet. Adjuvante Therapien werden fallspezifisch
mit mFOLFIRINOX, Gemcitabin, Gemcitabin+Capecitabin und 5-Fluorouracil (5-FU)
bei Gemcitabin-Unvertriglichkeit, durchgefiihrt (4). Fiir die neoadjuvante
Chemotherapie wird in der Regel FOLFIRINOX sowie Gemcitabin plus nab-Paclitaxel
angewendet. In Kombination mit einer Strahlentherapie werden Gemcitabin oder
Capecitabin eingesetzt, wobei die Indikationsstellung fiir eine Radiochemotherapie dem
individuellen Schaden-/Nutzen-Profil des Patienten angepasst werden muss und somit

nicht standardisiert durchgefiihrt werden kann (4).
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1.8 Prognose

1.8.1 Klassische Prognosefaktoren

Prognostische Aussagen iiber den Krankheitsverlauf, die kurativen und palliativen
Therapiemoglichkeiten und die allgemeine Lebenserwartung nach Diagnosestellung sind
am Staging nach der giltigen TNM-Klassifikation nach UICC 2020 (Union for
International Cancer Control) orientiert (55).

Die Prognose verschlechtert sich mit zunehmendem Tumorstadium. So sinkt das relative
5-Jahres Uberleben nach UICC-Stadium exponentiell mit Hohe der Einstufung. Das 5-
Jahres Uberleben ist mit Hohe der Einstufung bei beiden Geschlechtern nahezu gleich
schlecht (1, 2). Die infauste Prognose ergibt sich aus mehreren Faktoren. Zum einen
kommt es aufgrund anfénglicher Symptomfreiheit in vielen Féllen zu einer erst spéten
Diagnosestellung, zum anderen liegen nicht geldste diagnostische und therapeutische
Probleme vor. Somit befinden sich die meisten Karzinome bei der Diagnosestellung in

einem weit fortgeschrittenen Tumorstadium (2, 4).

Nur etwa 20 — 30 % der diagnostizierten Pankreaskarzinome gelten als resektabel. Bei
etwa 50 % der Betroffenen werden zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits
Fernmetastasen festgestellt und bei ca. 80 % liegen Metastasen der regiondren
Lymphknoten vor (50). Bei chirurgisch behandelten Patienten hingt die weitere Prognose
stark vom Residualtumorstatus ab. Etwa 80 — 85 % der operierten Tumore zidhlen zu den
RO-Resektionen (56). Die Mehrheit der operierten Patienten entwickelt aber innerhalb
von zwel Jahren nach Resektion trotz tumorfreier Rdnder ein Rezidiv, was aus nicht
entdeckten Mikrometastasen in Perineuralscheiden und LymphgefdBlen zum Zeitpunkt
der Operation hervorgeht. Die medianen Uberlebenszeiten nach Resektion werden mit 10
- 20 Monaten angegeben und ohne Resektion mit 3 - 6 Monaten (50). Laufende Studien
beziiglich neuer adjuvanter Behandlungsmdéglichkeiten, wie kombinierter Chemotherapie
mit neuen Agenzien wie S-1, einem oralen Fluoropyrimidin, oder der Einsatz von
zielgerichteten Antikorpern zeigen sich richtungsweisend im Hinblick auf eine
Verbesserung der Prognose, haben sich aber aufgrund mangelnder Erfahrung noch nicht
etablieren kénnen (57). Insgesamt liegt die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit trotz

ausgedehnter Pankreasresektion mit RO-Status derzeit bei weniger als 20 % (58-63).
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1.8.2 Morphologische und molekulare Prognosefaktoren

Zu den prognostisch relevanten histopathologischen Faktoren zéhlt das dreistufige
Grading (G1-G3). Dieses erfolgt nach zytologischen Kriterien und der Bestimmung der
Mitoserate (55). Die histopathologische Einstufung ist entscheidend fiir die weitere
Therapieplanung nach chirurgischen Eingriffen (RO/R1-Resektion) sowie fiir die
prognostische Einschdtzung der Lebenserwartung. Der Umgang mit dem histo-
pathologischen Priparat unterliegt daher hohen Anforderungen und erfordert hochste

Sorgfalt und Genauigkeit im Rahmen der mikroskopischen Diagnostik (4).

Obwohl die molekularbiologischen Verdnderungen wéhrend der Tumorprogression wie
die mutationsbedingte Aktivierung von Onkogenen (KRAS, Her2/neu) und die Inakti-
vierung von Tumorsuppressorgenen (pl16/p53/DPC4/BRCA2) ausreichend verstanden
wurden, ist es bisher nicht gelungen, eine molekularbiologische Variable zu
identifizieren, welche sich diagnostisch und therapeutisch als vielversprechend erweist
(64). Entsprechend werden auch in den Leitlinien zur Diagnose und Therapie des

Pankreaskarzinoms keine solchen Parameter erwéhnt (8).

Zu den erprobtesten prognostischen Biomarkern zdhlt das Vorhandensein oder
Nichtvorhandensein von KRAS und SMAD4 Mutationen. Pankreastumore ohne KRAS-
Mutationen sind eine Seltenheit, da in 90 % aller Pankreaskarzinomen KRAS-Mutationen
festgestellt werden. Fehlende KRAS-Mutationen lassen eine glinstigere Prognose bzgl.
des Uberlebens zu (65, 66).

Bei SMAD4 verhilt es sich dhnlich. Je ldnger die SMAD4-Expression erhalten bleibt,
desto giinstiger sind die Auswirkungen auf das Gesamtiiberleben, wobei sich der Verlust
von SMAD4 giinstig auf die Wirksamkeit adjuvanter Chemotherapien auswirkt (64, 67,
68).

Gleiches gilt im Grunde auch fiir die Immunhistochemie. Das Ergebnis einer
grofBangelegten vergleichenden Analyse diverser Studien zeigte, dass keine der 76
untersuchten immunhistochemischen Variablen in ihrer unabhingigen prognostischen
Bedeutung gesichert ist und derzeit nicht zur generalisierten klinischen Nutzung
empfohlen werden kann. Dies ist groBtenteils auf widerspriichliche Studienergebnisse,
unzureichende Erprobung und nicht standardisierten immunhistochemischen Verfahren

bei der Datenerhebung zuriickzufiihren (69).
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Einer der Marker, der zur ,,Grundausstattung®™ in den immunhistochemischen Laboren
der Pathologie zdhlt und den somit jedes Institut anwenden konnte, ist Vimentin. Dieser
Marker wurde in einer sehr groBen, 356 Fille resezierter Pankreaskarzinome
umfassenden Studie vom Johns-Hopkins Hospital angewandt (70) und war im Vergleich
einer hohen zu einer niedrigen Expression in den Tumorzellen sowohl prognostisch
signifikant bezogen auf alle Patienten (p < 0.01), als auch fiir wesentliche Untergruppen
(z.B. T3-Fille, N1-Fille oder RO-Fiélle). Im Cox-Modell zur multivariaten Analyse wurde
Vimentin mit dhnlicher Relevanz wie das Tumorgrading und der R-Status aufgenommen;

eine Validierung des Cox-Modells wurde nicht vorgestellt.

Ein weiterer Marker, der in jedem immunhistochemischen Labor vorgehalten wird, ist
Her2/neu. Hier zeigten diverse Studien (71, 72), dass iiberwiegend eine Her2/neu-
Uberexpression als negativer Prognosefaktor gesehen wird, wobei die Ergebnisse aber
nicht ganz einheitlich waren. In einem gut definierten Kollektiv von 129 resezierten
Pankreaskarzinomen beispielsweise war eine klare Trennung in statistisch signifikant
unterschiedliche Uberlebensraten zu erkennen, wenn auch erst nachdem 12 Monate

vergangen waren (p = 0.078) (71).

Auch die Expression von Carboanhydrase [X in Pankreaskarzinomen mit Mikronekrosen
und massiven Nekrosen konnten mit dem Uberleben der Patienten korreliert werden. In
einer immunhistochemischen Analyse von Hiraoka et al. wurde festgestellt, dass die
Expression von Carboanhydrase IX das Outcome der chirurgisch behandelten Patienten
negativ beeintriachtigt. Schlussfolgernd erlaubt die Expression von Carboanhydrase IX in
Tumorgewebe eine prognostische Aussage zum postoperativen Outcome der Patienten

(73).

Zur Zeit der Studienplanung etwa wurde eine Studie an resezierten Pankreaskarzinomen
mit Antikorpern gegen Cyclooxygenase 2 (COX-2), den vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor VEGF und das Hu-Protein-Antigen R (HuR) vorgenommen. Dabei
zeigte sich bei allerdings nur begrenzter Zahl von Fillen (n=53), dass sich eine hohe
zytoplasmatische HuR-Expression im Zusammenhang mit Gemcitabin gestiitzter
adjuvanter Chemotherapie positiv auf das Outcome der Patienten auswirkte (p = 0.033),
insbesondere bei erhohtem T-Stadium (74). COX-2 und VEGF zeigten keinen progno-
stischen Effekt. Heute ist HuR weitestgehend verschwunden und wird im Grunde nicht

mehr angewandt.
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Ein weiterer zu nennender Marker wire Survivin, das verschiedentlich angewandt wurde,
ganz aktuell an 236 Féllen in einer aktuellen Studie aus Diisseldorf (101); der Stand der
Literatur zu diesem Marker ist in der Arbeit wiedergegeben. Erstmalig in der Literatur
getrennt untersucht wurden dabei die Expression im Kern und im Zytoplasma sowie im
Zentrum des Tumors und an der Wachstumsfront. Univariat einzig relevant war bei
verschiedenen Vergleichen die zytoplasmatische Expression an der Wachstumsfront; die
iibrigen drei Aspekte blieben ohne Bedeutung. Interessanterweise war dann aber in
diversen dargestellten multivariaten Cox-Modellen Survivin meistens ohne multivariate
Varianz, und wenn doch, dann die Expression im Kern im Zentrum des Tumors - so dass
letztendlich die Methodologie einer Survivin-Anwendung in der genannten Studie

offenbar noch nicht abschlieBend geklart werden konnte.

1.9 Hugl-1 als potentieller Prognosefaktor beim Pankreaskarzinom

In der hier vorgelegten Arbeit soll eine neue prognostische Variable fiir das
Pankreaskarzinom die Hugl-1-Immunhistochemie erprobt werden. Die Grundlagen

hierfiir sollen im Folgenden vorgestellt werden.

1.9.1 Das Tumorsuppressorgen Drosophila lethal giant larvae

Die Taufliege Drosophila melanogaster hat sich aufgrund ihrer geringen Chromosomen-
zahl als gut geeigneter Modellorganismus der Genetik erwiesen. Das Gen Drosophila
lethal giant larvae (lgl) ist durch seine Eigenschaft als Tumorsuppressor in der Literatur
bekannt geworden (75, 76). In seiner Funktion als zytoplasmatisches Protein reguliert es
komplexgebunden durch Interaktion mit dem zytoskeletalen Netzwerk die Polaritidt und
Morphologie der Zellen und iibt Kontrolle auf Proliferations- und Differenzierungs-
prozesse der Zellen aus (77). Geht die Funktion von Igl durch rezessive Mutationen des
Genlokus verloren, kommt es wihrend der Entwicklungsphasen (Embryo-Larve) zur
Uberexpression der ektodermalen Derivate. Hierzu zihlen die Imaginalscheiben und das
larvale Hirngewebe, insbesondere die optischen Neuroblasten. Dies konnte bereits in den
70er Jahren nachgewiesen werden (76). Weiterhin kommt es durch die Mutationen bzw.

den Verlust von Igl zur Authebung der apiko-basalen Zellpolaritat und der Proliferations-
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und Differenzierungskontrolle. Dieser Umstand fithrt zur Bildung amorpher
Tumormassen mit Zellmigrationspotential (78). Agrawal et al. stellten in einer Studie dar,
dass das iiberschiefende Zellwachstum dem humaner Karzinome dhnelt. Wurde oben
beschriebenes neoplastisches Gewebe auf den Wildtyp von Drosophila {ibertragen,
konnte eine Ausbreitung im Sinne einer Metastasierung festgestellt werden (79, 80).
Durch Kreuzung von Drosophila Igl-Mutanten mit klonierten Drosophila Igl-Wildtypen
konnte eine Unterdriickung des Tumorwachstums beobachtet werden. Anhand dieses
Ergebnisses wurde der Beleg fiir die Tumorsuppressoreigenschaft des lethal giant larvae
Gens von Drosophila erbracht (81). Eine Konservierung von Igl findet sich weiterhin in

Spezies wie Hefe, Schleimpilzen, Méusen, Insekten und Mensch (82).

1.9.2 Das Tumorsuppressorgen Hugl-1

Das Gen hugl-1 bildet ein humanes Homolog zum Tumorsuppressorgen lethal giant
larvae (lgl) der Taufliege Drosophila melanogaster. Die hugl-1 cDNA hat ihren
Genlokus auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 (17p11.2-12) und nimmt dort einen
Abschnitt von 25 kB ein. Das zugehorige Protein Hugl-1 setzt sich in seiner Sequenz aus
1057 Aminosduren zusammen und erreicht ein Molekulargewicht von 115 kD (82).
Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 17 stehen in engem Zusammenhang mit
der Ausbildung von primitiven neuroektodermalen Tumoren (PNETs) des ZNS bei
Kindern und Jugendlichen sowie mit dem Auftreten des frithkindlichen Smith-Magins-
Syndroms, welches zu Fehlbildungen und geistiger Retardierung fiihrt (83). Hugl-1
wurde als Protein des zytoskelettalen Netzwerks identifiziert, wo es vorwiegend in
kortikalen und submembrandsen Anteilen nahe der Zellmembran zu finden ist. Uber eine
Myosin bindende Domine kann das Protein Hugl-1 durch Phosphorylierung bestimmter
Enzyme (Myosin-II-schwere-Kette-Kinase, Serinkinase) in Interaktion mit nicht-
muskuldren Myosin-II-Filamenten des Zytoskeletts treten. Kontakte dieser Art dienen der
Aufrechterhaltung der Zellpolaritit und Gewebemorphologie. In seiner Struktur
entspricht es Homo-Oligomeren (82, 84). Oben genannte Eigenschaften sind aufgrund
der bestehenden Sequenzhomologie zwischen hugl-1 und Igl auf Drosophila gl
tibertragbar (82). Insgesamt liegt die Sequenzhomologie zwischen Drosophila und
Mensch bei etwa 62.5 % (85). In einem Substitutionsexperiment wurde humane hugl-1

cDNA in das Genom von lIgl-Drosophila Mutanten inseriert. Die anschlielende
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Expression von Hugl-1 in den Igl-Mutanten verhinderte die Hyperproliferation der Zellen
und machte keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Entwicklung und
Lebenserwartung der Fruchtfliegen, verglichen mit dem Drosophila Wildtyp, erkennbar.
Auf diese Weise konnte die Tumorsuppressoreigenschaft auch von Hugl-1 praktisch
nachgewiesen und bestdtigt werden (84). Analysen verschiedener Transkriptionsprofile
humaner Karzinome im Vergleich mit Normalgewebe zeigten eine reduzierte Expression
bzw. einen Verlust von Hugl-1 beim Mammakarzinom (76%), Lungenkarzinom (63%),
Prostatakarzinom (53%), Ovarialkarzinom (50%), malignem Melanom (40%),
Lebermetastasen (72%) und kolorektalem Karzinom (75%) (84, 86). Diese Fakten
machen deutlich, dass Hugl-1 beim Menschen ebenso eine wichtige Rolle bei der
Tumorsuppression spielt und dass sich eine verminderte Expression bzw. ein Verlust von

Hugl-1 mit fortgeschrittenen Tumorstadien assoziieren ldsst.

Als weiteres humanes Homolog zu Igl ist Hugl-2 bekannt. Auf dieses soll jedoch in dieser

Studie aufgrund der noch schwachen Datenlage nicht eingegangen werden (87).

1.10 Problemstellung

Die Arbeitsgruppe um Priv.-Doz. Dr. Strand (1. Medizinische Klinik der Universitéts-
medizin Mainz) stellte im Jahr 1995 einen Paraffin-géngigen Antikorper gegen Hugl-1
her, so dass nunmehr Untersuchungen auf eine Hugl-1-Expression nicht mehr nur
molekularpathologisch, sondern auch immunhistochemisch am Gewebeschnitt moglich

waren. (82)

Eine reduzierte Expression oder ein Verlust von Hugl-1 wurde bisher mit der
Tumorprogression beim kolorektalen Karzinom (86), beim malignen Melanom (88),
beim Endometriumkarzinom (89), beim primédren Leberzellkarzinom (90), beim
Osophaguskarzinom (91) und beim Lungenkarzinom (92) korreliert. Dabei wurden
Korrelationen zwischen molekularem Profil und immunhistochemischer Expression von
Hugl-1 dargestellt, so daB man von einer guten Korrelierbarkeit beider Methoden

ausgehen kann.

Fiir das Pankreaskarzinom liegen mit Hugl-1 noch keine Untersuchungen vor. Ziel dieser
Arbeit war daher, die Hugl-1-Expression an dieser Tumorentitit immunhistochemisch zu

17



Einleitung

analysieren und die Ergebnisse mit klinischen Daten, darunter auch die Uberlebenszeit
der Patienten, zu korrelieren. Sie entstand in einer Kooperation mehrerer Kliniken und

Institute der Universitidtsmedizin Mainz und der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf.

1.11 Ethikvotum

Zu der Studie liegt ein positives Votum seitens der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf vor (Studiennummer Nr. 4116 vom

14.01.2013). Studienbeginn war im Friihjahr 2013.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientengut

Die vorliegende Studie bezieht sich auf 97 Félle mit chirurgisch behandeltem exokrinen
Adenokarzinom des Pankreas. Die Patientendaten wurden aus einer Datenbank der Klinik
und Poliklinik fiir Allgemein- und Abdominalchirurgie der Universititsmedizin Mainz
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gockel) entnommen. Die Tumordiagnose wurde am Institut fiir
Pathologie der Universititsmedizin Mainz gestellt. Diese erfolgte anhand von HE und
PAS geféarbten Paraffinschnitten mittels konventioneller Lichtmikroskopie, ggfls. ergdnzt
um immunhistochemische Untersuchungen. Fiir die hier vorgelegte Untersuchung lagen
von dort reprisentative Paraffinblocke mit ausreichender Menge an vitalem
Tumorgewebe vor. Neben dem Alter und dem Geschlecht der Patienten waren die TNM-
Klassifikation und das Grading des Tumors sowie die Uberlebenszeit der Patienten,
ermittelt liber den klinischen Verlauf und durch einen Abgleich mit den

Einwohnermeldedmtern, bekannt.

2.2 Methodik

2.2.1 TNM-Klassifikation und Stadiengruppierung der Tumoren des
exokrinen Pankreas

Die Klassifikation und die Stadiengruppierung der exokrinen Pankreastumore erfolgte
nach den Vorgaben der UICC von 2020 (55) unter Beurteilung der Ausdehnung des
Primértumors (T), des Lymphknotenstatus (N) und einer Bildung von Fernmetastasen
(M); die Bezeichnungen als T, N oder M beziehen sich auf Klinik und Bildgebung, die
als pT, pN oder pM auf histopathologische Untersuchungsergebnisse.

19



Material und Methoden

Tumorgrofie: T/pT-Klassifikation

(p)TX: der Primértumor kann nicht beurteilt werden

(p)TO: es besteht kein Anhalt flir einen Primértumor

(p)Tis: es liegt ein Carcinoma in situ vor

(p)TI: Tumor begrenzt auf Pankreas, <2 cm in grof3ter Ausdehnung

- Tla: Tumor <0,5 cm in grofBter Ausdehnung
- T1b: Tumor > 0,5 cm aber nicht mehr als 1 cm in groBter Ausdehnung

- Tlc: Tumor > 1 cm aber nicht mehr als 2 ¢cm in groBter Ausdehnung

(p)T2: Tumor > 2 cm aber nicht groBer als 4 cm in groBter Ausdehnung
(p)T3: Tumor >4 cm in groBter Ausdehnung
(p)T4: der Tumor infiltriert Truncus coeliacus, A. mesenterica superior und-/oder

A. hepatica communis

Lymphknotenstatus (regiondre Lymphknoten): N/pN-Klassifikation

Zu den regiondren Lymphknoten zdhlen beim Pankreas alle peripankreatischen
Lymphknoten. Die histologische Untersuchung soll an mindestens 10 Lymphknoten
erfolgen. Liegen nur weniger als 10 tumorfreie Lymphknoten vor, so werden diese unter

Angabe der Zahl der untersuchten Lymphknoten als pNO klassifiziert (83).

(p)NX: regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
(p)NO: es liegen keine regiondren Lymphknotenmetastasen vor
(p)N1: Metastasen in 1 bis 3 regiondren Lymphknoten

(p)N2: Metastasen in 4 oder mehr regiondren Lymphknoten

Fernmetastasen: M/pM-Klassifikation

(p)MX: das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
(p)MO: es liegen keine Fernmetastasen vor
(p)M1: es liegen Fernmetastasen vor

Aus den erhobenen Daten ergibt sich zusammengefasst die Stadiengruppierung als TNM-

Stadium:
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TNM/pTNM-Stadium

TNM/pTNM O: Tis NO MO
TNM/pTNM IA: T1 NO MO
TNM/pTNM IB: T2 NO MO
TNM/pTNM IIA: T3 NO MO
TNM/pTNM IIB: T1, T2, T3 N1 MO
TNM/pTNM III: T1, T2, T3 N2 MO

T4 jedes N MO
TNM/pTNM IV: jedes T jedes N M1

2.2.2 Malignititsgradierung

Das Grading erfolgte semiquantitativ nach einem vierstufigen Schema (93, 94), bei dem
der prozentuale Anteil des Tumors, der noch eine driisige Differenzierung aufwies,
ausschlaggebend war, so dass letztendlich das Wachstumsmuster das entscheidende

Kriterium darstellte:

G1: >95 %
G2: 50-95%
G3: 5-49%
G4: <5%

Informationen zum histomorphologischen Erscheinungsbild (tubuldre Differenzierung),
zytologischem Erscheinungsbild (Kernpleomorphie), der Schleimproduktion, sowie der
mitotischen Aktivitit (Mitoserate) lagen nicht separat vor, weshalb die semiquantitative

Gradierung nach der WHO (95) nicht vorgenommen werden konnte.
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2.3 Immunhistochemie

Das Erstellen der Pridparate und deren Vorbehandlung zur immunhistochemischen
Aufarbeitung sowie die anschlieBende immunhistochemische Darstellung der Hugl-1
Expression erfolgte wie nachfolgend dargestellt. Der experimentelle, nicht kommerziell
erhéltliche Antikorper wurde von der 1. Medizinischen Klinik der Universitidtsmedizin
Mainz (Arbeitsgruppen Prof. Dr. Schimanski und Priv.-Doz. Dr. Strand) zur Verfiigung
gestellt. Die Untersuchungen erfolgten im Forschungsbereich der genannten Klinik und

wurden am SFB 432 (Projektleiter Prof. Dr. Biesterfeld) ausgewertet.

2.3.1 Immunhistochemische Darstellung von Hugl-1 mittels LSAB-
Methode

Die im Mittelpunkt dieser Arbeit stehende Untersuchung der Hugl-1 Expression beim
Pankreaskarzinom erfolgte mit Hilfe der Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB).
Die LSAB-Methode gehort zu den indirekten immunhistochemischen Methoden, welche
auf den Nachweis von Antigenen ausgerichtet sind. Gegeniiber anderen immunhisto-
chemischen Methoden gilt sie aufgrund ihrer hohen Enzymbeteiligung als besonders
sensitiv. Das Verfahren basiert auf der starken Affinitdt von Biotin zu Streptavidin bzw.
Avidin. Die Verbindung dieser Stoffe zihlt zu den stirksten nicht kovalenten
biologischen Bindungen. Biotin (Vitamin H) bildet das Coenzym oder die prosthetische
Gruppe fiir mehrere Enzyme, die Carboxylgruppen transferieren. Streptavidin ist ein
bakterielles Protein der Spezies Streptomyces avidinii und besitzt 4 identische
Proteinuntereinheiten, die jeweils ein Molekiil Biotin binden kénnen. Gegeniiber Avidin
hat Streptavidin den Vorteil, dass es bei physiologischem pH-Wert nicht an
lektindhnliche, negativ geladene Gewebebestandteile bindet. Aus diesem Grund wird
Streptavidin in der Immunhistochemie bevorzugt. Sowohl Avidin, als auch Streptavidin
konnen mit Enzymen und Fluorochromen markiert werden. Da das Biotinmolekiil sehr
klein ist, kommt es zu keiner Beeintrdchtigung des Makromolekiils, an dem es hangt. Das
macht bei der endogenen Peroxidase mancher Gewebetypen (Leber, Niere, Darm) eine

Blockierung des endogenen Biotins nétig (96).

Das Prinzip der LSAB-Methode soll im Folgenden kurz erldutert werden: Zuerst reagiert

ein unkonjugierter Primérantikorper, hier ein polyklonaler IgG Kaninchenantikorper, mit
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dem gesuchten Antigen, in unserem Fall mit dem gewebestdndigen Hugl-1 Antigen. Im
Anschluss wird ein Sekundérantikorper, an den Biotin kovalent gebunden ist, hinzu-
gegeben. Die Konjugation des Sekundérantikdrpers mit dem Primérantikorper erfolgt am
Fc-Teil des Primérantikorpers. Das zugefiigte enzymmarkierte Streptavidin-Substrat
bindet an das Biotin des Sekunddrantikdrpers. Da an jedes Biotinmolekiil Streptavidin
binden kann, wird eine hohe Amplifikation erreicht. Als Enzyme werden {iblicherweise
Meerrettichperoxidase (HRP) oder alkalische Phosphatase (AP) eingesetzt. In dieser
experimentellen Studie wurde HRP verwandt. Zur Sichtbarmachung der erfolgten
Peroxidasebindungen wird der Vorgang mit der Zugabe einer Substrat-Chromogen-
Losung (3.3 Diaminobenzidin = DAB), welche das Substrat des gewéhlten Enzyms
(Wasserstoffperoxid) enthélt, abgeschlossen. Es entsteht ein wasserunldsliches braunes
Farbprodukt, dass die Antigen-Antikorper-Komplexe nach einer Gegenfarbung mit HE
(Héamatoxylin-Eosin) direkt lichtmikroskopisch zu beurteilen erlaubt (97).

2.3.2 Aufarbeitung und Vorbehandlung der Gewebeproben

Aus den vom Institut fiir Pathologie der Universititsmedizin Mainz zur Verfiigung
gestellten Paraffinblocken von Formalin-fixierten Pankreaskarzinomen wurden mit Hilfe
eines Schlittenmikrotoms 4 pum dicke Schnittpriparate angefertigt. Aus einem Block
wurden ca. 5 Schnitte gewonnen und auf Objekttrager gezogen. Diese wurden nach einem

Standardprotokoll fiir die Inkubation mit dem Hugl-1 Antikorper vorbereitet:

1. Vorbehandlung der Priparate

Da es sich bei Paraffin um eine hydrophobe und alkoholunlosliche Substanz handelt,
miissen die Schnittpréparate zunichst entparaffiniert und anschlie3end rehydriert werden.
Auf diese Weise konnen Storungen im Farbemuster des nachfolgenden Féarbevorgangs

vermieden werden. Paraffinrickstinde wirden die Aufhahme der Farbstoffe behindern.

Zur Entparaffinierung wurden die Préparate fiir eine Stunde in einem Brutschrank bei
70 °C inkubiert. Nach Antrocknung der Pridparate und Verfliissigung des Paraffins
wurden die noch warmen Objekttrager einer Losung aus Xylol zugefiihrt und dort 5

Minuten gleichméBig bewegt. Um alle Paraffinriickstinde zu entfernen, wurde dieser
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Clearing-Vorgang im Xylol-Bad dreimal wiederholt. AnschlieBend wurden die Priaparate

zur Rehydratation folgender absteigender Alkoholreihe bis zum Aqua dest. zugefiihrt.

100% Ethanol 2 x 3 Minuten
96% Ethanol 1 x 3 Minuten
80% Ethanol 1 x 3 Minuten
70% Ethanol 1 x 3 Minuten
50% Ethanol 1 x 3 Minuten
Aqua dest. 1 x 3 Minuten

Nach diesem Vorgang lagen die Priparate in einem wissrigen Milieu vor und waren fiir

die immunhistochemische Farbung zuginglich.

2. Blockierung der endogenen Peroxidase

Da das verwendete Chromogen DAB nicht zwischen endogener Peroxidase und Strept-
avidinperoxidase unterscheiden kann, wurden die Objekttriger mit 3%igem Wasser-
stoffperoxid (H202) betrdufelt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Eine
Blockierung der endogenen Peroxidase trigt zur Reduzierung der unspezifischen Hinter-
grundfirbung bei. Dieses ist insbesondere wichtig, wenn die Sichtbarmachung des
Antigens auf einer Peroxidasereaktion beruht, so wie es in auch unserer Studie der Fall

ist.

3. Plasmaprdinkubation

Zur Verhinderung von Reaktionen des Primérantikorpers mit stark geladenen Kollagen-
und Bindegewebselementen, welche ebenfalls Einfluss auf das Farbemuster nehmen
konnen und so die Sensitivitit flir die Bindung des spezifischen Antikdrpers gegen Hugl-
1 beeintrachtigen, wurden die Proben zur Neutralisation der Ladungstriger eine Stunde

bei Raumtemperatur mit Blutplasma inkubiert.
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2.3.3 Immunhistochemischer Fiarbevorgang

1. Inkubation mit dem Primdrantikorper

Auf die vorbereiteten Priparate konnte nun der Primérantikorper, welcher zuvor aus
seinem gefriergetrockneten Zustand mittels PBS-Puffer gelost wurde, aufgetragen wer-
den. Hierbei handelte es sich um einen polyklonalen IgG Kaninchenantikorper (Arbeits-
gruppe Priv.-Doz. Dr. Strand, 1. Med. Klinik der Universititsmedizin Mainz). In voraus-
gegangenen Versuchen mit gesundem Pankreasgewebe hatte sich gezeigt, dass bei einer
Verdiinnung der Antikorperlosung von 1:300 und einer 3-stiindigen Inkubation bei

Raumtemperatur, eine optimale Farbung erzielt werden konnte.

2. Inkubation mit dem Sekunddirantikorper

Die Inkubation mit dem Sekundérantikdper, einem in PBS-Losung vorliegenden
biotinyliertem Anti-Kaninchenantikorper, erfolgte 15-miniitig bei Raumtemperatur. Der
Sekundérantikorper lag hier in héherer Konzentration vor, um ein ,, cross-linking “ der
Bindung von zwei Primédrantikdrpern an den Fab-Regionen der Sekunddrantikorper zu

verhindern.

3. Zugabe der Streptavidinperoxidase

Nach Inkubation mit dem Sekundirantikérper wurde das Streptavidin-Substrat hin-
zugegeben. Als Enzym diente in diesem Fall die Meerrettichperoxidase, welche
zusammen mit dem Streptavidin als Streptavidinperoxidase komplexiert vorlag. Die

Inkubation erfolgte ebenfalls 15-miniitig bei Raumtemperatur.

4. Sichtbarmachung des AG-AK Komplexes

Zur Visualisierung des Antigen-Antikdrper-Komplexes wurden die Priparate mit dem
Chromogen DAB behandelt. Die Inkubation erfolgte ebenfalls 15-miniitig bei Raum-

temperatur. Durch Zugabe von Wasserstoffperoxid als Substrat der HRP oxidieren die
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freiwerdenden Protonen das vorher fast farblose Chromogen zu seinem farbigen End-
produkt unter Bildung von Wasser. In vorliegendem Fall kommt es zu einer Préazipation

eines braunen Farbproduktes.

5. Entwdsserung (Dehydrieren)

Nach Abschluss des immunhistochemischen Farbevorgangs wurden die Préparate mittels

ansteigender Alkoholreihe dehydratisiert:

Aqua dest. 1 x 3 Minuten
50% Ethanol 1 x 3 Minuten
70% Ethanol 1 x 3 Minuten
80% Ethanol 1 x 3 Minuten
96% Ethanol 1 x 3 Minuten
Xylol 2 x 3 Minuten

Nach Dehydrierung konnten die Préparate einer Kernfarbung mit wassriger Himatoxylin-
Eosin-Losung (HE-Férbung) unterzogen werden und mit einem {iblichen

Eindeckmedium auf Xylol-Basis eingedeckt werden.

6. Qualititssicherung

Zum Zwecke der Qualitdtssicherung wurde als Negativkontrolle bei einem Schnitt-
praparat von jedem Tumorblock auf die Behandlung mit dem primdren Antikorper
verzichtet. Alle anderen Behandlungsschritte wurden exakt identisch durchgefiihrt. Somit
konnte die spezifische Bindung des Primérantikorpers belegt werden und falsch-positive
Ergebnisse ausgeschlossen werden. Als Positivkontrolle flir die Wirksamkeit der Farbung

diente das die Tumoren umgebende gesunde Pankreasgewebe.
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2.4 Histologische Expressionsbeurteilung von Hugl-1

Zur lichtmikroskopischen Beurteilung der Hugl-1 Expression im Tumorgewebe wurden

folgende Expressionsstufen anhand eines 4-stufigen Score festgelegt:

0 =negativ  (keine Hugl-1-Expression)
1 =schwach (Hugl-1-Expression von geringer Farbeintensitit)
2 = mittel (Hugl-1-Expression von mittlerer Farbeintensitét)

3 =stark (Hugl-1-Expression von starker Farbeintensitét)

Lichtmikroskopisch zeichnete sich erhaltenes Pankreasgewebe durch eine homogene
mittelgradige Farbung seiner Gangstrukturen aus, welche mit Expressionsstufe 2 des
erkrankten Gewebes verglichen werden kann. In erkranktem Gewebe erwies sich die
Expression von Hugl-1 recht unterschiedlich. Es kamen sowohl Expressionsverluste, als
auch Uberexpressionen vor. Die Auswertung der Gewebeproben erfolgte semiquantitativ

und unabhingig durch drei immunhistologisch erfahrene Gutachter.

2.5 Statistische Auswertungen

Alle erhobenen Daten wurden mit dem Programm BMDP des Department of
Biomathematics (BMDP) der University of California, Statistical Software Inc., Los
Angeles, USA, ausgewertet (111).

An biometrischen Basiswerten standen alle Variablen der deskriptiven Statistik,
insbesondere Modalwert, Median, Mittelwert, Minimal- und Maximalwert, Varianz,
Standardabweichung und Variationskoeffizient sowie Angaben zu allen gewiinschten

Perzentilen zur Verfiigung.

Die Beziehungen zwischen kategorisierten Parametern wurden in Mehr-Felder-Tafeln
dargestellt und mittels des Pearson Chi-Quadrat-Tests auf statistische Signifikanz iiber-
priift. Univariate Uberlebensanalysen erfolgten unter Berechnung von Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven (112), die mit dem Mantel-Cox-Test auf statistische Signifikanz

iiberpriift wurden. Angeschlossen wurden multivariate Uberlebensanalysen unter
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Berechnung von Cox-Regressionsmodellen (Cox Proportional Hazard Regression
Models) im "forward stepping” -Modus, deren Ergebnisse wiederum mit Hilfe von
Kaplan-Meier-Kurven validiert wurden. Diese wurden mit dem Programm SPSS 26.0
erstellt (113). Bei zwei und mehr unabhidngigen Variablen erfolgten die

Gesamtvergleiche mit Log-Rank-Test.

Statistische Signifikanz wurde jeweils fiir ein a-Niveau von < 0.05 (Cox-Modell: <0,10)
angenommen, entsprechend einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% (Cox-Modell: <

10%), die Null-Hypothese filschlich zu verwerfen.

Wegen der in dieser Arbeit vorliegenden multiplen Testproblematik, welche immer dann
vorliegt, wenn anhand eines Kollektivs mehrere statistische Tests bzgl. verschiedener
Zielparameter durchgefiihrt werden, konnte die statistische Auswertung nur explorativ
angesetzt werden. Um als signifikant nachgewiesene Thesen von dem hier untersuchten
Patientenkollektiv auf die Grundgesamtheit zu verallgemeinern, sind daher weitere

Studien notwendig.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Analyse der Hugl-1 Expression am
Pankreas

Da die Hugl-1 Immunhistochemie im Rahmen der Studie erstmalig beim Pankreas-
gewebe angewendet wurde erwies es sich zunidchst als niitzlich, das Farbemuster von
lichtmikroskopisch normalem Pankreasgewebe zu analysieren. Aufgrund der Erst-
beschreibung gehoren die entsprechenden Abbildungen redaktionell auch zum Ergebnis-

teil.

Die Antigen-Antikorper-Reaktion zeigte, dass sich die Expression von Hugl-1
insbesondere in kortikalen und submembrandsen Zellkompartimenten aller Gang-
strukturen (zentroazinérer Zellen, Schaltstiickzellen, Gangzellen aller Grof3en) darstellen
lieB. Das homogene Farbemuster macht eine hohe Bindungsspezifitit des Hugl-1
Antikorpers fiir sein Antigen deutlich. Auch im Zytoplasma fand sich eine homogene
mittelgradige Verteilung. Eine Férbung des exokrinen Parenchyms sowie von
GefaBwinden, Bindegewebe oder Fettgewebe konnte kaum beobachtet werden (siehe

Abb. 3 und 4).

Wie erwartet, zeigten die Zellkerne peripankreatischer parasympathischer Ganglienzellen
ebenfalls eine starke Farbung (siehe Abb. 5), was Ergebnisse an einer Studie mit

Hirngewebe bestitigt (82).

Es stellte sich ebenfalls heraus, dass die Inselzellen als Reprédsentanten des endokrinen
pankreatischen Anteils ebenfalls Hugl-1 positiv sind. Sie zeigten zwar eine schwache,

aber meist positive zytoplasmatische Farbung.

Auch ein Vergleich mit entziindlich affektiertem Gewebe aus Proben einer akuten bzw.
chronischen Pankreatitis zeigte keine Abweichung hinsichtlich der Hugl-1 Expression im
Normalgewebe. Es ist somit davon auszugehen, dass die Farbung von Gangepithel in

Pankreasgewebe reproduzierbar und spezifisch ist.
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Die folgenden Abbildungen 3 - 7 (98) zeigen die Hugl-1 Expression in gesundem und

entziindlichem Pankreasgewebe.

3.1.1 Hugl-1 Expression in gesundem Pankreasgewebe

Abb. 1: Normales  Pankreas.  Positiv in  grofien  und  kleinen
Ausfithrungsgdngen, Objektivvergriofierung 10-fach
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ADbb. 2: Normales  Pankreas.  Positiv in  groffen  und  kleinen
Ausfiithrungsgingen, Objektivvergrofferung 10-fach

Abbildung 1 zeigt die Struktur einer serdsen Driise. Innerhalb der locker zusammen-
gefligten Léppchen befinden sich Gruppen von Gangverzweigungen mit ihren Driisen-
endstiicken (Azini). Die einzelnen Léppchen sind durch diinne Bindegewebssepten
voneinander abgegrenzt. Die Hugl-1 Expression zeigt sich deutlich in den sub-
membrandsen Kompartimenten der Gangepithelien der grolen Ausfiihrungsgénge (grof3e
Pfeile) sowie auch in den submembrandsen Anteilen der kleinen Ausfithrungsginge
(kleine Pfeile). Die innerhalb des Driisenparenchyms liegenden zentroazindren Zellen

zeigen sich im Gegensatz zu den Azini ebenfalls Hugl-1 positiv.

In Abbildung 2 sieht man zentral die Struktur eines groflen Ausfiihrungsgangs. Dieser ist
neben kleineren Ausfiihrungsgéingen durch Bindegewebe vom exokrinen Parenchym
abgegrenzt. Die Hugl-1 Expression in den Gangepithelzellen ist homogen verteilt und
hebt sich deutlich vom umgebenden Gewebe ab. Auch die Hugl-1 Expression in den
kleinen Gangstrukturen, bis hin zu den zentroazindren Zellen in umliegendem

Driisengewebe kann als regelméfBig und homogen beurteilt werden.
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3.1.2 Hugl-1 Expression in peripankreatischen parasympathischen
Ganglienzellen

ADbb. 3: Hugl-1-Expression in einem  parasympathischen  Ganglion,
Objektivvergrioferung 20-fach

Die Abbildung 3 zeigt ein intramurales parasympathisches Ganglion im peripankrea-
tischen Fettgewebe (groBer Pfeil). Das X markiert eine peripankreatische Fettzelle. In den
Perikaryen der Ganglienzellen ist die Hugl-1 Expression deutlich erkennbar. Das Ver-
teilungsmuster ist hier sowohl submembrands, als auch zytoplasmatisch (kleine Pfeile).

Das umgebende Gewebe ist durchweg negativ.
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3.2 Hugl-1 Expression in Adenokarzinomen des Pankreas

Im Folgenden sind Beispiele fiir die von Tumor zu Tumor sehr unterschiedliche Hugl-1-

Expression in Pankreaskarzinomen wiedergegeben.

ADbb. 4: Pankreaskarzinom mit komplettem Verlust der Hugl-1-Expression,
Objektivvergrofierung 4-fach

Die Abbildung 4 zeigt gering differenziertes Tumorgewebe (G3) mit partiell driisigem,
partiell soliden und einzelzelligen Wachstum bei ausgeprégter, fiir Pankreaskarzinome
typischer desmoplastischer Umgebungsreaktion. Die Pfeile markieren noch als driisig

differenziert erkennbare Tumoranteile.
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Abb. 5: Pankreaskarzinom mit miflig ausgepriigter Expression von Hugl-1,
Objektivvergrofierung 10-fach

Abbildung 5 zeigt Karzinomgewebe mit maBig starker Hugl-1-Expression in einem
gangartig aufgebauten, besser differenzierten Pankreaskarzinom (G2) (Pfeile). Die Stéirke

der Hugl-1-Expression entspricht dabei derjenigen von Normalgewebe.

Von allen 97 untersuchten Tumoren waren 36 Hugl-1 negativ und 33 schwach positiv.
Eine mittlere Hugl-1 Expression konnte in 19 Tumoren festgestellt werden. In 9 Féllen

wies der Tumor eine starke Hugl-1 Expression auf (Tabelle 2).

Hugl-1 Expressionsstufe Anzahl der Tumoren (n)
0 = Verlust 36
1 = schwach 33
2 = mittel 19
3 = stark 9
n=97
Tabelle 2: Verteilung der Hugl-1-Expressionsstufen in 97 Pankreaskarzinomen
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3.3 Uberlebensanalyse

Die im Folgenden dargestellte univariate Uberlebensanalyse, die jeweils in tabellarischer
Form und durch Kaplan-Meier-Uberlebenskurven dargestellt wird, bezieht sich in der
Regel auf alle 97 Patientenfille. In die multivariate Uberlebensanalyse konnten nur
diejenigen 94 Fille aufgenommen werden, deren Datensatz zu allen erhobenen

Parametern vollstindig war. Bei drei Patienten fehlten einzelne Angaben.

3.3.1 Allgemeine Daten zum Uberleben

Von den 97 Patienten waren 56 (57.7 %) ménnlich und 41 (42.3 %) weiblich. Das mittlere
Alter lag zum Zeitpunkt der Diagnose bei 64.6 Jahren + 8.8 (SD) und wies keinen
signifikanten Unterschied zwischen Ménnern und Frauen auf (p > 0.05). Der Beob-
achtungszeitraum lag zwischen 2 und 92 Monaten, wobei die mittlere Beobachtungsdauer
bei 17 = 16 (SD) Monaten lag. 86 Patienten starben nach einer Beobachtungszeit von 14
+ 12 (SD) Monaten, wihrend 11 Patienten nach einer Beobachtungszeit von 44 + 22 (SD)
Monaten noch lebten. Das mittlere Uberleben aller Patienten lag bei 17.4 Monaten, das
mediane Uberleben bei 11 Monaten. Die 1-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit betrug

47.4 % und die 2 Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit 20.6 % (Abb. 6).
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ADbb. 6: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fiir alle 97 Patienten

(Gesamtiiberleben)
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3.3.2 Univariate Uberlebensanalyse

3.3.2.1 Alter der Patienten

Die Uberlebensanalyse zum Alter der Patienten bei Diagnosestellung erfolgte durch
Bildung zweier Gruppen mit dem Median (65 Jahre) als Grenze, wodurch sich zwei
anndhernd gleich grofe Gruppen (49:48) bilden lieen.

Zwischen beiden Gruppen bestand kein statistisch signifikanter Unterschied im

Uberleben (Tabelle 3, Abbildung 7).

Alter < 65 Jahre (H1) > 65 Jahre (H2)
Anzahl der Patienten 49 48
verstorbene Patienten 43 43
Medianes Uberleben (Monate) | 14 11
Mittleres Uberleben (Monate) | 22 20
1-Jahres-ULW % 55.1 43.8
2-Jahres-ULW % 29.8 20.8
Tabelle 3: Uberleben in Bezug zur Altersverteilung (p > 0.05)
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ADbb. 7: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Altersverteilung der Patienten
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3.3.2.2 Geschlecht der Patienten

Weiterhin kann festgestellt werden, dass die Uberlebenswahrscheinlichkeit nicht mit dem
Geschlecht der Patienten korreliert (Tabelle 4, Abbildung 8).

Die Uberleber unter den 56 Minnern (57.7 %) wiesen zwar einen hoheren Wert fiir das
mittlere Uberleben auf als die 41 Frauen (42.3 %), der sich auch als Trend in den ab ca.
2 Jahren Krankheitsverlauf auch in den Uberlebenskurven widerspiegelt. Eine statistische

Signifikanz ergab sich aber nicht (p > 0,05).

Geschlecht méinnlich weiblich
Anzahl der Patienten 56 41
verstorbene Patienten 47 39
Medianes Uberleben (Monate) | 11 12
Mittleres Uberleben (Monate) | 24 18
1-Jahres-ULW % 48.2 51.2
2-Jahres-ULW % 25.0 25.8
Tabelle 4: Uberleben in Bezug zum Geschlecht (p > 0.05)
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ADbb. 8: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zum Geschlecht der Patienten
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3.3.2.3 Ausdehnung des Priméirtumors (pT)

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit T1 Tumoren ist im 1. Jahr der

Erkrankung mit 66.7 % deutlich hoher als die der Patienten mit T2 (44 %), T3 (49.1 %)
und T4 (44.4 %) Tumoren (Tabelle 5, Abbildung 9). Im 2. Jahr fillt auf, dass sich die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten von T1 (16.7 %) und T2 (16 %) kaum noch

unterscheiden. Dass T3 Tumore eine hdhere 2-Jahres-ULW von 24.6 % zeigten, ist

ausweislich der Kaplan-Meier-Kurven als ,,Momentaufnahme* anzusehen.

pT 1 2 3 4
Anzahl der Patienten 6 25 57 9
verstorbene Patienten 4 24 51 7
Medianes Uberleben (Monate) | 13 10 11 12
Mittleres Uberleben (Monate) | 18 18 18 13
1-Jahres-ULW (%) 66.7 44 49.1 44.4
2-Jahres-ULW (%) 16.7 16 24.6 11.1

pT
-~
-2
=3
=14
—1-zensiert
—t—2-zensiert
t—3-zensiert
—d-zensiert

Tabelle 5: Uberleben in Bezug zur Tumorausdehnung (pT) (p > 0.05)
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Abb. 9:

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Tumorausdehnung (pT)
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3.3.2.4 Lymphknotenstatus (pN)

Fiir zwei Patienten konnte kein Lymphknotenstatus erhoben werden, so dass sich die
Statistik zu pN nur auf 95 Patienten beziehen kann (Tabelle 6, Abbildung 10).

Die grof3e Mehrheit der Patienten wies bereits Lymphknotenmetastasen auf (n = 70, 73.7
%); die 1-Jahres-ULW dieser Patienten (45.7 %) ist gegeniiber den Patienten ohne
Lymphknotenmetastasen (56 %) vermindert. Die 2-Jahres-ULW ist in beiden Gruppen

anndhernd gleich niedrig.

pN 0 1
Anzahl der Patienten 25 70
verstorbene Patienten 19 65
Medianes Uberleben (Monate) | 13 11
Mittleres Uberleben (Monate) | 19.1 16.9
1-Jahres-ULW (%) 56 45.7
2-Jahres-ULW (%) 20 214
Tabelle 6: Uberleben in Bezug zum Lymphknotenstatus (pN) (p > 0.05)
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Abb. 10: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zum Lymphknotenstatus (pN)
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3.3.2.5 Fernmetastasierung (pM)

Auch beziiglich der Fernmetastasierung war der Datensatz nicht ganz vollstindig; hier
fehlten Angaben zu drei Patienten, so dass insgesamt 94 Beobachtungen vorliegen
(Tabelle 7, Abbildung 11). Die Anwesenheit von Fernmetastasen reduziert die
Uberlebenswahrscheinlichkeit deutlich. So liegt die 1-Jahres-ULW bei Patienten ohne
Fernmetastasen bei 50.6 % und bei Patienten mit Fernmetastasen nur bei 22.1 %. Nach
zwel Jahren waren alle Patienten mit Fernmetastasen bereits verstorben. Der Unterschied

zwischen den beiden Gruppen ist statistisch signifikant (p = 0.0474).

pM 0 1
Anzahl der Patienten 85 9
verstorbene Patienten 75 9
Medianes Uberleben (Monate) | 13 9
Mittleres Uberleben (Monate) | 18.2 9.8
1-Jahres-ULW (%) 50.6 22.1
2-Jahres-ULW (%) 23.5 0
Tabelle 7: Uberleben in Bezug zur Fernmetastasierung (pM) (p = 0.0474)
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Fernmetastasierung (pM)
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3.3.2.6 pTNM-Klassifikation der UICC

Fiir die zusammenfassende pTNM-Klassifikation nach UICC standen Daten von 94
Patienten zur Verfiigung (Tabelle 8, Abbildung 12). Von diesen befanden sich allein 70
im Stadium II (65.8 %). Im Vergleich der Uberlebenswahrscheinlichkeiten der beiden

besser besetzten Gruppen I und II zeigt sich insgesamt kein statistisch signifikanter

Unterschied.
pTNM (UICC) I I 111 v
Anzahl der Patienten 12 70 3 9
verstorbene Patienten 10 64 1 9
Medianes Uberleben (Monate) | 13 11 24 9
Mittleres Uberleben (Monate) | 24.4 19.6 28.6 9.8
1-Jahres-ULW (%) 58.3 45.7 100.0 33.3
2-Jahres-ULW (%) 25.0 24.3 100.0 0
Tabelle 8: Uberleben in Bezug zur p TNM-Klassifikation der UICC (p > 0.05)
100% uicc
i
-3
80% —_C;l—zensien
—t—2-zensiert
£ f—3-zensiert
c {— 4-zensiert
c 60%
2
g %
=
&
20%
L
0% |
0 20 40 60 80 100
Uberleben (Monate)
Abb. 12: Kaplan-Meier Uberlebenskurven zur p TNM-Klassifikation der UICC
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3.3.2.7 Tumorgradierung

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei gut differenzierten Tumoren liegt im ersten Jahr
bei 75 %. Die 2-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit ist in den Gruppierungen 1-3
homogen verteilt und liegt im Durchschnitt bei 22 %. Fiir schlecht differenzierte Tumore
der Gruppe 4 liegen hier keine Ergebnisse vor, da alle drei betroffenen Patienten weniger
als ein Jahr iiberlebt haben; formal kdnnte man auch 0 % als Wert angeben. Die Uber-
lebenskurven belegen, dass die Gradierung innerhalb der gut besetzten Gruppen G2 und

G3 keinen unterschiedlichen Einfluss auf das Uberleben hatte (Tabelle 9, Abbildung 13).

Grading 1 2 3 4
Anzahl der Patienten 4 52 38 3
verstorbene Patienten 4 46 33 3
Medianes Uberleben (Monate) | 21 12 9 7
Mittleres Uberleben (Monate) | 23.3 18.7 16.4 6.3
1-Jahres-ULW (%) 75 50 47.4 -
2-Jahres-ULW (%) 25 21.2 23.7 -

Tabelle 9: Uberleben in Bezug zur Tumorgradierung (Grading) (p > 0.05)
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ADbb. 13: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Tumorgradierung
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3.3.2.8 Hugl-1-Expression

Bei der Auswertung der Hugl-1-Expression wurde zunichst ein negatives Farbergebnis
(0) mit einem positiven (1-3) verglichen (Tabelle 10, Abbildung 14).

Dabei zeigte sich, dass zwar das mediane Uberleben und die 1-Jahres-ULW gleich waren,
sich aber ab dem zweiten Beobachtungsjahr doch ein positiver Effekt bei Hugl-1-
Positivitit abzeichnete, der sich in den Daten im hoheren mittleren Uberleben von mehr
als 5 Monaten (23.6 vs. 15.0) und einer héheren 2-Jahres-ULW manifestierte. Dieser
Unterschied war allerdings noch nicht statistisch signifikant, stellt aber bei einer

Krebserkrankung des Pankreas durchaus einen beachtenswerten Unterschied dar.

Hugl-1 Expression - +
Anzahl der Patienten 36 61
verstorbene Patienten 34 52
Medianes Uberleben (Monate) | 11.5 11
Mittleres Uberleben (Monate) | 15.0 23.6
1-Jahres-ULW (%) 47.2 49.2
2-Jahres-ULW (%) 19.4 27.4
Tabelle 10: Uberleben in Bezug zur Hugl-1-Expression, neg. (-) vs. pos. (+) (p >
0,05)
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ADbb. 14: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Hugl-1-Expression neg. vs. pos.
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In einer zweiten Datenauswertung wurden die 33 Patienten mit geringer Hugl-1-
Expression (Score 1) gemeinsam mit den negativen (Score 0) in einer Gruppe gefiihrt
(Tabelle 11, Abbildung 15). So entstanden zum Vergleich die Gruppen 0-1 und 2-3.
Zwischen diesen konnte ein statistisch signifikanter Unterschied dargestellt werden, der
sich ab ca. 12 Monaten Verlauf herausbildete. Die Patienten der Gruppe 2-3 verfiigten
iiber eine doppelt so lange mittlere Uberlebenszeit und eine fast doppelte 2-Jahres-ULW.
Statistik und grafische Darstellung zeigen, dass diese Einteilung am besten die Moglich-

keiten der Hugl-1-basierten Prognostik wiedergibt.

Hugl-1 Expression 0-1 2-3
Anzahl der Patienten 69 28
verstorbene Patienten 63 23
Medianes Uberleben (Monate) | 11 11
Mittleres Uberleben (Monate) | 15 30
1-Jahres-ULW (%) 493 50.3
2-Jahres-ULW (%) 21.0 39.3
Tabelle 11: Uberleben in Bezug zur Hugl-1-Expression, zwei Gruppen (p =0.0241)
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ADbb. 15: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven zur Hugl-1-Expression in zwei

Gruppen (0-1 vs. 2-3)
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3.3.3 Korrelation der Hugl-1 Expression mit klinischen Parametern,
Staging und Grading

Um eine mogliche Korrelation der Hugl-1 Expression mit den einzelnen klinischen Para-
metern sowie Staging und Grading festzustellen, wurden diese den Ergebnissen der Hugl-

1 Expressionsstufen in Tabelle 12 gegeniibergestellt.

Variable Hugl-1 Expressionsstufen
0 1 2 3
Anzahl der Fille 36 33 19 9
Alter <65 19 15 10 5
> 65 17 18 9 4
Geschlecht ménnlich | 17 24 11 4
weiblich 19 9 8 5
Tumorausdehnung pTl 4 2 0 0
pT2 9 6 7 3
pT3 20 21 10 6
pT4 3 4 2 0
Lymphknotenstatus pNO 7 12 5 1
pN1/pN2 |28 20 14 8
Fernmetastasen MO 31 29 16 9
M1 3 3 3 0
pTNM nach I 7 10 4 1
UICC-Klassifikation II 24 17 11 8
I 0 2 1 0
v 3 3 3 0
Gradierung Gl 0 0 3 1
G2 18 20 8 6
G3 17 13 7 1
G4 1 0 1 1

Tabelle 12: Korrelation der Hugl-1 Expression mit klinischen Parametern, Staging
und Grading
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Im direkten Vergleich mit den einzelnen Parametern kann augenscheinlich festgestellt
werden, dass die Hugl-1 Expression in den vier Expressionsstufen 0, 1, 2 und 3 nicht mit
den anderen Grofen korreliert war (Chi*-Test: p > 0.05). Gleiches galt auch fiir die

Darstellung in zwei Expressionsstufen (0-1 bzw. 2-3; p > 0.05, hier nicht wiedergegeben).

3.3.4 Multivariate Uberlebensanalyse

Mit Hilfe des Cox-Regressionsmodells werden die einzelnen klinisch bzw.
morphologisch relevanten Parameter (Geschlecht, Staging, Grading) und Hugl-1
Expression multivariat in Bezug auf ihre prognostische Aussagekraft unter
Berticksichtigung etwaiger Abhingigkeiten zueinander untersucht. Dabei werden nur die

Parameter mit zueinander unabhingiger prognostischer Relevanz aufgenommen.

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 12 und 13 schrittweise dargestellt. Angegeben sind
jeweils die Chi*-enter- bzw. die Chi*>-remove Werte sowie die dazugehorigen p-Werte fiir
das Ausgangsmodell und das Endergebnis nach der Aufnahme des letzten
aufnahmefdhigen Parameters. Hugl-1 wurde dabei in zwei Interpretationen vorgegeben,
einmal in vier Gruppen (Ausprigungen 0, 1, 2 und 3) und einmal in den oben auch in den
Kaplan-Meier-Uberlebenskurven gezeigten zwei Gruppen (Ausprigungen 0-1 bzw. 2-3).
Von den 97 Patientenféllen gingen aufgrund der Vollstdndigkeit der Daten nur 93 Fille

in die Analyse ein. Die Ausgangssituation vor Schritt 1 ist in Tabelle 13 wiedergegeben.

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
Hugl-1 (0-1/2-3) 5.82 0.0158
Hugl-1(0/1/2/3) 248 0.1153
M 2.13 0.1448
G 1.82 0.1777
pTNM nach UICC 0.73 0.3932
pN 0.57 0.4491
Geschlecht 0.32 0.5688
pT 0.01 0.9400
Tabelle 13: Cox-Modell vor Schritt 1
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Aus den Chi*-enter Werten geht hervor, dass sich der die Hugl-1-Expression in zwei
Gruppen im Vergleich mit den anderen Variablen als am relevantesten erweist, so sie als

erste in das Cox-Modell aufgenommen wurde (Tabelle 14).

Variable Chi? enter Chi? remove p-Wert
Hugl-1 (0-1/2-3) 5.82 0.0158
M 2.19 0.1392
Hugl-1(0/1/2/3) | 1.07 0.3010
pTNM nach UICC 0.87 0.3496
G 0.82 0.3659
pN 0.80 0.3720
Geschlecht 0.33 0.5632
pT 0.00 0.9691
Tabelle 14: Cox-Modell nach Schritt 1 (Endergebnis)

Weitere Variablen wurden nicht mehr beriicksichtigt, da der Grenzwert fiir das p-Niveau

fiir eine Aufnahme in das Cox-Model (p < 0.10) jeweils {iberschritten war.

Zusammenfassend wurde also im Cox-Modell nur Hugl-1, gestuft in den beiden Gruppen

0-1 bzw. 2-3, multivariate prognostische Relevanz zuerkannt.
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4 Diskussion

4.1 Pankreaskarzinome - Tumoren mit sehr schlechter Prognose

Die Diagnose eines duktalen Pankreaskarzinoms bedeutet fiir die grofe Mehrzahl der
Patienten eine sehr schlechte, im Grunde infauste Prognose. Die die in diesem Abschnitt
wiedergegebenen letztverfiigbaren Zahlen des Robert-Koch-Institutes fiir die Jahre 2017
und 2018 (1) weisen fiir Deutschland in diesem Zeitraum 19.280 bzw. 19.020
Neuerkrankungen aus, denen 18.005 bzw. 18.332 Todesfille gegeniiberstehen - letzten
Endes bedeutet das anschaulich, dass innerhalb eines Jahres die Gruppe der Erkrankten
fast komplett durch Tod bzw. ,,Nachriicken* Neuerkrankter erneuert wird. Die relativen
5- und 10-Jahres-Uberlebensraten von 10 % bzw. 7 - 8 % sprechen Bénde, ebenso die
Tatsache, dass Pankreaskarzinome unter 4 % aller maligner Tumoren stellen, aber fiir ca.
8 % der Krebstodesfille verantwortlich sind. Nur fiir das maligne Mesotheliom, das aber

mit ca. 1.600 Féllen pro Jahr viel seltener ist (1), ist die Prognose noch schlechter.

Andererseits weisen die Zahlen aber auch aus, dass es durchaus Langzeitiiberleber gibt,
also Patienten, die ein Pankreaskarzinom fiir viele Jahre iiberleben. Entsprechend ist trotz
der Vielzahl der Patienten, die an dem Tumor schnell versterben, doch eine grof3e
Bandbreite an Verldufen moglich. Entsprechend macht es durchaus Sinn, nach Prognose-
parametern auch beim Pankreaskarzinom zu suchen und sie fiir die Planung der

Behandlungsstrategie (z.B. kurativer vs. palliativer Ansatz) in Anwendung zu bringen.

Der Status Quo der Prognostik ist sicher am besten der aktuellen ,,S3-Leitlinie fiir das
exokrine Pankreaskarzinom® zu entnehmen, die seit Dezember 2021 in der Langversion
2.0 vorliegt (4): Bezogen auf resezierte Pankreaskarzinome beschrinken sich die
Aufgaben des Faches Pathologie darauf, eine standardisierte, insgesamt umfangreiche
Makropréparation durchzufithren, um zu einer sicheren Aussage zum R-Status der
Tumoren zu gelangen. AuBlerdem sollen die Parameter zu pT, pN und pM aus der TNM-
Klassifikation (55) verlésslich bestimmt werden und ein Grading vorgenommen werden.
AuBerdem sollen anlédsslich der histologischen Untersuchung auch Aussagen iiber
Lymphspalteninvasion (L), BlutgefdBinvasion (V) und Perineuralscheideninfiltration
(Pn) getroffen werden. Immunhistochemische Anwendungen sind dort nur beziiglich der

MMR-Proteine vorgesehen, da nur bei Mismatch-Reparatur-Defizienz (IMMR) bzw.
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Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI) im Tumor eine Voraussetzung fiir eine Behandlung mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren in der Palliativsituation gegeben ist. Die immunhisto-
chemischen Untersuchungen des PD-L1- oder des Her2/neu-Status, die gelegentlich bei
Féllen von Pankreaskarzinomen klinischerseits angefordert werden, sind in der S3-
Leitlinie nicht erwdhnt. Molekularpathologische Anwendungen werden dort nur fiir die
Bestimmung einer BRCA 1-/2-Keimbahnmutation vorgesehen; liegt diese vor, so

empfiehlt die S3-Leitlinie eine Platin-basierte Erstlinientherapie.

Zusammenfassend ist es bisher nicht gelungen, neben den oben genannten klassischen
Prognosefaktoren molekularbiologische oder immunhistochemische Variable als ergén-
zende anerkannte Prognosefaktor zu etablieren (69, 99). Alle bisher bekannten prog-
nostischen Variablen, welche in Studien untersucht wurden, scheitern an widerspriich-
lichen Ergebnissen, nicht geniligender Erprobung und Erfahrung oder dienen lediglich

dazu, die Tumorgenese zu beschreiben.

Dennoch bleibt die Erprobung mdglicher neuer immunhistochemischer oder molekularer
Marker wichtig, um vielleicht doch in Zukunft Variablen zur Hand zu haben, die dabei
behilflich sind, fiir den jeweiligen Patienten einen optimierten therapeutischen Weg zu

eroffnen. Hierauf soll spéter in Kapitel 4.3 néher eingegangen werden.

4.2 Hugl-1 als méglicher immunhistochemischer Prognosefaktor

Der in Mainz etablierte Hugl-1-Antikorper (bzw. ein gewerblich erhiltlicher Lgl-1-
Antikorper) wurde im Laufe der Jahre von den dortigen Arbeitsgruppen, aber auch
anderweitig zur Charakterisierung von Tumorentitdten unter verschiedenen klinischen
Gesichtspunkten eingesetzt. Im Folgenden soll zunichst auf diese Studien, danach auf
unsere eigene Arbeit am Pakreaskarzinom eingegangen werden. Insgesamt konnten bei
verschiedenen Tumorentititen eine verminderte Expression des Markers sowie eine
Korrelation mit klinikopathologischen Parametern, der Tumorprogression und der

Prognose demonstriert werden.
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4.2.1 Hugl-1 Expression beim kolorektalen Karzinom

In einer Studie an der I. Medizinischen Klinik der Universititsmedizin Mainz wurde
untersucht, ob eine verdnderte Expression von Hugl-1 zur Progression des kolorektalen
Karzinoms (CRC) beitrigt (86). Die Daten stammten aus einem Patientenkollektiv von
94 Patienten mit leitliniengerecht chirurgisch behandeltem CRC. Zur Evaluation der
Entwicklung der Hugl-1 Expression wihrend der Adenom-Karzinom-Sequenz wurden
mittels RT-PCR Transkriptionsprofile nicht-neoplastischer kolorektaler Mukosa (n=19),
kolorektaler Polypen (n=10), CRCs (n=94) und Lebermetastasen (n=14) angefertigt und
jeweils mit einem B-Aktin Transkriptionsprofil als Standard-Reaktionskontrolle
verglichen. In nicht-neoplastischer kolorektaler Mukosa fand sich kein Verlust von Hugl-
1. Hingegen zeigten 60% der untersuchten kolorektalen Polypen einen Verlust von Hugl-
1. Bei den CRC lag der Verlust sogar bei 75 % und bei Lebermetastasen bei 72 %. Weitere
immunhistochemische Untersuchungen der Proben mittels Immunfluoressenz,
Immunhistochemie und PCR-Assays bestitigten o.g. Ergebnis. Ein Vergleich mit den
klinischen Daten der 94 Patienten zeigte, dass der Verlust von Hugl-1 unabhéngig vom
Geschlecht, der Tumorlokalisation, dem T-Status und dem M-Status erfolgte. Eine
deutliche Korrelation mit einem Verlust von Hugl-1 stellte sich flir Tumore fortgeschrit-
tener Tumorstadien (UICC III/IV) (p=0.0043) heraus; schwécher signifikant war der
Effekt fiir die Lymphknotenmetastasierung (p=0.034).

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass sich ein Riickgang des Expressionsprofils von
Hugl-1 schon in frithen Phasen der Karzinomentstehung einstellt und eine damit
zusammenhidngende Tumorprogression und Infiltration von CRC-Tumorzellen ins
lymphatische GefdBsystem ein frithes genetisches Ereignis wéhrend der Adenom-

Karzinom-Sequenz darstellt. Daten zum Uberleben der Patienten lagen nicht vor (86).

4.2.2 Hugl-1 Expression beim malignen Melanom

Am Pathologischen Institut der Universititsklinik Regensburg fand parallel zur o.g.
Studie eine Untersuchung der Hugl-1 Expression im malignen Melanom und seiner
Metastasen statt (88). Zur Begutachtung der Hugl-1 Expression wihrend der
Melanomentwicklung kamen verschiedene molekularbiologische und

immunhistochemische Verfahren zur Anwendung.
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Neun Zelllinien des malignen Melanoms und seiner Metastasen wurden kultiviert und
hinsichtlich der Hugl-1 Expression untersucht. Die Expressionsprofile wurden mittels
RT-PCR erstellt und mit normalen humanen epithelialen Melanozyten (NHEM)
verglichen. In allen Zelllinien konnte eine deutliche Reduktion der Hugl-1 Expression
festgestellt werden. Eine Zelllinie zeigte sogar einen totalen Verlust von Hugl-1. Ein
dhnliches Ergebnis lieferte eine Inkubation der Zelllinien mit einem Anti-Hugl-1
Antikorper und der anschliefenden Analyse mit Western Blot.

Weiterhin wurde RNA von normaler Haut, isolierten humanen epidermalen Melanozyten,
4 Melanomen (Primirtumore), 7 Lymphknotenmetastasen und 5 Fernmetastasen analy-
siert. Das Zellmaterial wurde mit Hilfe der Laser-Dissektion gewonnen. Die
anschlieende molekulargenetische Untersuchung erfolgte mit RT-PCR. Auch hier zeigte
sich eine deutliche Korrelation beziiglich des Hugl-1 Verlust und der Tumorprogression.
In normaler Haut und den isolierten humanen epidermalen Melanozyten zeigte sich keine
Reduktion der Hugl-1 Expression. Hingegen fand sich in 50 % der Melanome, in 71 %
der Lymphknotenmetastasen und in 100 % der Fernmetastasen eine Reduktion bzw. ein
Verlust der Hugl-1 Expression.

Zusitzlich erfolgte eine in vivo Untersuchung von 15 humanen Gewebeproben, welche
mit einer Anti-Hugl-1-Antikorper Farbung immunhistochemisch behandelt und licht-
mikroskopisch begutachtet wurden. Die Proben stammten von Patienten mit benignen
melanozytiren Névi, Melanomen (Primértumore) und Metastasen. Auch hier fand sich
eine deutliche Reduktion der Hugl-1 positiven Zellen beim Ubergang vom normalen
Hautndvus zum metastasierenden Melanom.

Welche Auswirkungen der Verlust von Hugl-1 auf die Funktionalitit der Zellen hat,
konnte anhand von transfizierten Melanomzelllinien mit stabiler Expression von Hugl-1
gezeigt werden. Mit Hilfe von Migrationsassays wurde festgestellt, dass alle transfizierten
Melanomzelllinien mit Hugl-1 Expression im direkten Vergleich zur Wildtyp
Melanomzelllinie eine stark verminderte Migrations- bzw. Invasionstendenz und erhohte
Zelladhésion zeigten. Ein Einfluss auf die Zellproliferation konnte nicht belegt werden.
Weiterhin ergaben die Analysen der transfizierten Melanomzelllinien, dass es neben der
Expression von Hugl-1 auch zu einer Expression von E-Cadherin und einer
Downregulation von Metalloproteasen (MMP) insbesondere der des Typs MMP-9 und
MMP-14 kommt. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Melanominvasion, da eine
Downregulation von E-Cadherin und MMP-14 die Epitheliale-Mesenchymale-Transition
(EMT) unterstiitzt (100). Durch die EMT erlangt die Zelle mesenchymale Eigenschaften,
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welche es ihr ermdglichen, die Basalmembran zu durchdringen und so zu metastasieren.
O.g. Erkenntnisse geben Grund zur Annahme, dass die Expression von E-Cadherin und
die Regulation einiger MMP’s unter dem Einfluss von Hugl-1 stehen konnten (88). Dies
konnte auch eine Erkldrung fiir die aggressiven Metastasierungsprozesse beim
Pankreaskarzinom sein, zumal wir in unserer Studie festgestellt haben, dass

Metastasierungsprozesse mit einem Hugl-1 Verlust assoziiert waren.

4.2.3 Hugl-1 Expression beim Endometriumkarzinom

Wissenschaftler der Abteilung fiir Geburtshilfe und Gynikologie der Universitit von
Tokio publizierten in Anlehnung an o.g. Ergebnisse im Juni 2007 eine Studie iiber den
Zusammenhang des Verlust der Hugl-1 Expression und der Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen beim Endometriumkarzinom (89). Zur Untersuchung standen
Gewebeproben und Patientendaten von 86 Patientinnen mit chirurgisch behandeltem
Endometriumadenokarzinom (Hysterektomie) an. Die Analyse der Hugl-1 Expression
erfolgte mit semiquantitativer RT-PCR.

Zusammengefasst stellte sich eine signifikante Korrelation des Hugl-1 Verlustes mit dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen dar (p=0.012). 31.6 % der Hugl-1 negativen
Tumore waren mit der Ausbildung von Lymphknotenmetastasen assoziiert, wohingegen
nur 7.5 % der Hugl-1 positiven Tumore Lymphknotenmetastasen zeigten. Weitere
Parameter wie Patientenalter, Tumorstadium, Fernmetastasen und histopathologische
Gradierung des Tumors blieben von dem Hugl-1 Verlust unbeeinflusst. Inwieweit sich
der Verlust der Hugl-1 Expression auf das Outcome der Patientinnen auswirkte, zeigte
eine anschlieBende Uberlebensanalyse wihrend einer 6-jihrigen Follow-up Periode
(p=0.012). Tumore mit negativer Hugl-1 Expression waren mit einem statistisch
schlechteren Uberleben assoziiert. Somit konnte der Verlust der Hugl-1 Expression als
prognostisch signifikanter Faktor beim Endometriumkarzinom identifiziert werden (89).
Auch in unserer Studie konnte der Verlust der Hugl-1 Expression mit einer schlechteren

Uberlebenswahrscheinlichkeit korreliert werden.
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4.2.4 Hugl-1 Expression beim hepatozelluliiren Karzinom

Um etwaige Ursachen fiir eine gestorte Hugl-1 Funktion zu identifizieren, wurde 2009
am Institut fiir Biochemie und Zellbiologie, Shanghai, China, eine Studie beziiglich der
molekularbiologischen Mechanismen, welche zu einem Verlust der Hugl-1 Funktion
filhren, durchgefiihrt (90). Das hepatozellulire Karzinom (HCC) geht wie das
Pankreaskarzinom mit vergleichbar schlechter Prognose einher, wobei in der Studie
allerdings keine Daten zum Uberleben vorlagen.

Die Untersuchung fand an 80 Gewebeproben von hepatozelluldren Karzinomen statt. Die
Analyse der Proben zeigte, dass es wiahrend der RNA-Prozessierung beim Splei3vorgang
zu Aberrationen kommt. Die Expression der Hugl-1 Proteine verlduft in der Folge
fehlerhaft und ist mit einem Verlust der Tumorsuppressorfunktion verbunden.

Eine aberrante Hugl-1 Expression stand in signifikanter Korrelation mit der Tumorgrof3e
(p=0.031 bis <0.005) und der histopathologischen Differenzierung (p=0.002 bis <0.005).
Weiterhin zeigte sich bei 29.2 % (7 von 24) der Patienten mit mutierten Hugl-1 Proteinen
eine Invasion ins GefaBBsystem. Prozentual lag dieses Ergebnis iiber dem der Patienten
mit regelrechter Hugl-1 Expression (13.9 % / 5 von 36). Daraus wurde geschlossen, dass
fehlerhaftes Splicing zur Tumorprogression des HCC beitragt.

Von der Charakterisierung der fehlerhaften primiren Hugl-1 RNA erhofften sich die
Autoren Ansitze fiir ein neues therapeutisches Spektrum zur Behandlung des HCC. Unter
Verwendung von Antisense-Nukleotiden konnte eine Blockade der fehlerhaften Hugl-1

RNA herbeigefiihrt werden und so die Tumorsuppressorfunktion erhalten werden.

4.2.5 Hugl-1 Expression beim Osophaguskarzinom

Song et al. (91) untersuchten in einer in vitro und in vivo Studie die positive Auswirkung
der Hugl-1 Expression auf die Tumorsuppression beim Osophaguskarzinom. Hierzu
wurde ein Hugl-1 exprimierendes Plasmid konstruiert, welches man mittels Transfektion
in humane 6sophageale Krebszelllinien eingebracht hat, um so eine Uberexpression von
Hugl-1 zu erreichen. Die Uberpriifung der Hugl-1 Expression erfolgte mittels RT-PCR
Testung und Western Blot. In vitro Zellproliferation und Apoptose wurden separat mittels
CCK-8 Assay, Western Blot und Durchflusszytometrie vor und nach Transfektion mit

dem Plasmid untersucht. Die Beurteilung der Zellzyklusverteilung erfolgte mittels
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Durchflusszytometrie. Die Effekte der Uberexpression von Hugl-1 auf das Tumor-
wachstum iz vivo wurde im Mausmodell an Nacktméausen untersucht, welche vorher ein
Osophageales Tumorzelltransplantat (Xenograft Transplantat) erhalten haben. Die Ex-
pression von Hugl-1 im Xenograft Tumortransplantat wurde immunhistochemisch
untersucht. Um apoptotische Zellen zu detektieren und zu quantifizieren, wurde die TU-
NEL Technik angewendet. Im Ergebnis konnte die Effektivitit der Transfektion mittels
RT-PCR Testung und Western Blot bestitigt werden. Es zeigte sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe, dass die mRNA-Spiegel und die Protein Level von Hugl-1 in der pEZ-
M29-Hugl1 behandelten Gruppe erheblich erhdht waren (p<0.05). Mit Hilfe eines CCK-
8 Assay konnte gezeigt werden, dass das Zellwachstum bei Hugl-1 iiberexprimierenden
Zellen signifikant niedriger war, als in der Kontrollgruppe. Auch ein Zellzyklusarrest am
Ubergang der Go- zur Gi-Phase wurde bei Hugl-1 exprimierenden Zellen festgestellt
(64.09 % + 3.14 % vs. 50.32 % + 4.60 %, 64.09 % + 3.14 % vs. 49.13 % +2.24 %).

Die Quantifizierung apoptotischer Zellaktivitit bei Hugl-1 iiberexprimierenden Zellen
erfolgte mit Hilfe der Annexin-V-Flourescein-Isothiocyanat Féarbung und war im
Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls signifikant erhoht (17.33 % +4.76 % vs. 6.9 % +
1.61 %, 17.33 % £ 4.76 % vs. 6.27 % + 0.38 %). Auch wurde herausgefunden, dass sich
Hugl-1 auf den Gehalt von Proteinen auswirkt, welche an der Regulation des
programmierten Zelltods (Apoptose) beteiligt sind. In diesem Fall ging es um die Proteine
Bcl-2 (antiapoptotisch) und Bax (proapoptotisch), sowie um eine Aktivierung der
Caspasen 3 und 9. Mit TUNEL-Assay konnte gezeigt werden, dass Hugl-1 die
Apoptoserate von Ecal09-Zellen in vivo deutlich erhoht (60.50 % £ 9.11 % vs. 25.00 %
+12.25 %).

Schlussfolgernd deuten alle Ergebnisse darauf hin, dass Hugl-1 in einer humanen
Zelllinie des Osophaguskarzinom in vitro und in vivo das Tumorwachstum hemmt und

die Apoptose induziert (91).

4.2.6 Hugl-1 Expression beim Lungenkarzinom

In einer Studie von Matzusaki et al. (92) konnte gezeigt werden, dass die Hugl-1
Expression auch beim Lungenkarzinom mit dem Tumorwachstum und dem Uberleben
korreliert. Hierzu wurden Gewebeproben aus chirurgisch resezierten Lungenkarzinomen

von 103 Patienten gewonnen, immunhistochemisch aufbereitet und analysiert. Der
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Patientenpool bestand aus 97 Ménnern und 6 Frauen, welche sich im mittleren
Lebensalter von 67.2 (+/- 9.1) Jahren befunden haben. Es wurden verschiedene Proteine,
welche an der Steuerung der Zellpolaritdt beteiligt sind, untersucht. Neben aPKC, Par3,
Par6 und Hugl-2 wurden auch die Effekte der Hugl-1 Expression auf die Zellpolaritit
untersucht.

Die Analyse und Gegeniiberstellung aller Variablen ergab, dass die Hugl-1-Expression
zu Variablen des Stadiums (pT, pN) und zum Grading unabhédngig war (p > 0,05 im
Pearson Chi>-Test), aber statistisch signifikant mit dem Uberleben der Patienten
verkniipft ist: Eine reduzierte Hugl-1 Expression bedeutete in diesem Fall eine
schlechtere Prognose fiir die Patienten, die an einem Lungenkarzinom erkrankt waren (p

=0,0223) (92).

4.2.7 Hugl-1 Expression beim Pankreaskarzinom

Beginnend haben wir festgestellt, dass in gesundem Pankreasgewebe Hugl-1 regelméfig
exprimiert wird. Die Expression findet hier vorwiegend in den Gangepithelien,
peripankreatischen Ganglienzellen und Inselzellen statt und ldsst sich immunhisto-
chemisch darstellen und lichtmikroskopisch analysieren. Auch in entziindlich ver-
andertem Gewebe, wie es bei der chronischen Pankreatitis der Fall ist, ist die Hugl-1
Expression nicht verdndert. Die Hugl-1 Expression in gesundem Pankreasgewebe kann

somit als spezifisch und reproduzierbar bezeichnet werden.

In unserer Studie konnten wir anhand von 97 Patientenfdllen mit chirurgisch behandeltem
Adenokarzinom des Pankreas zeigen, dass die Hugl-1 Expression auch dort eine wichtige
Rolle spielt. Hierzu analysierten wir die immunhistochemischen Expressionsprofile von
Hugl-1 der Tumorproben und korrelierten sie mit den klinischen Daten und dem

Uberleben der Patienten. Das Follow-up betrug bis zu 92 Monate.

Es konnte beobachtet werden, dass Patienten, deren Hugl-1 Expression im Tumorgewebe
erhalten geblieben war, eine signifikant hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit aufwiesen
als Patienten, bei denen die Hugl-1 Expression riickldufig oder gar verlorengegangen war
(siehe Abbildung 15). Dabei wurde der positive Einfluss von Hugl-1 erst nach dem ersten

postoperativen Jahr offensichtlich. Die prognostische Bedeutung der Hugl-1 Expression
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konnte weiterhin an einem multivariaten Cox-Regressionsmodell demonstriert werden.
Hier erreichte sie als einzige Variable die Eingangsgrenzen des Cox-Regressionsmodells
und machte so den prognostischen Einfluss auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der

Patienten deutlich.

Interessanterweise konnte ein Verlust oder ein Erhalt der Hugl-1 Expression nicht mit der
Differenzierung der Tumore und dem Staging korreliert werden. So hatten manche
Patienten mit schlecht differenzierten Tumoren und fortgeschrittenen Tumorstadien bei
erhaltener Hugl-1 Expression ein deutlich besseres Outcome, als Patienten bei denen es
umgekehrt der Fall war. Aullerdem waren diese Parameter auch ohne sichere prog-
nostische Relevanz, abgesehen von einem schwachen signifikanten Ergebnis im
Vergleich zwischen MO und M1. Insgesamt sind klinisch-morphologische Grundpara-
meter beim Pankreaskarzinom lange nicht so ,,verldssliche® Prognosefaktoren wie bei
anderen Tumorentitidten. Das zeigen auch Ergebnisse deutlich groferer Studien als der
hier vorgelegten, beispielsweise an einem 2022 vorgestellten groBen, nach aktuellen Stan-
dards operativ behandeltem Kollektiv aus dem hiesigen Universitétsklinikum (101). An
236 Fillen von resezierten Pankreaskarzinomen waren, abgesehen vom Alter der
Patienten, nur fiir wenige Einzelaspekte statistisch signifikante Uberlebensunterschiede
zu erheben. Es wurden neun klinikopathologische Parameter (Geschlecht, TNM-
Parameter T, N, M, L, V, R und Pn, UICC-Stadium sowie Grading) auf finf Subgruppen
des Patientenkollektivs bezogen (Untergruppen RO, RO/MO, MO, Tumor im
Pankreaskopf, Tumor im Pankreasschwanz); von den 41 Uberlebensanalysen fiihrten
iiberhaupt nur vier zu einem statistisch signifikanten Ergebnis, davon lediglich eine auf
einem p-Niveau von p < 0,04, ndmlich der Vergleich MO vs. M1 fiir 217 Tumoren des

Pankreaskopfes, (p = 0.001).

4.3 Einordnung eigener Ergebnisse in den prognostischen Gesamt-
zusammenhang des Pankreaskarzinoms

Die bekanntermallen sehr schlechte Prognose der meisten, aber nicht aller Patienten mit
einem Pankreaskarzinom hat schon viele Arbeitsgruppen mit der Frage beschiftigt, ob
sich durch die Etablierung von Biomarkern bestimmte Subgruppen herausarbeiten lieBen,

bei denen aufgrund besserer prognostischer Voraussetzungen auch ambitioniertere
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Therapien sinnvoll sein kdnnten. Biomarker kdnnen dabei sowohl serologische, also im
Blut erhobene Variable sein, als auch immunhistochemisch oder molekular (z.B. per
FISH- oder per PCR-basierten Verfahren) erhobene GroBen am Tumorgewebe oder an
der Tumorumgebung (z.B. peritumorale Immunabwehr). Fiir einen Review von
McGuigan und Mitarbeitern aus dem Jahr 2021, der in Kapitel 4.3.2 thematisch einge-
bunden ist, wurden 1101 Arbeiten iiber Biomarker an Pankreaskarzinomen erfasst, in
denen mehr als 700 verschiedene Biomarker eingesetzt worden seien (102). Im Folgenden

sollen hierzu einige wesentliche Aspekte zu ihrer Anwendung angesprochen werden.

4.3.1 Prognostische Bedeutung immunhistochemischer Biomarker an
den Tumorzellen

Die grof3te Vielzahl an Biomarkern betrifft immunhistochemische Anwendungen, wobei
aber nicht auf diagnostische Bemiihungen, aktuell zusammengestellt von Luu in einer
Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2021 (103), eingegangen werden soll, sondern nur auf
einzelne prognostische Ansétze. Dabei muss vorausgeschickt werden, dass sich keiner

von ihnen in der Routinediagnostik durchgesetzt hat.

In einem sehr informativen und tibersichtlich verfassten Review aus dem Jahr 2011 (69)
werden elf Marker genannt, die in zwei oder mehr Studien einen unabhidngigen prog-
nostischen Einfluss auf das Uberleben gezeigt haben, niimlich Ki-67, p27, p53, TGF Bl1,
bcl-2, Survivin, VEGF, COX-2, CD34, S100 A4 und hENT 1. Trotz der positiven Effekte
in Studien schlieBen die Autoren aber aus der Gesamtgemengelage, dass keiner von ithnen
fiir den Routinebetrieb empfohlen werden konne, weil die Ergebnisse inkonsistent seien;
ihre eigene Empfehlung, in prospektiven Multicenterstudien weiter an der Eignung der
Marker zu forschen, scheinen sie bis heute nicht umgesetzt zu haben.

Ein weiterer Review, ebenfalls aus dem Jahr 2011 (104), befasst sich teils iiberschneidend
mit p53, pl6, smad4, bcl-2, bax, VEGF und EGFR. Auch in dieser Arbeit wurde auf
Inkonsistenzen der Ergebnisse hingewiesen, aber letztendlich geschlossen, dass VEGF
ein geeigneter Prognosefaktor fiir das Pankreaskarzinom sei. Durchgesetzt hat sich VEGF
allerdings nicht. Aktuelle telefonische Riickfragen in groflen Instituten (RWTH Aachen,

Pathologie Koblenz, Universititsmedizin Mainz, Universitdtsklinikum Koéln) ergaben
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erwartungsgemil, dass keiner der genannten Marker in der Routine beim Pankreas-
karzinom zu prognostischen Zwecken eingesetzt wird und manche Marker hier und da
gar nicht vorgehalten werden.

Seitdem sind keine weiteren Reviews in Pubmed zu immunhistochemischen Prognose-
faktoren von Pankreaskarzinomen nachweisbar. Allerdings gibt es eine Vielzahl von
Einzelstudien, die durchaus dhnlich wie unsere eigene Studie gute Ergebnisse erbringen,
so auch fiir Vimentin (70) und Her2/neu (71), zwei Marker, die zur ,,Grundausstattung*
jedes immunhistochemischen Labors gehoren. In der Routine eingesetzt werden aber
auch diese beiden Marker offenbar nicht. Nur fiir die Jahre 2021-2023 werden fiir die
Phrase [("survival" or "prognos*" or "outcome") and 'pancreatic cancer" and

immunohistochem*] 328 Publikationen aufgelistet (Stand 15.11.2022).

Letzten Endes ist zu konstatieren, dass bislang kein einziger immunhistochemischer
Marker, der an den Tumorzellen bindet, in die aktuelle S3-Leitlinie (4) aufgenommen
wurde. Trotz aller Auftrennung von Patienten in Studien liegt offenbar bei keinem von

ihnen eine allgemeine Akzeptanz vor.

4.3.2 Prognostische Bedeutung der immunhistochemisch analysierten
peritumoralen Immunabwehr

Die wissenschaftlichen Erkenntnisse zu einer eventuellen prognostischen Bedeutung der
peritumoralen Immunantwort wurden im Jahr 2021 in einer systematischen Meta-
Analyse aus der Universitidt Belfast zusammengestellt (102): Insgesamt wurden 26
immunhistochemische Arbeiten ermittelt, die von ihrer Qualitdt her Aufnahme in die
Meta-Analyse finden konnten; in 18 von ihnen wurden nicht nur qualitative, sondern auch
quantitative Aussagen getroffen. Die Arbeiten befassten sich mit dem Stellenwert der
Markerexpression von CD3 (T-Zell-Marker) sowie von CD4, CD8, und FoxP3 (Marker
verschiedener Subtypen von T-Zellen), von CD20 (B-Zell-Marker), von CD68 und
CD163 (Makrophagenmarker) sowie von PD-1 und PD-L1, die jeweils in mindestens drei
geeigneten Studien Anwendung gefunden hatten. In ein bis zwei Studien war mit den
Makrophagenmarkern CD204, CD206 und FRJ (Folatrezeptor 3) gearbeitet worden, in
jeweils einer Studie mit dem Mastzellmarker CD117 sowie den Neutrophilenmarkern

Chlorazetatesterase bzw. CD15. Fasst man die Ergebnisse zusammen, so verfiigten
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Patienten mit einem hohen Gehalt an CD4-positiven T-Lymphozyten bzw. an CD8-
positiven T-Lymphozyten am Tumor iiber einen lidngeres rezidivfreies Uberleben. Ein
hoher Gehalt an CD163-positiven Makrophagen war mit einem kiirzeren allgemeinen
Uberleben assoziiert. Alle iibrigen Parameter, darunter auch die bei vielen Tumorentititen
etablierte und immer wieder nachgefragte PD-L1-Expression, zeigten gemdfl den
Ergebnissen der Meta-Analyse keinen statistisch signifikanten, prognostisch nutzbaren

Einfluss, unabhéngig vom Auswertemodus (TPS, CPS oder IC-Score).

4.3.3 Prognostische Bedeutung molekularpathologischer Ansiitze

Das sich rasch weiterentwickelnde Feld molekularpathologischer Erkenntnisse kann im
Rahmen dieser Arbeit nicht systematisch abgehandelt werden. Vielmehr kann auch hier
nur auf dasjenige eingegangen werden, was bereits iiber das Niveau einzelner wissen-
schaftlicher Studien hinausgeht und sich in den Leitlinien abbildet.

Legt man die deutsche ,,S3-Leitlinie zum exokrinen Pankreaskarzinom® (4), die derzeit
in der Version 2.0 von November 2021 vorliegt, zugrunde, so werden molekulare
Mechanismen (von einer Erwdhnung in der Diagnostik zystischer Lésionen abgesehen)
lediglich in Kapitel 8 (,,Palliative Therapie des Pankreaskarzinoms®) erwihnt, spielen
also fiir die ,,Diagnostik* (Kapitel 5), die ,,Chirurgische Therapie* (Kapitel 6) und die
»Adjuvante und neoadjuvante nichtchirurgische Therapie* (Kapitel 7) keine Rolle. In
Kapitel 8 werden zunédchst die Monochemotherapie mit Gemcitabin und danach
Kombinationschemotherapien auf der Basis von 5-FU bzw. Gemcitabin abgehandelt.
Danach erfolgt im Kapitel 8.5 (,,Molekularbiologisch gezielte Therapien®) die
Besprechung molekularer Mechanismen, die bei der Therapiefindung in der

Palliativsituation eine Rolle spielen.

Dabei wird in diesem Kapitel zundchst auf die Moglichkeit eingegangen, statt einer
Gemcitabin-Monotherapie eine Kombination aus Gemcitabin und dem EGFR-Tyrosin-
kinaseinhibitor Erlotinib zu geben - fiir diese Therapie sind allerdings keine molekular-
pathologischen Testungen mehr Voraussetzung. Andere Kombinationen mit speziellen
Targets wie Bevacizumab, Cetuximab, Axitinib oder anderen werden unter Verweis auf
zwei Meta-Analysen (105, 106) nicht empfohlen, weil sie keinen Benefit fiir das

Uberleben der Patienten bedeuten.
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Danach wird in Kapitel 8.6 (,,Therapie in molekularen Subgruppen®) auf spezielle
Konstellationen in der Palliativsituation eingegangen (4): Zum einen soll bei Patienten
mit einer Keimbahnmutation fiir BRCA-1 und / oder BRCA-2 bzw. fiir PALB2, wovon
allerdings nur 4-7 % der Patienten mit Pankreaskarzinomen betroffen sind (107), im
Erstlinienansatz eine Platin-basierte Chemotherapie und eine Erhaltungstherapie mit
einem PARP-Inhibitor angestrebt werden. Zum anderen sind Immuntherapeutika
insbesondere wirksam bei Tumoren, in denen eine Mismatch-Reparatur-Defizienz
(dIMMR) bzw. eine Mikrosatelliten-Instabilitét (MSI) nachgewiesen ist, was allerdings in
nur ca. 1 % der Pankreaskarzinome der Fall ist (108, 109). Der Nachweis dieser Ver-

anderung ist aktuell Voraussetzung fiir die Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren.

Insgesamt sind somit zwei grundlegende molekulare Mechanismen zum heutigen Stand
Teil der Therapieplanung und somit auch, wenn man positive therapeutische Effekte
einrechnet, Teil der Prognostik. Wenn allerdings nur 4-7 % bzw. ca. 1 % der palliativ zu
behandelnden Patienten die Konstellation aufweisen, die sie von der giinstigeren
therapeutischen Variante profitieren lassen konnte, ist letztendlich der Benefit der
Erkenntnisse wohl bezogen auf den Einzelfall zu wiirdigen, stellt aber keinen sehr gro3en
Fortschritt fiir die Masse der Erkrankten dar. Gleichwohl kann man die Verankerung
dieser Untersuchungen in der S3-Leitlinie als gewissen Meilenstein in der molekularen

Medizin des Pankreaskarzinoms sehen.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In der hier vorliegenden Studie wurde die Gelegenheit wahrgenommen, den an der
Universititsmedizin  Mainz  entwickelten = Antikérper  Hugl-1 in  einem
Kooperationsprojekt mit der dortigen Chirurgischen Klinik, der I. Medizinischen Klinik,
die die Gastroenterologie und Hepatologie vertritt, und dem SFB 432 auf das Uberleben
von Patienten mit resezierten Pankreaskarzinomen zu beziehen. Dabei konnte gezeigt
werden, dass der Antikorper prinzipiell geeignet ist, aus der groBen Zahl von Patienten,
die am Pankreaskarzinom schnell versterben, eine Gruppe herauszuarbeiten, die iiber ein
deutlich besseres Uberleben verfiigt. Dabei fiel auf, dass in den ersten etwa zwdlf
Monaten kein prognostischer Effekt zu erkennen war - in diesem Zeitraum diirften dann

zum einen Friihrezidive zum Tragen kommen, die bekanntermalen trotz formaler RO-
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Resektion bei dieser Tumorentitdt hiufig sind. AuBBerdem zeigt sich darin aber wohl auch,
dass die Patienten etwa liber diesen Zeitraum mit der umfangreichen Operation und der
Rekonvaleszenz ,.kimpfen“ und dass erst dann, wenn sie diese Phase {iberlebt haben,
prognostische Einfliisse wirksam werden, die von der peri- und postoperativen Situation
unabhiingig sind. Auch in anderen Arbeiten kann man #hnliche Uberlebenskurven fiir das

erste Jahr nach der Operation nachvollziehen (88-92).

Entsprechend wire zu postulieren, dass insbesondere eine therapeutisch beeinflussbare
Vermeidung von Friithrezidiven, vorzugsweise kombiniert mit einer Optimierung der
peri- und postoperativen Rekonvaleszenz, wesentlich zur Verbesserung der Gesamt-
prognose beitragen wiirde. Ansonsten kann man nur hoffen, dass in der Zukunft mehr
therapeutisch angehbare tumorbiologische Zusammenhénge aufgedeckt werden. Denn
letzten Endes werden den individuellen Patienten nur Erkenntnisse weiterhelfen, die sich
in eine konkrete adjuvante Therapie umsetzen lassen. Hier scheinen die Moglichkeiten
der Immunhistochemie, therapeutische Abzweige zu weisen, begrenzt, gerade wenn man
bedenkt, dass ihre entsprechenden aktuellen onkologischen Doménen wie die
Bestimmung von Hormonrezeptor-Expression, HER2/neu oder PD-L1 beim Pankreas-
karzinom nicht therapeutisch oder prognostisch weiterhelfen. Hingegen liegt hier sicher
die Bedeutung der Molekularpathologie, die sich immer schneller weiterentwickelt und
von der man am ehesten erwarten kann, dass sie in der Zukunft therapeutische Ansitze
bei diesem prognostisch so schlechten Tumorleiden ermoglicht. Auch Arbeitsgruppen am
Universitédtsklinikum Diisseldorf, an dem ja ein wissenschaftlicher Schwerpunkt zum
Pankreas etabliert werden konnte, werden sicher daran ihren Anteil haben: Eine aktuell
2022 vorgelegte Arbeit aus einem Kooperationsprojekt des UKD von Chirurgie, Gastro-
enterologie und nicht zuletzt Pathologie mit dem selbsterkldrenden Titel ,, Genetic
alterations predict long-term survival in ductal adenocarcinoma of the pancreatic head *
(110) zeigt, dass dort auf diesem Themengebiet ambitioniert Forschung betrieben wird,
um irgendwann die Perspektive einer erfolgreichen, womoglich wirklich kurativen

targeted therapy auch beim Pankreaskarzinom verwirklichen zu kénnen.
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