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1 Einleitung

In Deutschland wird die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen an Bauchspeicheldriisenkrebs
(Pankreaskarzinom) bei Mannern auf ca. 6.300, bei Frauen auf ca. 6.600 geschatzt [Robert-
Koch-Institut, 2008]. Etwa 3% aller Krebserkrankungen sind Pankreaskarzinome. Sie sind
allerdings bei Mannern fiir 5,8%, bei Frauen flr 6,7% aller Krebstodesfalle verantwortlich und
somit die vierthdufigste Krebstodesursache bei Mannern und Frauen [Robert-Koch-Institut,
2008]. Die Mortalitat infolge dieser Tumore ist dhnlich hoch wie die Inzidenz und zeigt damit
eine erhebliche biologische Aggressivitat, die durch die Kombination frilhen invasiven
Wachstums, friher lymphogener und hamatogener Metastasierung sowie Radio- und
Chemoresistenz verursacht wird. Dabei ist in etwa 95% der Falle der exokrine Anteil des
Organs Ausgangspunkt fur die iberwiegend malignen Tumore (98%). Bei der Erkrankung an
Bauchspeicheldriisenkrebs ist die relative 5-Jahres-Uberlebensrate ausgesprochen
unglnstig. Sie liegt fur Manner bei etwa 6,4% und fur Frauen bei 7,6%. Die mittlere
Uberlebenszeit von 6 Monaten nach der Diagnosestellung spiegelt den raschen Verlauf
wider [Robert-Koch-Institut, 2008]. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt fir Manner
bei 69 und fir Frauen bei 76 Jahren [Robert-Koch-Institut, 2008]. Durch die tiefe Lage des
Organs im Korperinneren und das spate Auftreten von Symptomen erfolgt die Diagnose
meist zu einem sehr spaten Zeitpunkt. In etwa 80% der Falle ist die Erkrankung zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits nicht mehr operabel [Ahrendt und Pitt, 2002].
Histologisch werden funf Typen unterschieden, wobei das duktale Adenokarzinom der
Bauchspeicheldriise (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) mit einem Anteil von etwa
85% der Hauptvertreter ist. Wahrend Karzinome im Korpus- und Schwanzbereich (etwa
30%) eine ahnlich schlechte Prognose wie die im Pankreaskopf (60%) aufweisen, zeigen
Adenokarzinome im Bereich der Papille haufig einen besseren Verlauf.

Die Therapie der Wahl und einziger kurativer Ansatz ist die primdre Resektion des
Malignoms. Je nach Lage des Tumors wird hierbei entweder eine Pankreaskopf- oder eine
Pankreasschwanzresektion durchgefuhrt. In seltenen Fallen muss die gesamte Bauch-
speicheldrise entfernt werden. Aber auch in diesen Fallen betragt die 5-Jahres-
Uberlebensrate lediglich 20% [Ahrendt und Pitt, 2002], was méglicherweise auf vereinzelte,
zurtickgebliebene Tumorzellen im Resektionsbereich oder entlang der Nervenscheiden
beruhen koénnte. Die Hauptproblematiken liegen vor allem im Mangel von Kklinisch
einsetzbaren diagnostischen Parametern fir eine Friherkennung und dem bisher nur
unvollstandig aufgeklarten Karzinogenese-Prozess. Die Entwicklung zusatzlicher neuer und
innovativer Testsysteme zur sensitiveren und spezifischeren Diagnostik von
Pankreaskarzinomen sowie zur Uberwachung von Risikogruppen wird daher dringend

bendtigt.
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In einer retrospektiven Studie zu allen Patienten, die in der Chirurgischen Universitatsklinik
Gottingen zwischen August 1994 und Mai 2000 wegen eines Pankreaskarzinoms behandelt
worden waren, zeigte sich, dass knapp 10% dieser Patienten in einem Zeitraum von bis zu
zwei Jahren vor Diagnose des Pankreaskarzinoms wegen unspezifischer Oberbauch-
beschwerden einer Cholezystektomie zugefihrt worden waren [Ghadimi et al., 2002]. Von
entscheidender Bedeutung ist daher die Implementierung einer Diagnostik, welche bereits
zum Zeitpunkt der Cholezystektomie bzw. beim Auftreten unspezifischer Oberbauch-
beschwerden eine zuverldssige Diagnose bzw. den Ausschluss einer Pankreasneoplasie
ermoglicht. Die bisherige Diagnostik mit Ultraschall, Computertomographie und
Magnetresonanztomographie lasst lediglich die Detektion schon fortgeschrittener Tumore zu.
Auch die endoskopisch-retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) als bildgebende
Methode zeigt ihre groRe Sensitivitdt und Spezifitat von Gber 90% nur bei fortgeschrittenen
Tumoren. Der entscheidende Vorteil der ERCP ist jedoch die Mdglichkeit, Sekret bzw. Zellen
aus dem Gangsystem des Pankreas zu gewinnen. Da das Gangsystem Ausgangspunkt fast
aller exokrinen Pankreaskarzinome ist [Pour u. Moroshi, 1994], wurde bereits wiederholt
versucht, durch den Einsatz zytologischer Verfahren die diagnostische Zuverlassigkeit zu
erhdhen, jedoch bisher ohne groRen Erfolg. Auch unter Zuhilfenahme bekannter genetischer
Marker konnte bisher kein entscheidender Fortschritt erzielt werden [Goggins et al., 2000 u.
2007]. Neben der Klarung des Karzinogenese-Prozesses stellen die Uberwachung von
Risikogruppen und vor allem die konsequente Verbesserung der Friherkennung die

vorrangigsten Aufgaben dar.

Die Eigenschaften von Geweben unterscheiden sich in Abhangigkeit ihrer Aufgaben und
Herkunft. Im Verlauf der Karzinogenese, also bei der Transformation von Epithel- in Tumor-
Zellen, kommt es zu Veranderungen dieser Eigenschaften auf molekularer Ebene.
Entsprechend des untersuchten Materials ist unter Verwendung geeigneter Verfahren somit
die Erstellung eines Profils des Genoms, Transkriptoms oder Proteoms mdglich.
Entscheidend ist hierbei die Klarung der Frage, inwieweit die bekannten Veranderungen
eines Tumors im klinischen Alltag benutzt werden konnen, um die Diagnostik und
prognostische Einschatzung dieser Patienten zu verbessern. Die Hybridisierung
genspezifischer DNA-Proben auf Gewebeschnitten oder isolierten Zellkernen (Interphase-
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, FISH) erlaubt die Untersuchung genetischer Veran-
derungen auf Einzelzellebene. Fir das Harnblasenkarzinom kann zum Beispiel durch die
Kombination von vier unterschiedlichen FISH-Sonden (DNA-Sonden fir die Centromer-
Regionen der Chromosomen 3, 7, 17 sowie fur den Gen-Locus p76) der Nachweis von
Tumorzellen im Urin erreicht werden [Sokolova et al., 2000]. Dabei fiihrt das Auftreten tumor-

spezifischer chromosomaler Aberrationen zu einer entsprechenden Bindung der Sonden und
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somit konsekutiv bei malignen Zellen zu einem entsprechenden Signalbild. Das heute als
UroVision™ Bladder Cancer Kit (Vysis) kommerziell erhaltliche Testsystem war damit der
erste FISH-basierte Test flr den Nachweis eines soliden Tumors, der die Zulassung der FDA
(Food and Drug Administration, USA) erhalten hat.

Die Konservierung von Tumor- und Tumor-Grad-spezifischen Mustern von chromosomalen
Veranderungen legen nahe, dass sie eine grundlegende biologische Rolle in der
Tumorgenese spielen. Mdglicherweise besteht diese in der Veranderung der Expression
eines oder mehrerer Gene eines aneuploiden Chromosoms als notwendiger Selektionsvorteil
in der Tumorgenese. So kann durch das Einbringen eines zusatzlichen Chromosoms in eine
immortalisierte Zelllinie gezeigt werden, dass sich die Expression der Gene dieses
Chromosoms signifikant erhdht [Upender et al., 2004]. Diese Beobachtung stimmt mit den
Ergebnissen aus vergleichbaren Analysen an aneuploiden kolorektalen-, pankreatischen und
renalen Karzinomzelllinien Uberein, in denen das Transkriptionsniveau mit der Zahl der

aneuploiden Chromosomen korreliert [Phillips et al., 2001; Mahlamaki et al., 2004].

Heute stellt sich die Frage, ob die chromosomale Instabilitdt (CIN) den Schlissel zum
Verstandnis der Tumorgenese vieler unterschiedlicher Karzinomtypen bildet. Vor einigen
Jahren wurde z.B. fir das kolorektale Karzinom die Karzinogenese Uber eine
Mutationssequenz (also mit einer zeitlichen Abfolge von Mutationen in bestimmten Genen)
parallel zur histomorphologischen Adenom-Karzinomsequenz postuliert [Vogelstein u.
Kinzler, 1993]. Inzwischen gibt es jedoch auch Hinweise, dass eine mégliche Ursache flr die
Karzinogenese beim kolorektalen Karzinom die CIN sein konnte. So konnte auf Basis eines
mathematischen Modells gezeigt werden, dass die Entstehung von Darmkrebs durch die
Mutation eines CIN-Gens und nicht allein durch die Mutation eines Tumor-Suppressor-Gens
(TSG) verursacht werden kénnte [Nowak et al., 2002]. Diese Daten stimmen mit Ergebnissen
von CGH-Untersuchungen (Komparative Genomische Hybridisierung) an kolorektalen
Tumoren Uberein [Ried et al., 1996 u. 1999; Habermann et al., 2007].

Moderne Hybridisierungs-Techniken wie die CGH oder die Spektrale Karyotypisierung (SKY)
zeigen eine bemerkenswert hohe CIN von Pankreaskarzinomen. Der Nachweis von
chromosomalen Veranderungen konnte daher sowohl in der Diagnostik des Karzinoms als

auch in der Uberwachung von Risiko-Patienten einen entscheidenden Beitrag leisten.
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1.1 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden pra-neoplastische Lasionen aus Geweben mit chronischer
Pankreatitis auf Veranderungen des Ploidiestatus einzelner ausgewahlter Chromosomen mit
Hilfe der FISH-Technik analysiert. Diese Untersuchungen dienten der Aufklarung des
Einsetzens von chromosomaler Instabilitat, in Form von Anderungen der Kopiezahl einzelner
Chromosomen wahrend der Karzinogenese Uber die so genannte PanIN-Sequenz. Diese
Ergebnisse wurden in Kooperation mit dem Institut fir Pathologie am Klinikum Kassel (Priv.-
Doz. Dr. med. Ernst Heinméller und Dr. rer. nat. Meike Werther) durch molekulargenetische
sowie immunhistochemische Analysen in diesen Geweben erganzt. Ziel der Studie war die
molekular- und zytogenetische Aufklarung der Mutationsinzidenz und -sequenz im Verlauf
der neoplastischen Progression in der PanIN-Sequenz. Weiter sollte anhand fir das
Pankreaskarzinom typischen genetischen Veranderungen gezeigt werden, ob die PanIN aus
Geweben mit chronischer Pankreatitis mit solchen, wie sie in Geweben mit
Pankreaskarzinomen gefunden werden, vergleichbar sind. In der Fortfihrung wurde auf
Basis der im ersten Teil erhaltenen zytogenetischen Daten ein Set von FISH-Sonden
hergestellt um diese auf ihre Tauglichkeit in der Friiherkennung des Pankreaskarzinoms im
klinischen Kontext zu Uberprifen. Das Ziel war die Erzeugung eines Sets von FISH-basierten
Biomarkern flir den Einsatz an endoskopisch gewonnenen zytologischen Praparaten aus
dem Pankreas. Hierbei sollte die Zuverlassigkeit der selbst generierten Sonden und ihre
Verwendbarkeit im klinischen Umfeld fur die Fruhdiagnostik des Pankreaskarzinoms bzw. die

Risikoabschatzung von Patienten mit chronischer Pankreatitis Uberpruft werden.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Histologisches Progressionsmodell

Die Zellen des duktalen Adenokarzinoms der Bauchspeicheldrise (PDAC) besitzen
morphologische Ahnlichkeit zu den duktalen Epithelzellen des Pankreas. Dies ist der Grund,
weshalb die Zellen des Epithels der Ausfihrungsgange zum heutigen Stand der Forschung
als Ursprung fir die Entwicklung des PDAC angesehen werden [Hilgers u. Kern, 1999;
Bardeesy u. DePinho, 2002]. Zahlreiche Studien konnten belegen, dass sich PDAC durch
fortgesetzte karzinogene Stimulationen aus intraduktalen pra-kanzerésen Lasionen
entwickeln, die sich durch einen schrittweisen Anstieg von Veranderungen der
Histoarchitektur und Zell- oder Kernmorphologie auszeichnen [Sommers et al., 1954; Cubilla
u. Fitzgerald, 1976; Kozuka et al., 1979; Kloppel et al., 1980]. In den letzten Jahren konnte
ein einheitliches histologisches Progressionsmodell fir PDAC geschaffen werden, welches
eine Einteilung der pra-neoplastischen Lasionen in verschiedene Stufen ermdglicht. Diese
Nomenklatur legt eindeutige morphologische Veranderungen der Epithelzellen zugrunde und
differenziert zwischen Normalgewebe, PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2 und PanIN-3 (PanlIN:
pancreatic intraepithelial neoplasia) [Kern et al., 2001; Hruban et al., 2001].

Es werden hyperplastische flache PanIN-1A-Lasionen, hyperplastische papillare PanIN-1B-
Lasionen sowie dysplastische PanIN-2- und PanIN-3-Lasionen unterschieden (Abbildung 1).
Das PanIN-2-Stadium weist im Gegensatz zum PanIN-1-Stadium Anomalien des Zellkerns
auf, das PanIN-3-Stadium entspricht einem intraepithelialen Tumor, der die Basalmembran

noch nicht durchbrochen hat, d.h. einem Carcinoma in situ.

Normal PanIN-1A

Abbildung 1. Histologische Veranderungen in der PanIN-Sequenz. Dargestellt sind Bildausschnitte
der jeweiligen PanIN-Stadien. Originalaufnahmen sind HE gefarbt und bei 400x Vergrof3erung
fotografiert [Originalaufnahmen mit freundlicher Genehmigung von E. Heinméller].
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2.2 Genetische Progression

Parallel zur histologischen Progression des PDAC sind genetische Veranderungen, ahnlich
der Adenom-Karzinom-Sequenz beim Kolonkarzinom, auch fir die Epithelzellen des
Pankreas beschrieben worden. Die Mehrzahl der Pankreaskarzinome zeigen Veranderungen
in Onkogenen wie KRAS, EGFR und Her2, sowie in den Tumor-Suppressor-Genen (TSG)
CDKNZ2A, P53, DPC4 und BRCA2. Entsprechend des histologischen Progressionsmodells
kénnen diese Veranderungen zeitlich bestimmten PanIN-L&sionen zugeordnet werden. So
sind KRAS-Mutationen und Expression von EGFR und Her2 frGhe Veranderungen, die
bereits in PanIN niedrigen Grades auftreten. In hochgradigen PanIN kann dagegen der
Verlust von TSG wie CDKNZ2A, p53, DPC4 und BRCAZ2 beobachtet werden [Hruban et al.,
2000; Bardeesy u. DePinho, 2002].

Receptor tyrosin kinases___ =

5 - /;::-' =
(growth factor receptors) — U= N _ Ligands
————— || autocrinclocp g B (growth factors)
/- 1 T 1 T ’}
> p14 inactivation . ﬁ?_‘“‘:»z,\
A \
MDMa2 "° inhibition |
- KRAS mutation
P53 degradation 1
K |
s TR constitutive activation of HGE
: different Kinases
b no DNA repair \
p53 mutation no apoptosis v Her2
aneuploidy and PI3K pathway
/ genomic instability \ \
f BRCAZ | ./ uncontrolled \
| 0S5 —— no homologous — |
I e — cell cycle AKT2 activation |
D
TBR I+l | progression |
activation [
F\“‘ / antiapoptotic signal J"
TGFp \ SMAD 2+3 no growth inhibition /
\ A ~" no apoptosis 1 chemo- and
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SMAD4 inactivation CDK4 / CDK6

‘\wmition
\‘4 / activation p16 inactivation

no suppression of
angiogenesis CyclinD1

X expression 7

—_ ,___.-/
o i.TEG FR
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der wichtigsten Pathways in der Entwicklung von PDAC.
Veranderungen in KRAS, EGFR und Her2 treten bereits in PanIN niedrigen Grades auf. In
hochgradigen PanIN kann dagegen der Verlust von TSG wie CDKN2A, p53, DPC4 und BRCA2
beobachtet werden. Die weiRen Rechtecke stellen Schlisselereignisse dar, die grauen Rechtecke
die daraus resultierenden Konsequenzen, welche zum Verlust der Zellzyklus-Kontrolle fiihren
kénnen [Baumgart et al., 2005].
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KRAS ist ein kleines GTP bindendes Protein, welches als Transducer in vielen Signalwegen
zwischen membrangebundenen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, wie TGFR, VGFR, EGFR oder
HER2, und zytoplasmatischen Kinasen eingebunden ist. Durch Mutation verliert das Protein
seine GTPase-Funktion und damit die Fahigkeit der Selbstdeaktivierung. Die Folge ist eine
kontinuierliche Stimulation unterschiedlicher Signalwege mit einer Reihe von zellularen
Effekten, wie z.B. die Induktion der DNA-Synthese und Proliferation. Zellen mit einer KRAS-
Mutation haben einen Wachstumsvorteil durch die parakrine und/oder autokrine Expression
von Entzindungsfaktoren wie TGFo und EGF und deren Rezeptoren. Fast alle KRAS-
Mutationen in den Gangen des Pankreas betreffen Codon 12, solche in Codon 13 oder 61
sind dagegen selten [Wilentz et al., 2000a]. Mutationen finden sich bereits in normalem
Epithel (19-38%) und in Gewebe mit chronischer Pankreatitis (18-62,5%) [Rivera et al., 1997;
Berger et al.,, 1999; Littges et al., 1999 und 2000]. Die Mutationsrate steigt mit
fortschreitender Dysplasie, so dass nahezu alle PDAC durch Mutationen in KRAS

gekennzeichnet sind [Bardeesy u. DePinho, 2002].

EGFR (epidermal growth factor receptor) und Her2 (heregulin receptor) gehéren zur Erbb-
Familie. Alle Rezeptoren dieser Gen-Familie sind Transmembranproteine mit zwei Cystein-
reichen Regionen in der extrazelluldren Doméane und einer Tyrosin-Kinase-Domane im
zytoplasmatischen Teil. Das Her2-Gen liegt auf Chromosom 17g21.2 und ist in vielen soliden
Tumoren amplifiziert und Uberexprimiert [Slamon et al., 1987; Day et al., 1996]. In
Karzinomen des Pankreas kann die Uberexpression von Her2 bereits in den friihen
morphologischen Gangveranderungen gefunden werden und liegt im Karzinom zwischen
21% und 80% [Day et al., 1996; Apple et al., 1999; Safran et al., 2002; Zhang u. Yuan,
2002]. Das EGFR-Gen liegt auf Chromosom 7p12. EGFR wird in normalem pankreatischem
Gewebe nicht exprimiert, kann aber in ca. 50% der PDAC gefunden werden [Poch et al.,
2001; Zhang u. Yuan, 2002; Tobita et al., 2003]. Die Expression von EGFR steht im
Zusammenhang mit Metastasierung, besonders in die Leber (26% der Patienten ohne und
64% der Patienten mit Metastasen zeigen EGFR Expression) und wird dartber hinaus
haufiger bei Mannern (48%) als bei Frauen (17%) beobachtet [Tobita et al., 2003].

CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhinitor 2A) ist auf Chromosom 9p21 lokalisiert und
kodiert fur zwei TSG durch verschiedene erste Exons und unterschiedliche reading frames in
den gemeinsamen folgenden Exons [Sherr, 2001]. Das erste Produkt ist p14”*"" und inhibiert
MDM2, welches fir den proteolytischen Abbau von p53 verantwortlich ist. Das zweite
Produkt ist p16 welches die Cyclin-abhangigen Kinasen CDK4 und CDK®6 inhibiert und somit
der Inaktivierung des RB-Proteins entgegenwirkt. Der Verlust von beiden Genprodukten flhrt
zur Inaktivierung von RB und p53 [Sherr, 2001]. Bereits in 30% der PanIN-1A- und B-

Lasionen konnen inaktivierende Mutationen im p76-Gen gefunden werden [Wilentz et al.,
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1998; Heinmdller et al., 2000; Luttges et al., 2001]. Der Verlust von beiden Genprodukten
des CDKN2A Locus durch Mutation, Deletion oder Promotor-Hypermethylierung kann in fast
allen Pankreaskarzinomen nachgewiesen werden [Schutte et al. 1997; Rozenblum et al.,
1997].

P53 ist lokalisiert auf Chromosom 17p13. Als ,Wachter des Genoms“ sorgt es durch
Zellzyklus-Kontrolle fur die Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitat [Lane, 1992]. P53
uberwacht die DNA auf Schadigungen und kann den Zellzyklus stoppen, um entweder eine
DNA-Reparatur einzuleiten oder, im Fall von schweren Schaden, Apoptose zu induzieren
[Kastan et al., 1995]. Darlber hinaus kontrolliert p53 als Transkriptionsfaktor die Expression
von wachstumsinhibierenden Genen wie z. B. p21°, GADD45 oder IGFBP3 [Ko u. Prives,
1996]. Mutationen in p53 kdénnen in ca. 50% aller humanen Tumore und in bis zu 81% der
PDAC gefunden werden [Rozenblum et al., 1997, Heinmdller et al., 2000]. Der Verlust der
Funktion von p53 resultiert in der Regel aus einer missense Mutation in einem Allel und dem
Verlust (loss of heterozygosity, LOH) des anderen [Littges et al., 2001]. Daraus folgt die
Akkumulierung weiterer DNA-Schaden, welche zu genomischer Instabilitdt und der
Entwicklung von Krebs fuhren kénnen [Hainaut u. Hollstein, 2000]. Die Fahigkeit der DNA-
Bindung ist dabei die wichtigste Voraussetzung der Tumor-Suppressor-Funktion von p53,
welche in allen humanen Tumoren verloren ist. Dabei genugt eine Mutation in nur einem Allel
zum vollstandigen Funktionsverlust, da das wild-typ p53 durch Komplexbildung mit der
mutierten Form deaktiviert wird [Kern et al, 1992]. Zudem ist die proteolytische
Deaktivierung von mutiertem p53 verzogert, so dass es sich in den Zellen anreichert.
Mutiertes p53 kann in PanIN-3-Lasionen mit einer Frequenz von 41% gefunden werden,
wohingegen LOH bereits mit einer Frequenz von 13% bis 18% in PanIN-1 Lasionen
darstellbar ist [Heinmoller et al., 2000; Littges et al., 2001].

Das Gen DPC4 (deleted in pancreatic cancer, locus 4) ist auf Chromosom 18qg21 lokalisiert
und auch unter dem Namen SMAD4 bekannt [Hahn et al., 1996]. Ein Verlust des Gen-Locus
ist eine der haufigsten chromosomalen Veranderungen beim Pankreaskarzinom. Als Mitglied
der SMAD-Gen-Familie ist es an der TGFB (Transforming-Growth-Factor-Beta) vermittelten
Weitergabe von Wachstums- und Differenzierungssignalen beteiligt. TGF inhibiert in den
meisten humanen Geweben die Zellproliferation, unter anderem durch Induktion der
Transkription des Plasminogen-Activator-Inhibitor-1 (PAI-1) und von Inhibitoren Cyklin-

5™ und p21°". Eine Stérung dieses Signalweges fiihrt zu

abhangiger Kinasen, wie z.B. p1
unkontrolliertem Wachstum und zur Krebsentstehung [Heldin et al., 1997; Dai et al., 1998].
Durch Bindung von TGFB an die TGFB-Typ-I- und II-Rezeptoren werden SMAD2 und 3

phosphoryliert und bilden einen heterogenen Komplex mit SMADA4. Dieser transloziert in den
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Nukleus und fungiert als Transkriptionsfaktor [Heldin et al., 1997]. Darlber hinaus konnte
gezeigt werden, dass DPC4 die Angiogenese unterdriicken kann [Schwarte-Waldhoff et al.,
2000]. Ein Verlust von DPC4 kann in ca. 60% der PDAC gefunden werden, davon in ca. 30%
durch homozygote Deletion beider Allele [Heinmdller et al., 2000; Lattges et al., 2001].
Immunhistochemische Untersuchungen kdnnen keinen Expressionsverlust in frihen PanIN
nachweisen [Wilentz et al., 2000b]. Ein Verlust von DPC4 ist haufiger in PanIN-3-Lasionen
zu finden als in PanIN-2, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen PanIN-3 und einem

invasiven Karzinom festgestellt werden kann [Heinmdller et al., 2000; Littges et al., 2001].

Das BRCA2 (breast cancer 2) Gen ist auf Chromosom 13q lokalisiert und kodiert fur ein
Protein, welches die homologe Reparatur der DNA reguliert und dadurch zum Erhalt der
genomischen Stabilitat beitragt. BRCAZ2-defiziente Zellen akkumulieren chromosomale
Aberrationen [Ventikaraman, 2002]. Patienten mit einer Keimbahnmutation haben eine
familidre Veranlagung fur die Entwicklung von Ovar- und Mammakarzinomen in bereits
jungen Jahren [Goggins et al., 1996]. Zusatzlich erhéhen Keimbahnmutationen das Risiko flir
die Entwicklung von Pankreaskarzinomen, wobei jedoch das Alter des Auftretens sowie der
klinische Verlauf dem von sporadisch auftretenden Pankreaskarzinomen entspricht [Goggins
et al., 1996]. BRCAZ ist in circa 7% der sporadisch auftretenden Karzinome inaktiviert. Der
Verlust beider Allele kann bereits in PanIN-3-Lasionen beobachtet werden [Goggins et al.,
2000].

AKT2 (v-akt murine thymoma viral oncogene homologue 2) ist ein weiteres Gen mit
onkogener Funktion. Das Gen ist auf Chromosom 19q13 lokalisiert und ist ein Effektor der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PIK3), welche durch EGF, PDGF und FGF aktiviert wird
[Friess et al., 1996]. AKT2 ist in circa 20% der PDAC amplifiziert und Uberexprimiert [Ruggeri
et al., 1998]. Eine durch Phosphorylierung verursachte Aktivierung ist in 59% der PDAC
messbar und mit einer Her2 Uberexpression assoziiert [Schlieman et al., 2003]. Eine
konstitutive Aktivierung von AKT2 verursacht ein anti-apoptotisches Signal in Krebszellen
und vermittelt dadurch eine Chemo-Radioresistenz [Schlieman et al., 2003]. Zuséatzlich steht
es im Zusammenhang mit einer Expressionserhéhung des IGF-IR (Insulin-like-Growth-
Factor-I-Rezeptor) und kann die Invasivitdt von Pankreaskarzinomen erhdhen [Tanno et al.,
2001].

cMYC (v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)) ist ein auf Chromosom
8924 lokalisiertes Proto-Onkogen, welches in vielen humanen Krebserkrankungen
uberexprimiert ist [Oster et al., 2002]. Es fungiert als Transkriptionsfaktor. Die Expression

einer groRen Zahl von Genen wird dabei durch die Bindung an "Enhancer-Box"-Sequenzen
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(E-Boxes) und die Rekrutierung von Histon-Acetyltransferasen (HAT) reguliert. Die MYC-
Familie von Transkriptionsfaktoren, zu der auch N-MYC und L-MYC gehéren, besitzen eine
bHLH/LZ (basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper) Domane [Grandori u. Eisenman, 1997].
MYC wird durch unterschiedliche mitogene Signale wie z.B. Wnt und EGF aktiviert. Es hat
einen Einfluss auf viele zellulare Prozesse, wie z.B. Proliferation (durch die
Expressionserhhung von Cyclinen und die Expressionserniedrigung von p21),
Zellwachstum (durch die Expressionserhéhung von ribosomaler RNA), Apoptose
(Expressionserhéhung von Bcl-2) und Differenzierung [Menssen u. Hermeking, 2002]. Eine
Amplifikation von 8g23-ter ist eine der haufigsten chromosomalen Anomalien beim
Pankreaskarzinom [Schleger et al., 2000; Mahlamaki et al., 1997 u. 2002]. Eine
Uberexpression des Proteins kann in 43-72% von Pankreaskarzinomen nachgewiesen
werden [Schleger et al.,, 2002; Han et al., 2002; Li u. Ji, 2003]. Dabei zeigt sich eine
Korrelation zwischen Expression und dem Tumorgrad [Schleger et al., 2002]. Eine erhdhte
Anzahl an Kopien von MYC wird in ca. 51% der Pankreaskazinome festgestellt, davon in ca.
33% der untersuchten Karzinome durch Amplifikation des Gen-Locus und in ca. 19% durch
eine erhdhte Anzahl des gesamten Chromosoms [Schleger et al., 2002]. Es existiert jedoch
nur ein geringer Zusammenhang zwischen einer erhéhten Kopienzahl und einer erhdhten

Expression [Schleger et al., 2002].

AIB1 (amplified in breast cancer 1) ist auf Chromosom 20q lokalisiert. Das Gen gehort zur
p160 / Steroid-Rezeptor-Koaktivator (SRC) Familie und ist in vielen soliden Tumoren
amplifiziert [Anzick et al., 1997; Gnanapragasm et al., 2001; Ghadimi et al., 1999; Sakakura
et al., 2000]. AIB1 erhoht die transkriptionelle Aktivitat einer Zahl von nuklearen Rezeptoren
in vitro [Anzick et al., 1997; Li u. Chen, 1998; Suen et al., 1998]. In Mammakarzinomen ist
die AIB1-Uberexpression mit der Expression von P53 und Her2 positiv korreliert [Bouras et
al., 2001]. Eine Amplifikation und Uberexpression von AIB1 konnte an Pankreaskarzinom-
Zelllinien gezeigt werden [Ghadimi et al., 1999]. Im normalen Pankreasgewebe findet sich
keine AIB1-Expression. Dagegen kann in Geweben mit einer chronischen Pankreatitis sowie
in PanIN-1 mit einer Frequenz von 14 bzw. 23% eine Expression gefunden werden, welche
in PanIN-3 und Karzinomen auf eine Frequenz von 65% ansteigt. Eine Erhdhung in der
Anzahl von Genkopien kann in 37% der Karzinome nachgewiesen werden [Henke et al.,
2004].

2.3 Epigenetische Veranderungen

Eine weitere Ursache einer veranderten Genexpression in der Entwicklung des PDAC ist
DNA-Methylierung. Etwa 50% der humanen Gene haben Promoter-Cytosinphospho-Guanin

5'CpG-Islands, in der 5' regulatorischen Region der Gene. Eine Methylierung dieser Region
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resultiert in einer transkriptionellen Deaktivierung von TSG und eine Demethylierung kann
eine Expression von Onkogenen verursachen. Die Methylierung der Promotor-Regionen
unterschiedlicher Gene (z.B. p16, RB, VHL, hMLH1, hMLH2) wird auch in Pankreas-
karzinomen gefunden [Ueki et al., 2000; Sato et al. 2003a]. Ebenso kann eine
Demethylierung von in PDAC hoch exprimierten Genen (claudin4, lipocalin2, 14-3-3a, trefoil
factor2, S100A4, mesothelin und prostate stem cell antigen) nachgewiesen werden, die in
normalem Pankreasgewebe aufgrund der Methylierung ihrer Promotor-Region nicht
exprimiert werden [Sato et al. 2003b]. Neben p76 liegt auch das Gen Preproenkephalin
(PPENK), welches eine Wachstums-inhibierende Funktion besitzt, in circa 90% der
Pankreaskarzinome methyliert vor [Ueki et al., 2001]. Die Methylierung von Genen mit einer
wichtigen Rolle in der Karzinogenese kann bereits fruh im Verlauf der Krebsentstehung
gefunden werden. Die Methylierung von p76 steigt von 12% in PanIN-1A auf 21,4% in
PanIN-3-Lasionen. In diesen L&sionen steigt dagegen die Methylierung von ppENK von
7,7% auf 46,2%. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Methylierungen der CpG-Inseln bereits
in PanIN frGhen Grades beginnen und wahrend der neoplastischen Progression ansteigen
[Sato et al., 2008]. Die Anzahl an methylierten Loci steigt mit der GréRe des Tumors und
dem Alter des Patienten [Fukushima et al., 2002; Ueki et al., 2001; Sato et al., 2008]. In

normalem Gewebe finden sich dagegen keine Methylierungen [Fukushima et al., 2002].

2.4 Chromosomale Instabilitat

Die Mehrzahl der soliden Tumoren weist Veranderungen in der Zahl und Struktur von
Chromosomen auf [Lengauer et al., 1997; Duesberg u. Li, 2003; Rajagopalan u. Lengauer
2004]. Hierbei wird zwischen einem normalen (diploiden) DNA-Gehalt und einem alterierten
(aneuploiden) DNA-Gehalt, der entweder zuviel oder zuwenig DNA im Zellkern aufweist,
unterschieden. Durch die Entwicklung der molekularen Zytogenetik und insbesondere
moderner FISH-Techniken wie der CGH, SKY oder Interphase-FISH kdnnen strukturelle
Veranderungen des Genoms deutlich genauer untersucht werden.

Adenokarzinome des Pankreas sind im hohen Mal3e aneuploid und genetisch heterogen. Sie
besitzen eine ausgepragte chromosomale Instabilitat (CIN) welche durch einen hohen ANCA
(average number of copy alterations) mit Werten von bis zu 22, dem héchsten Wert fur solide
Tumoren, wiedergegeben wird [Griffin et al., 1995; Gorunova et al., 1998; Ghadimi et al.,
1999; Ried et al.,, 1999]. Es zeigen sich haufig Verluste genetischen Materials auf den
Chromosomen 8p, 9p, 17p, 189, 19p und 21 und Gewinne auf 3q, 5p, 7p, 8q, 12p und 20q
[Solinas-Toldo et al., 1996; Ghadimi et al., 1999; Mahlamaki et al, 2002; Harada et al., 2002
u. 2008]. Diese chromosomalen Verluste und Gewinne zeigen eine bemerkenswerte
Frequenz in bis zu 90% der untersuchten Pankreaskarzinome (Abbildung 3). Dabei werden

Veranderungen bestimmter chromosomaler Regionen mit einer hohen Rekurrenz und
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Abbildung 3. Ideogramm von chromosomalen Gewinnen und Verlusten in neun Pankreaskarziom-

Zelllinien ermittelt durch CGH. Vertikale Linien auf der linken Seite von jedem

ldeogramm

reprasentieren Verluste von genetischem Material, die auf der rechten Seite stehen dagegen fir
Gewinne. Regionen mit Amplifikationen sind durch dicke Linien gekennzeichnet. Die Zelllinien
konnen durch die Nummern an den Linien identifiziert werden: 1:BxPC-3, 2:MIA-PaCa-2, 3:PANC-
1, 4:SU.86.86, 5:CFPAG-1, 6:Capan-2, 7:Capan-1, 8:AsPC-1, 9:Hs766T. [Ghadimi et al., 1999]
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korrelieren mit denen von schon bekannten Onkogenen (z.B. 7p fir EGFR, 8q fur cMYC, 12p
fur KRAS oder 20q fur AIB1) oder TSG (z.B. 9p fur p16 oder 17p fur p53 oder 18q fir DPC4).
Die grofle Haufigkeit, mit der Veranderungen in diesen Loci zu finden sind, macht diese

moglicherweise zu attraktiven Regionen, um sie als zytogenetische Marker zu verwenden.

Als Ursache fir die CIN beim Pankreaskarzinom werden neben DNA-Schadigung durch
oxidativen Stress [Moskovitz et al. 2003] auch extreme Telomerverkirzungen [van Heek et
al., 2002] und Centrosomen-Anomalien [Sato et al.,, 1999 u. 2001; Zhu et al., 2005] in
Betracht gezogen. Der Zusammenhang von abnehmender Telomerlange und der
Akkumulation von chromosomalen Anomalien kann an Pankreaskarzinomen gezeigt werden
[Gisselson et al., 2000 u. 2001]. Untersuchungen der Telomerlangen von pra-neoplastischen
Lasionen im Pankreas zeigen bereits in 91% der frihesten Lasionen
(PanIN-1A) kritisch verkirzte Telomere. Normale Epithelzellen aus gesundem Gewebe
zeigen dagegen keine Telomerverklrzungen [van Heek et al., 2002]. Die Telomerreduktion
ist derzeit die frGheste nachweisbare genetische Veranderung. Daraus liel3e sich ableiten,
dass wiederkehrende Zyklen von Entzindung und Regeneration und der damit
einhergehenden Proliferation, zur Verkirzung der Telomere in den Epithelzellen und
dadurch zum Entstehen der CIN beitragen. Diese stellt eine mdgliche Verbindung zwischen
Pankreatitis und Pankreaskarzinomen her und lasst vermuten, dass die CIN ein frihes

Ereignis in der Pathogenese des Pankreaskarzinoms ist.

2.5 Tiermodelle

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Tiermodellen generiert, die die Entwicklung
des PDAC im Menschen widerspiegeln [Guerra et al., 2007]. Die meisten dieser Modelle
beinhalten die Expression des mutierten KRAS-Onkogens [Aguirre et al., 2003; Brembeck et
al., 2003; Grippo et al., 2003; Hingorani et al., 2003; Tuveson et al., 2006]. Lediglich das
Modell aus der Arbeitsgruppe von Hingorani et al. zeigt das vollstdndige Spektrum von
PanINs und PDAC, wie sie beim Menschen gefunden werden [Guerra et al., 2007]. In
diesem Modell ist die Expression des mutierten KRAS®'?® bereits im embryonalen Stadium
der Pankreasentwicklung in allen Zelltypen des Pankreas vorhanden [Hingorani et al., 2003].
Weitere Studien, die versuchten den Zelltyp zu identifizieren, der fir die Entwicklung des
PDAC verantwortlich ist, ergeben bisher keine eindeutige Information [Guerra et al., 2007].
So kann beispielsweise die Expression von onkogenem KRAS in duktalen Zellen des
Pankreas, unter der Kontrolle des flr duktale Zellen spezifischen Cytokeratin 19 Promoters,
keine PanIN oder PDAC induzieren [Brembeck et al., 2003]. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass sich das Pankreaskarzinom entweder aus einer Form von Vorlaufer- oder

Stammzelle oder durch Metaplasie aus anderen differenzierten Zelltypen des Pankreas
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entwickelt [Means et al., 2005; Guerra et al., 2007]. In Modellen, in denen das KRAS-
Onkogen ausschliellich in Azinus-Zellen exprimiert wird, entwickeln sich entweder keine
hochgradigen PanINs oder nur Tumore, die nicht die grundlegenden Eigenschaften von
humanen PDAC aufweisen [Grippo et al.,, 2003; Tuveson et al., 2006]. Die kontrollierte

Expression von KRAS®'

in Azinus- und Centroazinaren-Zellen erzeugte dagegen das
vollstandige Spektrum von PanINs und PDAC [Hruban et al., 2006]. Darlber hinaus
ermoglicht das in dieser Studie verwendete Mausmodell, die Expression zeitlich genau zu
kontrollieren. Dabei zeigt sich, dass die Expression von mutiertem KRAS in adulten Mausen
allein nicht in der Lage ist, PanINs oder PDAC zu induzieren [Guerra et al., 2007]. Es kann
aber gezeigt werden, dass sich durch Induktion von chronischer Pankreatitis in diesen
adulten Mausen das vollstandige Spektrum von PanINs und invasivem PDAC entwickelt
[Guerra et al., 2007]. Indikativ fur die chronische Pankreatitis sind neben azinaren Atrophien,
azinar-duktale Metaplasien (ADM) und in ca. 50% der Mause fokale und diffuse PanIN
niederen Grades, wie sie bei Menschen mit chronischer Pankreatitis beobachtet werden
kénnen [Guerra et al., 2007]. Diese Studie legt nahe, dass humane PDAC durch die
Kombination aus mutietem KRAS und exogenen Noxen, die Gewebsschaden und

inflammatorische Reaktionen verursachen, beglnstigt werden [Guerra et al., 2007].

Die Kombination von KRAS-Mutationen mit weiteren bereits beschriebenen PDAC-typischen
Mutationen, wie z.B. Deletion oder Inaktivierung von p53, CDKN2A, DPC4, TGFBR2, sowie
die Aktivierung des Hedghog-Signalweges, verursacht eine signifikante Beschleunigung der
Tumorentwicklung. In einigen Fallen ist die Tumorentwicklung mit der Entwicklung von
metastatischen Eigenschaften verbunden [Aguirre et al., 2003; Bardeesy et al., 2006;
Hingorani et al., 2005; ljichi et al., 2006; Pasca di Mogliano et al., 2006; Guerra et al., 2007].

In einem weiteren Modell wird der Einfluss des Phosphoinositol-3-Kinase (P13-K) Signalwegs
durch den pankreasspezifischen knock-out von PTEN, einem Negativregulator von PI3-K,
untersucht [Stanger et al., 2005]. Diese knock-out-Mause zeigen einen fortschreitenden
Austausch von Azini durch hoch proliferative duktale Strukturen, in denen starke
Produktionen von Muzinen und Expression von PDX1 und HES1 (zwei Marker fur
embryonale Pankreas-Vorlauferzellen) gefunden werden. In einigen dieser Tiere
entwickelten sich maligne duktale Tumore. Daruber hinaus zeigt sich, dass die azinar-
duktale Metaplasie in diesem Modell eher durch die Expansion von Centroazinarzellen
ausgeldst wird, als durch Transdifferenzierung von Azinus-Zellen [Stanger et a., 2005]. Diese
Daten legen nahe, dass die Balance zwischen unterschiedlichen Zelltypen im adulten
Pankreas durch die Regulation des PI3-K-Signalwegs kontrolliert wird und eine Deregulation
zur Initiierung des PDAC beitragt [Stanger et al., 2005].
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2.6 Diagnostik

Die geringe Uberlebensrate von Patienten mit einem Pankreaskarzinom ist hauptséchlich mit
dem bereits fortgeschrittenen Tumorstadium der meisten Patienten (ca. 85%) zum Zeitpunkt
der Diagnose verbunden [Goggins, 2007]. Wahrend die Uberlebensraten in Patienten mit
Karzinomen in friihen Stadien (T1 oder T2NQO) héher sind als in fortgeschrittenen Stadien,
finden sich diese frihen Stadien nur in ca. 15% der resektablen Tumore [Yeo et al., 1998;
Tascilar et al., 2001]. Daher ist die Verbesserung der Friihdiagnostik der wesentliche Faktor
um die Mortalitdt des Pankreaskarzinoms zu senken. Dies ist jedoch dadurch erschwert,
dass die Entwicklung des Pankreaskarzinoms zumeist bis zu einem spaten Zeitpunkt ohne
spezifische Symptome verbunden ist, so dass diese Patienten nicht frihzeitig einer
geeigneten Diagnostik zugefuhrt werden kdnnen [Rosty u. Goggins, 2002; Goggins, 2007].
Der Einsatz konventioneller bildgebender Verfahren, wie z.B. Computer-Tomographie oder
Endosonographie ist nur nitzlich um die Lokalisation und die Ausdehnung einer Neoplasie
und deren Resektabilitdt zu bestimmen. Bildgebende Verfahren allein sind dabei von sehr
begrenztem Nutzen, das maligne Potential oder die Art der Neoplasie zu bestimmen [Chen
et al., 2001; Tascilar et al., 2001; Jhala et al., 2003]. In Patienten mit einem Verdacht auf ein
Karzinom der Bauspeicheldrise sind diese Verfahren nicht in der Lage, zwischen einem
Pankreaskarzinom und chronischer Pankreatitis oder benignen Pankreaszysten zu
differenzieren [Goggins, 2007]. Aus diesem Grund werden grof’e Anstrengungen unter-
nommen, geeignete Marker zu identifizieren, um die Diagnostik des Pankreaskarzinoms zu

verbessern.

Der derzeit gebrauchlichste Serum-Marker ist das sialylisierte Lewis-a-Antigen CA19-9. Es
wird fiir die Uberwachung des Therapieerfolges und der Rekurrenz sowie zur progno-
stischen Einschatzung des PDAC verwendet [Ziske et al., 2003; Ferrone et al., 2006; Kilic et
al., 2006]. Allerdings finden sich erhohte CA19-9-Werte auch im Zusammenhang mit
anderen benignen und malignen Erkrankungen, wie z.B. der chronischen Pankreatitis oder
Erkrankungen der Gallengange. Bis zu etwa 40% der Patienten mit chronischer Pankreatitis
haben erhéhte CA19-9-Werte [Rosty u. Goggins, 2002]. Dagegen zeigen nur etwa 65% der
Patienten mit einem resizierbaren Pankreaskarzinom erhdhte CA19-9-Werte [Goggins,
2007]. Darlber hinaus exprimieren 5-10% der Menschen keine Lewis-Antigene [Steinberg,
1990; Lamerz, 1999; DiMagno 1999]. Daher wurde von der American Society of Oncology
(ASCO) empfohlen, CA19-9 nicht fur den diagnostischen Einsatz zu verwenden [Locker et al.
2006].

Eine neuere Studie zeigte, dass MIC-1 (macrophage inhibitory cytokine 1) im Serum ein
sensitiverer Marker ist als CA19-9 [Koopmann et al.,, 2004]. In 90% der Patienten mit

resektablen Pankreaskarzinomen werden signifikant hohere MIC-1-Werte gemessen, als in
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gleichaltrigen gesunden Kontrollen; dagegen zeigen nur 62% erhdhte Werte fur CA19-9.
Dartber hinaus kann eine Erhéhung des MIC-1-Serum-Wertes in 86% der Patienten mit T1-
oder T2-Tumoren nachgewiesen werden. CA19-9 ist hingegen nur in 29% dieser Falle
erhoht [Koopmann et al., 2004]. MIC-1 ist dabei nicht sensitiver in der Differenzierung
zwischen Pankreaskarzinomen und chronischer Pankreatitis als CA19-9. Durch sein friheres
Ansprechen auf T1- und T2-Tumore kdnnte MIC-1 jedoch in der Fruhdiagnostik far Hoch-
Risiko-Gruppen, wie z.B. Menschen mit einer familiaren Pradisposition flir Pankreas-
karzinome, als Teil eines Screening-Protokolls nitzlich sein [Brentnall et al., 1999; Canto et
al., 2004].

Aufgrund ihrer geringen Gro3e und ihrem nicht-invasiven Wachstum besteht das Problem,
dass sich mikroskopische pra-kanzerdse Lasionen wie PanIN vermutlich nicht Gber Marker
im Serum nachweisen lassen [Goggins, 2007]. Im Pankreassekret befinden sich hingegen
eine Vielzahl von potentiellen Biomarkern fiir die Detektion eines Karzinoms oder einer pra-
kanzerdsen Lasion. Pankreassekret kann im Rahmen einer ERCP durch Aspiration
gesammelt werden und bei Bedarf durch den Einsatz einer Zytologieburste erganzt werden.
Die Burstenzytologie ist inzwischen die bevorzugte Methode um eine Gewebe-basierte
Diagnose in Patienten mit Verengungen der Pankreas- und Gallengange zu erhalten
[Mansfield et al., 1997; Selvaggi, 2004]. Die diagnostische Spezifitat ist sehr hoch und nur
wenige falsch positive Diagnosen wurden bisher berichtet. Die hauptsachliche
Einschrankung dieser Technik liegt in der geringen Sensitivitat mit Werten von 46 bis 66%
bei einer Spezifitat von bis zu 100% bei malignen Erkrankungen des Pankreas [Glasbrenner
et al., 1999; Volmar et al., 2006; Uchida et al., 2007]. Das Hauptproblem liegt hierbei in der
Kategorisierung von Lasionen, die nicht alle zytopathologischen Kriterien fir Malignitat
erfillen und somit in einer zytologischen ,Grauzone® liegen [Selvaggi, 2004]. In dieser
unzureichenden Situation werden zunehmend ergdnzende Methoden getestet um das
Ergebnis von Birstenzytologien zu verbessern. Hierbei werden unter anderem Ploidie-
Veranderungen unter Einsatz von Durchflusszytometrie [Bergquist et al., 2004; Linberg et al.,
2006] und Expressionsanalysen von Telomerase-RNA [Morales et al., 1998; Ohuchida et al,
2005] sowie CA19-9 und CEA durchgefiihrt [Lindberg et al., 2002]. Die meisten dieser
Studien zeigen vielversprechende Ergebnisse, sind aber entweder nicht Gberall verflgbar,
oder liefern nur einen geringen Vorteil gegenliber der Standard-Zytologie und haben daher

nicht zu einer signifikanten Verbesserung gefuhrt [Gress, 2004].

Aufgrund der hohen Konzentration von DNA, RNA und Proteinen, die in das Sekret
freigesetzt werden, lassen sich molekulare Veranderungen einer Neoplasie im puren Sekret

vermutlich am leichtesten nachweisen [Goggins, 2007]. Potentielle klinisch einsetzbare
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Biomarker werden durch die Analyse von eindeutig krebsspezifischen-DNA Veranderungen
sowie Anderungen in der Genexpression auf RNA- und Proteinebene im Vergleich zu

Normalgeweben und chronischer Pankreatitis entdeckt.

Pankreaskarzinom-spezifische Mutationen im KRAS-Gen wurden in vielen Studien
untersucht. Dabei finden sich diese Mutationen jedoch auch in Patienten mit PanIN oder
anderen pra-kanzerdsen Lasionen [Kondo et al., 1997] sowie in Sekreten von Patienten mit
chronischer Pankreatitis mit einer Frequenz von 6-31% [Uehara et al., 1996; Watanabe et
al., 1999; Boadas et al., 2001, Lohr et al., 2001]. Die Differenzierung zwischen einem
Pankreaskarzinom und einer chronischen Pankreatitis ist auf der Basis von KRAS-
Mutationen daher derzeit nicht zuverlassig. Mutationen des p53-Gens sind in 40-81% der
Sekretproben von Patienten mit Pankreaskarzinomen detektierbar [Sturm et al., 1998, Wang
et al., 2004]. P53 wird jedoch derzeit aufgrund der unzureichenden Sensitivitat und Spezifitat

als Frihdiagnostik-Marker nicht verwendet [Farrell et al., 2005].

Ein RNA-basierter Marker der zur Erkennung von PDAC verwendet wird ist die Telomerase-
Untereinheit hTERT. Durchschnittlich 90% der Patienten mit PDAC haben eine nachweis-
bare Telomerase-Aktivitat im Pankreassekret [Seki et al., 2001; Uhuchida et al., 2005]. Da
Telomerase auch in inflammatorischen Zellen exprimiert wird, ist dieser Nachweis zu
unspezifisch fur die Frihdiagnostik, solange keine CD25-positiven Lymphozyten in Patienten

mit chronischer Pankreatitis ausgeschlossen werden kénnen [Seki et al., 2001].

Abnormale Methylierungsmuster sind besonders nitzlich fir die Frihdiagnostik von
Pankreaskarzinomen [Esteller et al., 2001]. Methylierungen von ppENK kdnnen in ca. 67%
der Sekretproben von Patienten mit PDAC nachgewiesen werden. Dagegen tragen nur ca.
11% des gleichen Kollektivs p716-Methylierungen. In Proben von Patienten mit chronischer
Pankreatitis finden sich keine Methylierungen fir die untersuchten Gene [Fukushima et al.,
2003]. Hingegen finden sich in ca. 91% bzw. 27% Methylierungen fur ppENK und p16 im
Duodenum von gesunden Patienten, was im klinischen Einsatz zu Kontaminationen bei der
Kanulierung des Pankreasganges und damit zu falsch positiven Ergebnissen flihren kénnte
[Fukushima et al., 2003]. Die Kombination von drei weiteren Genen (NTPX2, SARP2 und
CLDNS5) zeigt aberrante Methylierung in mindestens einem dieser drei Gene in 75% der

untersuchten Pankreassekrete von Patienten mit Pankreaskarzinomen [Sato et al., 2003].

Mittels Proteomanalysen von Pakreassekreten aus Patienten mit PDAC konnten 170
Pankreaskarzinom-spezifische Proteine identifiziert werden. Darunter z.B. CEA, MUC1,

HIP/PAP (hepatocarcinoma-intestine-Pancreas/Pacreatitis-assoc-Protein) und Lipocalin 2
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[Gronborg et al., 2004]. Allerdings werden weitere unabhangige Validierungen dieser

Protein-Biomarker bendétigt [Farrell et al., 2005; Goggins, 2007]

Unter Einsatz von Genexpressions- und Proteom-Analysen sind eine Reihe von potentiellen
DNA- und Protein-Biomarkern im Pankreaskarzinom identifiziert worden. Allerdings ist die
diagnostische Zuverlassigkeit eines einzeln verwendeten Markers bisher unzureichend
[Liang et al., 2009]. Eine grof’e Zahl dieser Marker wird derzeit in klinischen Phase-I- und II-

Studien auf ihr diagnostisches Potential evaluiert und validiert [Goggins, 2007].

2.7 Resiimee

Die Entwicklung des PDAC steht im Zusammenhang mit Entzindungen und Regeneration
des Pankreas, welche zu einer schrittweisen Anhaufung von genetischen und histologischen
Veranderungen fuhrt. Obwohl sich viele dieser Veranderungen bereits in Vorlauferlasionen
finden lassen, ist es bisher noch nicht méglich diese Marker in der klinischen Routine fur die
Frihdiagnostik des PDAC zu nutzen. Wie einleitend erwahnt kénnte das Auftreten von CIN
den kritischen Punkt in der Genese des PDAC darstellen. Das haufige Auftreten von
rekurrenten Mustern von chromosomalen Veranderungen deutet darauf hin, dass zahlreiche
Loci in die Karzinogenese involviert sind. Die Entwicklung von FISH-Sonden aus den
Aberrationen, die im PDAC am haufigsten festgestellt werden, kénnte daher fir die

Fruhdiagnostik nutzlich sein.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerite und Zubehor

Tabelle 1. Verwendete Gerate.

Geratebezeichnung

Hersteller

Agarosegelapparatur mit Powerpack P25
Alpha Imager Gel Documentation
Analysewaage Explorer
Hybridisierungsofen APT-Line

BioPhotometer

Inkubatoren:
Water-Jacketed Incubator 3250

Function Line

Mikroskope:
Axiolab A
Wilovert
DMRBE
DM6000
Sicherheitswerkbanke:
Hera Safe Klasse 2 Typ H
Steril GARD Hood Class Il Type A/B3

Thermocycler Trio-Thermoblock

Thermomixer:
Thermomixer Compact
TM130

Tischautoklav HST 32/25

Wasserbad

Zentrifugen:
Rotixa / KS
Labofuge 400R

Biofuge fresco

Biometra, Géttingen
Alpha-Innotech, San Leandro, CA
Ohaus, Gielen

Biometra, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Forma Scientific, Waltham, MA

Heraeus Instruments, Hanau

Zeiss, Jena
Hund, Wetzlar
Leica, Bensheim

Leica, Bensheim

Heraeus Instruments, Hanau
The Baker Company, Sanford, ME

Biometra, Géttingen

Eppendorf, Hamburg
Haep Labor Consult, Bovenden

Zirbus, Osterode
GFL, Burgwedel

Hettich, Tuttlingen
Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau

Alle weiteren, zur Grundausstattung eines Labors gehérenden Gerate, wurden nicht

gesondert aufgeflihrt.
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3.2 Chemikalien

3.2.1 Aligemeine Chemikalien, L6sungen und Kits

Tabelle 2. Verwendete Chemikalien, Lésungen und Kits.

Name Abkiirzung Hersteller

Bovines Serum Albumin BSA Sigma, Schnelldorf
COT Human DNA COT1 Roche, Pensberg
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma, Schnelldorf
Desoxynucleotidtriphosphat Mix dNTPs Fermentas, St. Leon-Rot
Ethylendiamintetraacetat EDTA Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid EtBr Sigma, Schnelldorf
Ficoll 400 Simga, Schnelldorf
Fotales Kélber Serum FCS Pan, Aidenbach
Formamid Applichem, Darmstadt
Formamid, deionisiert Ambion, Huntingdon, UK
Glutaminsaure Sigma, Schnelldorf
Kaliumacetat KAc Applichem, Darmstadt
Luria Bertani-Medium LB Applichem, Darmstadt
3-N-Morpholinopropanesulfonicacid MOPS Applichem, Darmstadt
Natriumacetat Na-Acetat Applichem, Darmstadt
Natriumhydroxyd NaOH Applichem, Darmstadt
Nonidet P40 NP40 Applichem, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat SDS Sigma, Schnelldorf
Natriumthiocyanat NaSCN Sigma, Schnelldorf
PreserveCyt Cytyc, Boxborough, MA
RPMI 1640 Gibco, Eggenstein
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan Tris Merck, Darmstadt

Triton-X-100
Plasmid Midi Kit

Sigma, Schnelldorf
Qiagen, Hilden

Weitere hier nicht aufgefihrte Chemikalien wurden von den Firmen Merck, Darmstadt oder

Sigma, Schnelldorf bezogen.
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3.2.2 Modifizierte Nukleotide und kommerzielle FISH-Sonden

Tabelle 3. Verwendete Fluorochrome, markierte Nukleotide und FISH-Sonden.

Name Anregung/Emission Hersteller
Digoxigenin-11-dUTP (Dig-dUTP) Roche, Pensberg
Biotin-16-dUTP (Bio-dUTP) Roche, Pensberg
Fluorescein-12-dUTP (FITC) 490 /520 nm Roche, Pensberg
Tetramethyl-rhodamin-5-dUTP (TRITC) 551 /575 nm Roche, Pensberg

Cy5-dUTP 652 /672 nm Amersham Bioscience, Freiburg
Diethylaminocoumarin-5-dUTP (DEAC) 426 /480 nm NEN Life Science, Boston, MA
Chromosom 3 a-Satelliten Sonde (D3Z1) 565 /590 nm Qbiogene, Heidelberg
Chromosom 7 a-Satelliten Sonde (D7Z1) 565 /590 nm Qbiogene, Heidelberg
Chromosom 8 a-Satelliten Sonde (D8Z1) 495 /520 nm Qbiogene, Heidelberg
Chromosom 17 a-Satelliten Sonde (D17Z1) 495 /520 nm Qbiogene, Heidelberg

3.2.3 Antikorper und Liganden zum indirekten Nachweis der FISH-Sonden

Anti-digoxigenin-rhodamin, Fab Fragment 555 /580 nm Roche, Pensberg
Fluorescein Avidin DCS 496 / 520 nm Vector, Burlingame, CA

3.2.4 DNA-Liéngenstandard

GeneRuler™ DNA Ladder Mix, MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Die DNA Ladder bestand aus folgenden 21 Fragmenten (in Basenpaaren):

100, 200, 400, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031, 1200, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500,
4000, 5000, 6000, 8000, 10000

(Fett dargestellte Zahlen stehen fir starkere Banden)

3.2.5 Verwendete Puffer

10x PBS-Puffer (pH 7,5): Na,HPO, 160 mM
NaH2P04 40 mM
NaCl 15 M

20x SSC-Puffer (pH 7,2): NaCl 87,7
Natriumcitrat 44 1

A. bidest ad 500 ml
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10x TE-Puffer: Tris [1M] pH 7,5 100 ml

EDTA[0,5M] pH 7,5 20 ml

A. bidest ad 1000 ml
3.3 Zelllinien
Folgende ATCC-Zelllinien (American Tissue Culture Collection, Rockville, MD, USA)
wurden verwendet:
Tabelle 4. Verwendete Zelllinien.
Zelllinie Herkunft Referenz
AsPC-1 Pankreas Adenocarzinom, Ascites, 62j, w MH Tan, 1981
BxPc-3 Pankreas Adenokarzinom, Primartumor, 61j, w MH Tan, 1986
Capan-1 Pankreas Adenokarzinom, Lebermet., 40j, m J Fogh, 1977
Capan-2 Pankreas Adenokarzinom, Primartumor, 56j, m J Fogh, 1975
CFPAC-1 Pank. Adenokarz., Lebermet, cyst Firbo, 26j, m RA Schoumacher, 1990
Hs766T Pankreaskarzinom, Lymphmetastase, 46j, m RB Owens, 1976
MiaPaCa-2 Pankreaskarzinom, Primartumor, 65j, m A Yunis, 1977
Panc-1 Pankreas Adenokarzinom, Primartumor, 56j, m M Lieber, 1975
SU.86.86 Pankreas Adenokarzinom, Lebermet., 57j, w BJ Drucker, 1988
3.4 Plasmide

Tabelle 5. Verwendete Plasmide.

Bezeichnung Charakteristika Marker GroRe (kbp) Quelle

pUC1,77 Alphoid Chromosom 1 Ap' 3,7 M. Rocchi, Bari, |
pAEO.68 Alphoid Chromosom 3 Ap' 34 M. Rocchi, Bari, |
p4n1/4 Alphoid Chromosom 4 Ap' 34 M. Rocchi, Bari, |
pZ7.5 Alphoid Chromosom 7 Ap' 3,3 M. Rocchi, Bari, |
pZ8.4 Alphoid Chromosom 8 Ap' 3,9 M. Rocchi, Bari, |
pMRYA Alphoid Chromosom 9 Ap' 3,0 M. Rocchi, Bari, |
pBR12 Alphoid Chromosom 12 Ap' 34 M. Rocchi, Bari, |
pZ17-14 Alphoid Chromosom 17 Ap' 3,7 M. Rocchi, Bari, |
p2Xba Alphoid Chromosom 18 Ap' 4.4 M. Rocchi, Bari, |
pZ20 Alphoid Chromosom 20 Ap' 4.1 M. Rocchi, Bari, |
RP11-109C3 BAC, AIB1 Locus 20q12 Chloramp' 130 T. Ried, NCI, USA
RP11-62N23 BAC, Her2 Locus 17g21.2 Chloramp' 157 M. Rocchi, Bari, |
CTD-2026N22 BAC, EGFR Locus 7p12 Chloramp' 150 T. Ried, NCI, USA
RP1-80k22 PAC, cMYC Locus 8qg24.3 Kana" 149 E. Schrock, Dresden

Ap": Ampicillin resistent; Chloramp": Chiroamphenicol resistent; Kana": Kanamycin resistent
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3.5 Antibiotika

Die im Zuge dieser Arbeit verwendeten Plasmide verfigten Gber Ampicillin- (high-copy
Plasmide), Chloramphenicol- (BAC) und Kanamycin- (PAC) Resistenzen. Zu Selektions-

zwecken wurden diese Antibiotika in folgenden Konzentrationen eingesetzt:

Ampicillin (Serva, Heidelberg): Es wurde eine Stammlésung von 100 mg / ml in A. bidest
hergestellt, sterilfiltriert und in 1 ml Aliquots bei -20 °C gelagert.
Die Standardkonzentration im Medium betrug 100 pg / ml.

Chloramphenicol (Sigma, Schnelldorf): Es wurde eine Stammlésung von 12,5 mg / ml in 50%
Ethanol hergestellt, sterilfiltriert und in 1 ml Aliquots bei -20 °C gelagert.

Die Standardkonzentration im Medium betrug 12,5 ug / ml.

Kanamycin (Sigma, Schnelldorf): Es wurde eine Stammldsung von 25 mg / ml in A. bidest
hergestellt, sterilfiltriert und in 1 ml Aliquots bei -20 °C gelagert.

Die Standardkonzentration im Medium betrug 25 pg / ml.

3.6 Enzyme

DNase | Fermentas, St. Leon-Rot
Polymerase | Fermentas, St. Leon-Rot
RNAse A Macherey & Nagel, Diren
Protease Typ XXIV Sigma, Schnelldorf
Pepsin (P6887) Sigma, Schnelldorf

3.7 Nahrmedien und Kulturbedingungen
3.7.1 Voll- und Selektivmedien zur Bakterienkultivierung

LB-Agar oder -Bouillon wurde als Standardmedium zur Stammhaltung und nicht-selektiven

Anzucht verwendet.

Zur Selektion plasmidtragender Bakterien wurde dem Medium nach dem Autoklavieren und

Abkuhlen auf unter 50 °C ein geeignetes Antibiotikum (Tabelle 5) steril zugegeben.

3.7.2 Bakterielle Zellanzucht und Zellernte

Die Zellanzucht erfolgte, falls nicht anders angegeben, bei einer Temperatur von

37 °C im Inkubator bei 200 Upm auf dem Kreisschittler. Kulturansatze bis zu einem
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Volumen von 5 ml wurden in beliftbaren Kulturréhrchen, gréRere Volumina in Schikane-
kolben angesetzt. Die GroRRe der Kolben war so gewahlt, dass diese maximal zu 50% befillt
waren, um eine ausreichende Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten.

Die Zellernte erfolgte, falls nicht anders angegeben, in der spaten exponentiellen

Wachstumsphase durch eine zehnminutige Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 g.

3.7.3 Anlegen von bakteriellen Dauerkulturen

Zur langfristigen Lagerung wurden die Bakterien in einer 5 ml Flussigkultur angezogen. Nach
3 h Wachstum bei 37 °C wurden 500 pl Bakteriensuspension entnommen, mit 500 pl

Glycerin vermischt und bei -80 °C gelagert.

Zur Reaktivierung wurde mit der Impfése auf die Zellsuspension getippt und damit eine

geeignete Selektiv-Agarplatte beimpft.

3.7.4 Kultivierung von humanen Zelllinien

Mediumansatz:
88 ml RPMI 1640 Medium mit 25 mM HEPES
1 ml Penicillin/Streptomycin (Endkonzentration 100 E/ml)
1 ml L-Glutamin (Endkonzentration 2 mM)
10 ml FCS (Endkonzentration 10%)

Die kryokonservierten Zellen wurden aufgetaut, in ein steriles Zentrifugenrohrchen mit 10 ml
Medium Uberfiihrt und bei 200 g fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die
Zellen nochmals mit Medium gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 5 ml Medium
aufgenommen und in eine 25 cm?-Kulturflasche mit Filterschraubkappe Uberfihrt. Die Zellen
wurden bei 37 °C und 5% CO, in einem Brutschrank kultiviert. Am nachsten Tag wurde das
Medium gewechselt. Danach erfolgte der Mediumwechsel alle 2 bis 3 Tage. Waren die
Kulturflaschen dicht mit Zellen bewachsen, wurden die Zelllinien passagiert. Dazu wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit 1x PBS gewaschen. Zum Ablésen der Zellen vom Boden
wurden in die Kulturflaschen 1 ml Trypsin-EDTA-L6sung gegeben und fir weitere 5 bis 10
min im Brutschrank inkubiert. Die Zellsuspension wurde auf zwei Kulturflaschen verteilt und
im Brutschrank kultiviert. Fir die Kryokonservierung der Zelllinien wurden die Zellen wie
oben beschrieben mit Trypsin abgeldst, in ein Zentrifugenréhrchen Gberflihrt und 8 min bei
200 g zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt und die Zellen in 2 ml Einfriermedium (10%
steriles DMSO verdinnt mit komplettem RPMI-Medium) aufgenommen. Jeweils 1 ml dieser

Zellsuspension wurde in ein Kryordhrchen Uberfihrt und eingefroren. Das Einfrieren der
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Zelllinien erfolgte mit einer Einfrierhilfe, die die Proben langsam abkihit. Nach 24 h wurden

die Zelllinien in flissigem Stickstoff gelagert.

3.8 Aligemeine Techniken zum Arbeiten mit Nukleinsauren
3.8.1 Isolation von Plasmiden

Fir unterschiedliche PlasmidgroRen wurden verschiedene Praparationstechniken

angewendet.

3.8.1.1 Plasmidpréaparation mit Anionenaustauschersaulen

Diese Methode der Plasmidpraparation basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse mit
nachfolgender Bindung der Plasmid-DNA an eine Anionenaustauscher-Matrix. Diese Form
der Plasmidisolation wurde fir die alpha-Satelliten-DNA tragenden high-copy Plasmide
verwendet. Die Praparation wurde mit dem Plasmid-Midi-Kit (Fa. Qiagen) mit einer DNA-

Ausbeute von bis zu 100 pg durchgefuhrt.

Bendtigte Losungen:

P1. Resuspensionspuffer, pH 8,0

Tris-HCI 50 mM
EDTA 10 mM
RNase A 100 Mg/ ml

P2. Lyselbsung
NaOH 200 mM
SDS 1 % (wlv)

P3. Neutralisationspuffer, pH 5,5
K-Acetat / HAc 3 M

QBT. Equilibrierungspuffer, pH 7,0

MOPS 50 mM
NaCl 750 mM
Isopropanol 15 % (vIv)
Triton X-100 0,15 % (v/v)

QC. Waschpuffer, pH 7,0
MOPS 5 mM
NaCl 1 M

Isopropanol 15 % (v/v)



Material und Methoden - 26

QF. Elutionspuffer, pH 8,5

Tris / HCI 50 mM
NaCl 1,25 M
Isopropanol 15 % (v/v)

Fir eine Praparation wurden 50 ml einer in Selektivmedium angesetzten Ubernachtkultur
geerntet. Das Zellpellet wurde in 4 ml Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Puffer
P2 wurde vorsichtig gemischt und die Suspension fir 5 min bei RT inkubiert. Nach der
Zugabe von 4 ml Puffer P3 wurde wieder vorsichtig gemischt. Nach einer 5-minttigen
Inkubation auf Eis erfolgte eine Zentrifugation flr mindestens 25 min bei 4 °C und 12.000 g.
Der klare Uberstand wurde auf die Saule aufgetragen, die zuvor mit 2,5 ml Puffer QBT
equilibriert wurde. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 5 ml Puffer QC. Im Anschluss
wurde die DNA mit 5 ml Puffer QF eluiert. Die so gewonnene DNA wurde mit Isopropanol
gefallt (3.8.2.2). Das gewonnene Pellet wurde in 100 pl A. bidest aufgenommen und bei
-20 °C gelagert.

3.8.1.2 Praparation von BAC und PAC DNA

Diese Methode der Plasmidpraparation basiert auf einer modifizierten alkalischen Lyse mit
nachfolgender Phenol-Chloroform-Extraktion der Plasmid-DNA. Diese Form der DNA-
Isolation wurde fir die etwa 150 Kilobasenpaar gro3en BAC- und PAC-Plasmide verwendet.

Die eingesetzten Puffer-Losungen entsprechen denen unter 3.8.1.1 beschriebenen.

Fir eine Praparation wurde von einer frischen Agarplatte eine Kolonie mit der Impfése
aufgenommen und 3 ml Selektivmedium damit beimpft und bei 37 °C und 200 Upm auf dem
Kreisschuittler fur 4 h inkubiert. Mit der 3 ml Kultur wurden dann 50 ml Selektivmedium
beimpft und weitere 4 h bei 37 °C und 200 Upm inkubiert. Nach Erreichen einer Absorption
von 0,5 bei 550 nm wurden mit diesen 50 ml Bakteriensuspension 450 ml LB-Medium (ohne
Antibiotikum) beimpft und Gber Nacht bei 37 °C bei 200 Upm inkubiert. Am nachsten Tag
wurde die Zellsuspension geerntet (3.7.2). Das Zellpellet wurde in 20 ml P1 resuspendiert.
Nach Zugabe von 20 ml P2 wurde vorsichtig gemischt und die Suspension fir 5 min bei RT
inkubiert. Nach der Zugabe von 20 ml P3 wurde wieder vorsichtig gemischt und das
Gemisch fir 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation fir mindestens
25 min bei 4 °C und 12.000 g. Der klare Uberstand wurde mit Isopropanol geféllt (3.8.2.2), in
2 x 700 ul A. bidest geloést und in 1,5 ml Reaktionsgefale transferiert. Es wurden jeweils
200 ug RNAse A zugegeben und fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Lésung wurde im
Anschluss wie unter 3.8.2.3 beschrieben mit Phenol-Chloroform extrahiert. Das so erhaltene
DNA-Pellet wurde tber Nacht unter leichtem Ruihren bei 37 °C in 100 ul A. bidest geldst.
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3.8.2 Reinigung und Konzentration von DNA
3.8.2.1 Ethanol-Fallung

Der Probe wurden 2,5 VT auf -20 °C gekuhltes Ethanol (99,8%) und 0,1 VT 3 M Na-Acetat
(pH 4,9) zugesetzt. Die Fallung erfolgte fur 30 min bei -20 °C. Die DNA wurde anschlief3end
fur 30 min bei mindestens 12.000 g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde vollstandig
abgegossen und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde die
DNA bei RT getrocknet. Die DNA wurde unmittelbar in anschlielende Versuche eingesetzt

oder zur Aufbewahrung in sterilem A. bidest aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

3.8.2.2 Isopropanol-Fallung

Zur Fallung der DNA wurde die Probe mit 0,7 VT Isopropanol vermischt und fir
30 min bei 4 °C mit mindestens 12.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
die DNA wie unter 3.8.2.1 mit 70% Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet.

3.8.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die DNA-LAsung wurde mit einem VT Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und 2 min geschuttelt
und im Anschluss 5 min mit mindestens 12.000 g zentrifugiert. Die wassrige (obere) Phase
wurde in ein neues Reaktionsgefald dberfuhrt und der Vorgang wiederholt bis die Interphase
keine Tribungen und ausgefallene Proteine mehr enthielt. Nach erneutem Transfer der
DNA-L6sung in ein neues Reaktionsgefald wurde ein VT Chloroform zur wassrigen Phase
gegeben, 2 min geschittelt und abzentrifugiert. Die obere Phase wurde vorsichtig abge-
nommen und mit 2 VT Ethanol versetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei -20 °C wurde
die DNA-L6sung bei 14.000 g und 4 °C fur 30 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde das
Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet.

3.8.2.4 Bestimmung von DNA-Konzentration und Reinheitsgrad

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration und dem Reinheitsgrad wurde die zu bestimmende
Probe am Zweistrahlphotometer vermessen. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren
liegt bei 260 nm, das von Proteinen bei 280 nm. Die Absorption wurde fir beide
Wellenlangen gegen A. bidest bestimmt. Eine OD von 1,0 entspricht einer Konzentration von
50 yg DNA/mI. Der Reinheitsgrad wird durch den Quotienten aus OD,5,/OD,gy angegeben.

Der Reinheitsgrad der Praparationen sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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3.8.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der isolierten Plasmid-DNA sowie zur Bestimmung der Fragmentlangen von
erzeugten DNA-Sonden wurden diese einem elektrischen Feld ausgesetzt. Aufgrund der
negativen Ladung ihres Zucker-Phosphat-Ruckgrats wandern Nukleinsauren zur Anode. Die
Mobilitat von linearen Fragmenten ist innerhalb bestimmter Grdlkenbereiche proportional
dem Logarithmus ihrer Fragmentlange [lbelgaufts, 1990]. Zur Bestimmung der

Fragmentlange wurde geschnittene DNA mit bekannter Lange eingesetzt (3.2.4).

Bendtigte Lésungen:

1. 10 x TBE-Puffer
Tris-Base 54,45 ¢
Borsaure 275 g
EDTA [0,5M] pH 8,0 20 mi
A. bidest. ad 500 ml

2. Agarosegel
Agarose 08-10 g
TAE-Puffer 100 ml

3. DNA-Probenpuffer

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,25 % (w/v)
Ficoll 400 1,5 % (whv)

4. Ethidiumbromid-Farbelésung
A. bidest 250 mil
Ethidiumbromid 1 mg /|

Das erstarrte Gel wurde in einer Elektrophoresekammer mit TBE-Puffer Uberschichtet und
der Probenkamm entfernt. Es wurden 1 bis 5 yl DNA Ldsung mit der entsprechenden Menge
5x Probenpuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 V fir 1 Stunde. Das Gel wurde
fur ca. 5 min im Ethidiumbromid-Farbebad gefarbt und auf einem UV-Transluminator durch

UV-Strahlung mit einer Wellenlange von 312 nm sichtbar gemacht.
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3.9 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
3.9.1 Sondenauswahl und -design

In einem ersten Schritt wurden Sonden generiert, mit deren Hilfe sich die
Ploidieveranderungen ausgewahlter Chromosomen aufzeigen lassen sollten. Auf der Basis
von CGH-Studien an Zelllinien und Karzinomen des Pankreas wurden die Chromosomen 4,
7, 8, 9, 12, 17, 18 und 20 ausgewahlt, da diese in GCH-Analysen am haufigsten von
chromosomalen Abberationen betroffen waren [Solinas-Toldo et al., 1996; Mahlaméaki et al.,
1997; Ghadimi et al., 1999]. Aus bakteriellen Klonen, welche die a-Satelliten-spezifischen
Sequenzen fur die ausgewahlten Chromosomen trugen, wurden die Plasmide isoliert und
aus diesen mittels Nicktranslation (3.9.2) DNA-Sonden hergestellt. Nach einem Test dieser
Sonden auf Metaphase-Praparaten aus Leukozyten eines gesunden mannlichen Spenders
(3.9.5) wurden diese Sonden auf neun pankreatische Karzinom-Zelllinien (Tabelle 4)

eingesetzt.

In einem zweiten Schritt wurden FISH-Sonden entwickelt, um rekurrente chromosomale
Aneuploidien und Amplifikationen von Onkogenen direkt in Interphasekernen sichtbar zu
machen. In diesem Schritt wurden nun, wieder auf der Basis von CGH-Studien und eigenen
Voruntersuchungen an PanIN-Lasionen aus chronischer Pankreatitis, chromosomale Loci
ausgewahlt, auf denen Onkogene kodiert sind, die im Pankreaskarzinom am haufigsten von
chromosomalen Amplifikationen betroffen sind. Als Locus-spezifische Sonden wurden BAC-
Sequenzen fur die Regionen der Gene EGFR (7p12), cMYC (8q24), Her2 (17q21) und AIB1
(20912) ausgewahlt. Die Locus-spezifischen DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe der
Nicktranslation (3.9.2) mit Rhodamin oder Digoxigenin markiert. Als interne Kontrollen fir die
Hybridisierungen wurde hier die korrespondierende o-Satelliten-DNA, spezifisch fur die
Centromere der Chromosomen 7, 8, 17 oder 20 verwendet und via Nicktranslation mit
Fluorescein bzw. Biotin markiert. Die Gen- und Centromersonden wurden jeweils zusammen
in zwei-Farben-FISH-Experimente eingesetzt. Die Funktionstuchtigkeit der Sonden wurde
zunachst an Metaphase-Praparationen getestet und Kreuz- bzw. Fehlhybridisierungen der
einzelnen Sonden ausgeschlossen. Nach dem Test der Sonden wurden diese zunachst an 5
Pankreaskarzinom-Zelllinien etabliert. Die Verwendeten Zelllinien waren die von
Primartumoren stammenden MiaPaCa-2, Capan-2 und Panc-1 sowie die aus
Lebermetastasen von Pankreaskarzinomen isolierten Capan-1 und SU.86.86. Im weiteren
Verlauf wurden die Sonden zur Hybridisierung endoskopisch gewonnener Zellkerne

verwendet.
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der eingesetzten FISH-Sonden. Zur Markierung der
Centromere wurden Chromosomen-spezifische alpha-Satelliten-Sequenzen verwendet (grin). Zur
Markierung der Gen-Loci wurden BAC-Sequenzen verwendet (rot). (CEP: Centromersonde)
[Ideogramm von Internet-Resource: http://www.biologia.uniba.it]

3.9.2 Nicktranslation

Die Sonden-DNA wurde enzymatisch mittels Nicktranslation mit verschiedenen Hapten oder
Fluoreszenzfarbstoffen (Tabelle 3) markiert. Bei der Nicktranslation fihrt man mit Hilfe von
DNasel in Gegenwart von Mg?* in die DNA Einzelstrangbriiche (nicks) ein; die exponierten
Bruchstellen dienen als Ausgangspunkt fir eine Reaktion, bei der die Polymerase-Aktivitat
der DNA-Polymerasel am 3’-Ende des Bruchs neue, markierte Nukleotide einbaut.
Gleichzeitig baut sie durch ihre 5°-3’-Exonuklease-Aktivitat auf der anderen Seite des Bruchs
Nukleotide ab.
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Bendtigte Reagenzien:
CAG-Mix (1mM) aus dATP, dGTP und dCTP
DNase | (1 U/pl)
Polymerase | (10 U/ul)

Reaktionsansatz fur die Nicktranslation:
2 ug DNA
10 yl Pol I — Puffer (500 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM MgCl,, 100 mM DTT)
3yl CAG-dNTP Mix (1 mM)
1yl dTTP (1 mM)
2yl Hapten-dUTP (1 mM) (Tabelle 3)
A. bidest ad 100 pl

Der Reaktionsansatz wurde gut gemischt und kurz zentrifugiert. Auf Eis wurden nun
4yl DNase (1:100 in dH,0)
2ul Poll

zugefugt, gut gemischt und das Gemisch nach einer kurzen Zentrifugation fir
120 min bei 15°C inkubiert. Im Anschluss wurde zur Kontrolle der Fragmentlange
5 pl des Ansatzes in ein 1% Agarosegel aufgetragen. Die optimale FragmentgroRie fur FISH-
Sonden liegt zwischen etwa 300 und 600 bp. Waren die Fragmente zu lang wurden weitere
2 yul der DNase (1:100) eingesetzt und fur weitere 15 - 20 min bei 15 min inkubiert.
AbschlieRend wurden die Enzyme durch Zugabe von 1 pl 0,5 M EDTA fir 10 min bei 65 °C

deaktiviert. Die Sonden wurden bei -20 °C gelagert.

3.9.3 Prazipitation und Hybridisierung markierter DNA

Dieses Protokoll wurde fir die Hybridisierung von den unter 3.9.5 und 3.9.6.2 hergestellten
OT verwendet. Zur Vorbereitung der OT fur die Hybridisierung erfolgte eine 5 - 7 min
enzymatische Behandlung in 0,005% Pepsin in 0,01 N HCI bei 37 °C. Im Anschluss wurden
die OT in 2x SSC bei RT flr 5 min gewaschen und in der Folge in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert und luftgetrocknet. Parallel konnte die Vorbereitung der Sonden
erfolgen.

Es kamen jeweils ca. 200 ng unterschiedlich markierter DNA unter Zugabe von
5-10 pl humaner COT1 DNA zur Prazipitation. Die Aufgabe der COT1 DNA bestand darin,
die repetitiven Sequenzen der BAC DNA, welche sonst ubiquitar auf den Chromosomen
hybridisieren und die exakte Messung der Fluoreszenzintensitaten der Einzelkopie-

Sequenzen verhindern wirde, zu binden. Nach der Prazipitation erfolgte eine
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Resuspendierung der DNA in 50% Formamid / 10% Dextransulfat / 2x SSC. Dieses Gemisch
wurde auf den OT aufgetragen, mit einem 22 x 22 mm Deckglaschen bedeckt und dieses mit
Fixogum versiegelt, um ein Verdampfen des Hybridisierungsgemisches zu verhindern. Nach
der Denaturierung fir 5 min bei 80 °C auf einer Heizplatte wurden die OT fur 12 - 24 h in

einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert.

3.9.4 Detektion

Nach der Hybridisierung schloss sich die Detektion an. Hier wurden die Objekttrager
zunéchst einer Reihe von Waschvorgangen unterzogen, um den Hybridisierungsmix von den
Objekttragern abzuwaschen. Die Waschschritte bestanden zunachst aus drei 5 min
Waschungen mit 50% Formamid / 2x SSC bei 45 °C und dann drei weiteren 5 min
Waschungen mit 0,1x SSC bei 60 °C. Mit Fluorochrom-dUTP markierte Sonden brauchten
nicht durch Antikdrper visualisiert werden. Fur den Nachweis der biotinylierten und der
digoxigenin-markierten Sonden-DNA wurden die Praparate zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen vor dem Nachweis der Reportermolekile mit 200 pl Blockierungéksung

(3% BSA in 4x SSC und 0,1% Tween-20) bedeckt, mit einem 22 x 60 mm grofden Deckglas
versehen und bei 37 °C 30 min lang in einer feuchten Kammer inkubiert. Im Anschluss wurde
auf jedes Praparat 125 pl Detektionslosung (1 % BSA in 4x SSC und 0,1 % Tween -20), die
Fluoreszein-Avidin (1 mg/ml) und anti-Dig-Rhodamin (200 ug/ml) enthielt, aufgebracht und
30 min bei 37 °C inkubiert. Danach schlossen sich drei 5 min Waschschritte mit 4x SSC und
0,1% Tween-20 bei 45°C an. Die Nuklei wurden mit DAPI gegengefarbt. Um das
Ausbleichen der Fluoreszenzmarkierung wahrend der Bildaufnahme zu minimieren, wurden
die Objekttrager mit dem Antibleichmittel Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA)

benetzt und anschlieBend mit einem Deckglaschen eingedeckt.

3.9.5 Herstellung von Metaphasepraparaten

Metaphasepraparate wurden aus den Blut-Lymphozyten eines normalen mannlichen
Individuums gewonnen. Zu diesem Zweck wurden zu 5 ml einer Lymphozytenkultur-Lésung
300 ul PHA (Phytohamagglutinin, Gibco BRL, Eggenstein), 200 yl PWM (Pokeweed Mitogen,
Gibco BRL) und 5 - 10 Tropfen Blut zugegeben und fur 72 Stunden bei 37 °C im CO,

Brutschrank inkubiert.

Lymphozytenkultur-Ansatz:

RPMI 1640 (Gibco) 500 ml
FCS 100 ml
Antibiotikum (Gibco) 5ml

Bicarbonat (Gibco) 6 ml
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Nach Zugabe von 140 ul Colcemid (10 pg/ml) und Inkubation fir 30 min bei 37 °C wurde der
Ansatz bei 200 g zentrifugiert und das Pellet in 4 ml warmer (37 °C), 0,4% KCI-Lésung
resuspendiert. Nach 15-minutiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen erneut bei 200 g fur
10 min zentrifugiert; der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden im verbliebenen
Rest des Mediums resuspendiert. Zur Fixierung der Zellen wurde im Anschluss in die
Kulturréhrchen bis zu 6 ml eines eiskalten Fixans (Methanol/Eisessig 3:1) hinzugegeben und
10 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation mit 200 g bei 4 °C fur 10 min wurde der
Uberstand verworfen und dieser Fixierungsschritt dreimal wiederholt. Die Zellsuspension
konnte fur mehrere Monate bei -20°C gelagert werden. Zur Herstellung der
Metaphasenpraparate wurde die Zellsuspension 10 min bei RT und 200 g zentrifugiert; der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in ca. 10 - 15 Tropfen Fixan
aufgenommen. Die Objekttrager wurden Uber Nacht in 100% Ethanol inkubiert, luftgetrocknet
und in Fixan getaucht. Die Zellsuspension wurde auf feuchte Objekttrager aufgetropft und
diese anschlief3end Uber einem offenen 50 °C warmen Wasserbad langsam getrocknet und
Uber Nacht bei 60 °C inkubiert. Die Aufbewahrung der Praparate erfolgte in 100% Ethanol
bei -20 °C.

3.9.6 FISH an Nuklei aus Pankreassekret und Zelllinien
3.9.6.1 Endoskopische Gewinnung von Pankreassekret

Die Untersuchungen am Pankreassekret umfasste Patienten mit benignen Erkrankungen wie
mit einer Cholezystolithiasis oder chronisch-rezidivierenden Pankreatitiden sowie Patienten
mit Pankreas- und Gallenwegskarzinomen. Die Sekrete wurden im Rahmen endoskopisch
retrograder Cholangiopankreatikographien (ERCP), teilweise unter Einsatz einer Zytologie-
blrste gewonnen. Die endoskopischen Praparate wurden nach der Enthahme sofort in eine
methanolbasierte gepufferte zytologische Konservierungslosung gegeben um eine
Degradation des Zellmaterials zu verhindern (Preservecyt, Cytyc Co., Boxborough, USA).
Die beteiligten Kliniken waren die Abteilung flr Gastroenterologie des Gottinger
Universitatsklinikums, die Endoskopische Abteilung des Evangelischen Krankenhauses in
Gottingen Weende sowie die Klinik fir Gastroenterologie des Oskar-Ziethen-Krankenhauses

in Berlin.

3.9.6.2 Aufbereitung des Pankreassekretes und der Zelllinien fiir FISH

Das Pankreassekret sowie die Zellen aus der Zellkultur wurden nach Gewinnung zunachst
fur 5 min bei 1400 g zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet zweimal mit 1x PBS
gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand bis auf 50 yl abgenommen. Das Pellet wurde
resuspendiert und mit 500 ul 0,4% KCI (37 °C) fir 15 - 30 min inkubiert, wobei es durch
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Plasmolyse zu einer Isolation der Zellkerne kam. Danach wurde das Lysat zentrifugiert und
der Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde mit 500 pl eines 3:1 Gemisches aus Methanol
und Eisessig fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch diese Inkubation erfolgte eine
Fixierung der Nuklei. Im Anschluss wurde die Kernsuspension nochmals zweimal mit Fixan
gewaschen und das Pellet in 30 yl des Methanol / Essigsaure-Gemisches resuspendiert, auf
Objekttrager getropft und luftgetrocknet. Die Praparate wurden nach Dehydrierung in einer
Alkoholreihe (70%, 85%, 96%) entweder sofort fur FISH-Analysen benutzt oder bei -20 °C

trocken aufbewahrt.

3.9.7 FISH an isolierten Zellkernen aus Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem
Gewebe

Die untersuchten Paraffin-eingebetteten Gewebe von Patienten mit chronischer Pankreatitis

entstammen dem Archiv des Instituts fur Pathologie des Klinikum Kassel.

3.9.7.1 Manuelle Mikrodissektion von Ganglasionen aus Paraffin-Geweben

Die Mikrodissektion erfolgte mit einem manuellen Mikromanipulator. Einzelzellen mit intakt
erscheinendem Zellkern oder kleine Zellkomplexe, von 10 pym dicken Schnittpraparaten aus
paraffin-eingebetteten Geweben, wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators und einer
Tungsten-Nadel aus dem Gewebeverband unter lichtmikroskopischer Kontrolle herausgelost

und in 0,5 ml Reaktionsgefalie Uberfuhrt.

3.9.7.2 Isolation von Zellkernen aus mikrodissezierten Proben

Die Isolation der Zellkerne erfolgte nach einer modifizierten Methode nach Hedley [1983].
Das mikrodissezierte Gewebe wurde nach Gewinnung zunachst entparaffiniert und
rehydriert. Im Anschluss erfolgte eine 45 - 60 min Behandlung mit Protease XXIV
(1 mg/ml in 1x PBS) bei 45 °C unter leichtem Schitteln auf dem Thermomixer, um den
Gewebeverband aufzuldsen, ohne dabei die Zellkerne zu zerstéren. Zum Entfernen grofRerer
Zelldebries und zur Vereinzelung groRerer Zellverbande wurde die Kernsuspension im
Anschluss durch ein Nylon-Netz mit 45 ym Maschenweite gegeben, mit 10.000 Upm in der
Tischzentrifuge 5 min zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Im Folgenden wurde das
Pellet mit 1x PBS gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur Fixierung der
Nuklei wurde das Pellet mit 500 ul eines 3:1 Gemisches aus Methanol und Essigsaure
fur 10 min inkubiert. Danach wurde die Losung nochmals zweimal herunterzentrifugiert und
das Pellet in 30 yl des Fixans resuspendiert, auf Objekttrager getropft und luftgetrocknet. Die
Praparate wurden nach Dehydrierung in einer Alkoholreihe (70%, 85% 96%) entweder sofort

wie nachfolgend beschrieben flr FISH-Analysen benutzt oder bei -20 °C trocken aufbewabhrt.
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3.9.7.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an aus Paraffin-Geweben isolierten Nuklei

Die aus Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem Gewebe isolierten Zellkerne besitzen auf
Grund der Vorbehandlung des Gewebes eine starke Quervernetzung von Proteinen sowie
eine starke Eigenfluoreszenz. Eine erfolgreiche und auswertbare Hybridisierung macht hier
eine spezielle Vorbehandlung der isolierten Kerne notwendig. Daruber hinaus wurden fur
diese Hybridisierungen kommerzielle Sonden eingesetzt: Es wurden Centromer-spezifische
alpha-Satelliten-Sonden fir die Chromosomen 3 (D3Z1, Rhodamin), 7 (D7Z1, Rhodamin), 8
(D821, Fluorescein) und 17 (D17Z1, Fluorescein) (Qbiogene, Heidelberg) in zwei-Farben-

FISH-Experimenten verwendet.

Die unter 3.9.7.2 hergestellten Objekttrager wurden in 4x SSC / 0,3% NP40 bei RT flr
30 min vorbehandelt und im Anschluss in 1M NaSCN bei 80 °C fur 30 min inkubiert. Die OT
wurden in 2x SSC fir 5 Minuten auf RT abgekuhlt und nachfolgend mit 0,005% Pepsin in
0,01N HCI bei 37 °C fir 30 min enzymatisch behandelt. Nach einem flinfminltigen
Waschschritt in 2x SSC wurden die OT in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70%, 85%,
96%) dehydriert und luftgetrocknet.

Die Hybridisierung wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Es wurden
2 ul von jeder Sonde mit dem mitgelieferten Hybridisierungspuffer zu einem Gesamtvolumen
von 10 pl gemischt. Dieses Gemisch wurde auf den OT aufgetragen, mit einem 22 x 22 mm
Deckglaschen bedeckt und dieses mit Fixogum versiegelt, um ein Verdampfen des
Hybridisierungsgemisches zu verhindern. Nach der Denaturierung flr 5 min bei 80 °C auf
einer Heizplatte wurden die OT flr 12 - 24 h in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert.
Nach der Hybridisierung wurden die Deckglaschen vorsichtig entfernt und die OT in
0,4x SSC / 0,3% NP40 fur 3 min bei 72 °C und 5 min in 2x SSC / 0,3% NP40 bei RT
gewaschen. Abschlieliend wurden die OT luftgetrocknet, mit DAPI gegen gefarbt und in das

Antibleichmittel Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) eingebettet.

3.9.8 Auswertung und Bildaufnahme

Die einzelnen Fluorochrome wurden mit einem 63x oder 100x Objektiv nacheinander mit
einem DM-RBE (Leica) Epifluoreszenz-Mikroskop mit einer CCD-Kamera (Sensys,
Photometrics, Tucson, AZ) aufgenommen und mit der FISH-Software CW-4000 (Leica,
Cambridge) gespeichert. Das Mikroskop war mit einem 4-Filterrad sowie hochspezifischen
Filtern (Chroma Technology Corp.) ausgestattet, die es ermoglichen, jedes Fluorochrom mit
einem separaten Anregungs-, Teilungs- und Emissionsfilter zu analysieren. Die
Fluorochrome wurden als skalierbare 2-dimensionale Grauwertbilder aufgenommen und

diesen dann eine bestimmte Farbe zugeordnet. Auf diese Weise erhielt man eine
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Bildsequenz der verwendeten Fluorochrome, aus der, durch Uberlagerung der Farbkanéle

(Fluorochrome), ein so genanntes Pseudofarbbild entstand.

Es wurden von jeder Hybridisierung 100 Zellkerne ausgewertet. Die Hybridisierungssignale
wurden in jedem Zellkern fir jede FISH-Sonde getrennt ausgezahlt. Kerne mit einer
normalen Anzahl von Signalen (z.B. 2 rot / 2 grtin) wurden als diploid gewertet. Abnormale

Signale wurden zur Bestimmung der chromosomalen Aneuploidie in eine Tabelle Ubertragen.

3.9.9 Dokumentation und statistische Auswertungen

Die Gewebeproben der einzelnen Patienten wurden anonymisiert in die Studien
aufgenommen und jeweils mit einer Studiennummer versehen. Fir die durchgeflihrten
Untersuchungen an den humanen Gewebeproben lag ein positives Votum der
Ethikkommissionen der Universitatsklinik Géttingen vor.

Mit Hilfe Allgemeiner linearer Modelle wurde getestet, inwieweit der Anteil aneuploider Zellen
mit dem histologisch diagnostizierten Grad (Normalgewebe, PanIN1, PanIN2, PanIN3) in
Verbindung steht, welche Bedeutung die Sonde (Chromosomen 3, 7, 8 und 17) fur den
Vorhersagewert hat und ob Interaktionen zwischen diesen Prediktoren bestanden. Nicht-
signifikante Faktoren und Interaktionen wurden schrittweise rickwarts aus den Modellen
eliminiert. Mit Hilfe von post-hoc Tests (nach Scheffé) wurde analysiert, inwieweit die
histologisch diagnostizierten Grade eine differenzierte Vorhersage fir den Anteil aneuploider
Zellen ermoglichen. Die Residuen wurden auf Normalverteilung gepriift.

Unter Verwendung von logistischen Regressionsanalysen wurde untersucht in wie weit sich
ein Karzinom anhand von prozentualen Ploidie-Veranderungen unterschiedlicher
Chromosomen diagnostizieren lief3.

Die Pearson Product Moment Correlation wurde verwendet um die Ergebnisse der Image
Cytometrie mit denen der FISH Analyse zu vergleichen.

Alle statistischen Analysen wurden mit Statistica 6.0 (StatSoft 2002) durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Auftreten von molekular- und zytogenetischen Verdanderungen in pra-

neoplastischen Lasionen in Geweben mit chronischer Pankreatitis

Von 21 Patienten mit chronischer Pankreatitis standen in Paraffin eingebettete
Pankreasresektate zur Verfliigung. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Resektion lag
zwischen 34 und 78 Jahren (Median 55,23 Jahre). Sechzehn der Patienten waren mannlich,
funf weiblich. Die Ursache der chronischen Pankreatitis war nur bei zwei Patienten aus den
klinischen Angaben gesichert (CP9 und CP10), hier lag ein langzeitiger Alkohol- und Nikotin-
konsum zu Grunde. In einem Resektat (CP10) fanden sich zahlreiche PanIN-2- und -3-
Lasionen (Abbildung 5). In die Studien wurden azinar-duktale Metaplasien (ADM) Lasionen,
auch azinare Gangmetaplasie genannt, eingeschlossen [Hruban et al., 2007]. Histologisch
wurde ein duktales Pankreaskarzinom differentialdiagnostisch ausgeschlossen. PanIN-3-

und ADM-Lasionen wurden nur in einem Resektat gefunden (CP10)

4.1.1 Aneuploidie in PanIN-Lasionen in Geweben mit chronischer Pankreatitis

Eine Anzahl von insgesamt 67 unterschiedlichen Foki (15 normale Gange, 20 PanIN-1, 13
PanIN-2, 11 PanIN-3, 8 ADM) von 8 Patienten mit chronischer Pankreatitis wurden auf
numerische Veranderungen der Chromosomen 3, 7, 8 und 17 untersucht. Fur alle
Chromosomen wurde eine steigende Zahl von aneuploiden Zellen mit zunehmendem PanIN-
Grad detektiert (Abbildungen 6 und 7, Tabelle 7). Der Prozentsatz der gefundenen Ploidie-
Anderungen war fir alle untersuchten Chromosomen hoch préadiktiv fir den histologischen
Grad (PanIN). Die beste Vorhersage wurde durch die totale Anzahl, der auf das jeweilige
Chromosom bezogenen, nicht-diploider Zellen gegeben (F-Wert 171,0; p<0,001), gefolgt
vom prozentualen Anteil der haploiden Zellen (F: 60,3; p<0,001), triploiden Zellen (F: 54,6;
p<0,001) sowie dem Anteil an Zellen mit mehr als drei Kopien pro Chromosom (F: 8,3;
p<0,001). Die Pradiktion des histologischen Grades, basierend auf dem Anteil der
aneuploiden Zellen war unabhangig vom untersuchten Chromosom. In keinem Fall wurden
Interaktionen zwischen der verwendeten chromosomalen Sonde, dem PanIN-Grad und dem
Prozentsatz der aneuploiden Zellen gefunden (Tabelle 6). Der post-hoc Test (nach Scheffé)
zeigte im Durchschnitt héhere Anzahlen von Monosomien und niedrigere Zahlen von
Trisomien flir Chromosom 17. Im Gegensatz dazu wurden im Durchschnitt hdhere Anteile
von trisomen Zellen flir Chromosom 3 gefunden. Die Ploidieveranderungen in den duktalen
Metaplasien lagen im Bereich der Veranderungen zwischen PanIN-Grad 1 und 2 (Tabelle 8).
Fir Chromosom 3, 7, 8 und 17 wurden hier im Durchschnitt 84,5%, 85,6%, 84% und 82,2%
an diploiden Zellen gefunden. Fiur die Chromosomen 7 und 8 fanden sich vergleichbare
Mengen an haploiden und triploiden Zellen (Durchschnitt 7% haploid bzw. triploid). Fur

Chromosom 3 war die Mehrzahl der nicht-diploiden Zellen trisom (9,6% der analysierten
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Abb. 5, Forts.: A: Normaler Gang: Flaches oder kubisches einreihiges Epithel, Kerne ohne Atypien
(H&E, x200). B: PanIN-1A. Einreihiges zylindrisches Epithel mit basalstandigen Zellkernen und
kraftiger Muzinproduktion, keine Kernatypien (H&E x200). C: PanIN-1B. ldentischer Zelltyp wie
PanIN-1A, jedoch papillares, mikropapillares oder basal pseudostratifiziertes Wachstumsmuster
(H&E, x100). D: PanIN-2. Flaches bis papillares Wachstumsmuster des Epithels, die Kerne weisen
leichtgadige  Atypiezeichen auf wie KerngréRenschwankungen, Verlust der Polaritat,
Pseudostratifizierung und Hyper-chromatismus (H&E, x200). E, F: PanIN-3. Zytologisch
entsprechen diese Lasionen bereits Karzinomzellen, jedoch ist eine Invasion der Basalmembran
nicht vorhanden, so dass ein Carcinoma in situ vorliegt. Die Epithelien weisen schwergradige
Atypien auf wie Verlust der Kernpolaritdt mit zum Lumen verschobenen vergroerten unregelmaRig
geformten und stark hyperchromatischen Kernen, welche haufig Makronukleoli aufweisen. Es
kénnen atypische Mitosen vorkommen und man erkennt regelméRig intraduktale irreguliare
Driusenbildungen sowie Nekrosen (E: H&E, x40; F: VergroRerter Ausschnitt aus E, H&E, x200). G:
Azinar-duktale Metaplasie. Niedrige VergroRerung (H&E, x40) eines Azinus (schwarze und weilRe
Pfeile) mit Zeichen einer inflammatorischen Zerstérung. In der oberen Halfte ist verbliebenes
Azinus-Gewebe zu erkennen (weilRe Pfeile), in der unteren Halfte ist Azinusgewebe teilweise durch
azinar-duktale Metaplasie ersetzt (schwarze Pfeile). H: Azindr-duktale Metaplasie. VergoRerter
Bereich aus G (H&E, x200). Kleine Gangproliferate nahe an verbliebenem Azinusgewebe. Die
Gange sind umgeben von fibrosierendem Stroma unterschiedlichen Grades (Pfeile). Das Epithel ist
flach bis cuboidal ohne papillares Wachstum. Keine Kernatypien. [Mit freundlicher Genehmigung
von E. Heinméller]

Zellen versus 5,8% Monosomien). Die Kopiezahl-Veranderungen fur Chromosom 17 waren
in der Mehrzahl Monosomien (9,9% der analysierten Zellen versus 6,8% Trisomien). Zellen
mit mehr als drei Kopien wurden fir keines der untersuchten Chromosomen in

nennenswerter Anzahl gefunden (im Durchschnitt < 1%).

4.1.2 Molekulare Analysen von Pankreaskarzinom-Signatur-Genen in PanINs aus

Geweben mit chronischer Pankreatitis

Diese Untersuchungen wurden im Rahmen eines Kooperationsprojektes am Institut fir
Pathologie des Klinikum Kassel von Frau Dr. rer. nat. Meike Werther, unter der Leitung von
Herrn Priv.-Doz. Dr. med. Ernst Heinmoller, durchgefiihrt. Die dargestellten Abbildungen und
Ergebnisse sind aus der Dissertation von Frau Dr. Werther und der Habilitationsschrift von

Herrn Dr. Heinmoller entnommen.

Die Gewebeproben aus chronischer Pankreatitis wurden molekulargenetisch analysiert. Es
erfolgte eine Gen-Analyse mittels Mikrosatelliten-PCR fur p716, p53 und DPC4. Da der
Studienpatient CP10 eine ungewohnlich hohe Anzahl an PanIN-2- und PanIN-3-Lasionen
zeigte, wurde eine Gensequenzanalyse der Gene p716 und p53 durchgeflhrt. DNA flr

Mikrosatelliten- und Sequenz-Analysen konnte aus 389 Lasionen extrahiert werden (87,8%).



Ergebnisse - 40

25 4
O
- 20 O 6 i
-2y X g=a * o]
c g o
3 15 o =g
=X
P 5z
b= E g 2 a & @
<] =
S0 £ 3 .
: 5§ X
] T E 1 53| -] ] A
g 5 o NG 0 ©
u]
& A %
X
] 0 ) % #
0 1 2 3 0 1 2 3
histologischer Grad (PanIN) histologischer Grad (PaniIN)
16 14
14 m] 12 m]
o]
- 12 —
= ﬁ F 10 X A
£ 10 o A s o X
: = 3 8 | 3" :
N 8 - N &
] g 2} 8 6 a a
S s i 2 O
o 5 &
5] ] & X =
s 4
£, 8 ¥ O g
@
2 g B 2 o
® ®
0 0 =, =)
0 1 2 3 0 1 2 3
histologischer Grad (PanIN) histologischer Grad (PaniIN)

Abbildung 6. Mittels FISH ermittelte prozentuale Anteile von Zellen mit Ploidieverdnderungen in
den unterschiedlichen PanIN-Graden von acht Patienten. Gezeigt sind die prozentualen Anteile von
nicht-diploiden, haploiden, triploiden und polyploiden Zellen in Relation zu den diagnostizierten
PanIN-Stufen. (Kreise: Chromosom 3; Sternchen: Chromosom 7; Dreiecke: Chromosom 8;
Quadrate: Chromosom 17).

Tabelle 6. F-Werte und Signifikanzniveaus Allgemeiner Linearer Modelle zum Vorhersagewert des
histologisch diagnostizierten Grades (PanIN) und der jeweiligen Sonde fiir den Grad chromosomaler
Aneuploidie.

nicht-diploid haploid triploid polyploid
Grad 171,0* 60,3* 54,6* 8,3*
Sonde n.s. 13,1* 7.4* n.s.
Grad x Sonde n.s. n.s. n.s. n.s.
Modell 171,0* 36,7* 31,0 8,3*

* P< 0,001; n.s.: nicht signifikant
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Abbildung 7. Reprasentative Interphase-FISH-Experimente an isolierten Nuklei aus Paraffin-

eingebettetem Gewebe (Gegenfarbung: Dapi). A: Fur Chromosomen 7 (rot) und 8 (griin) diploider
Nukleus aus Normalgewebe. B: Kern aus einer PanIN-1-Lasion mit einer Monosomie fir
Chromosom 7 (rot) und Disomie fur Chromosom 8 (griin). C: Nukleus aus einer PanIN-2-L&sion mit
einer Monosomie fur Chromosom 3 (rot) und Trisomie fur Chromosom 17 (grin). D: Nukleus aus
einer PanIN-3-Lasion mit Trisomien fir die Chromosomen 7 (rot) und 8 (grin).
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Tabelle 7. Ergebnisse der Ploidieanalyse in den unterschiedlichen PanIN fir die Chromosomen 3,
7, 8 und 17. Gezeigt sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung. PanIN-3-Lasionen fanden sich
nur in einem Patienten (CP10).

Chromosom 3

Stufe nicht-diploid haploid triploid polyploid
Normal 46+14 21+0,8 22+0,8 0,3+0,7
PanIN-1 88+15 42+1,8 43+2/1 0,3+0,5
PanIN-2 16,2+ 0,6 7,0+0,0 78+13 1,4+1,2
PanIN-3 20,5 8,3 11,3 0,8
Chromosom 7
Stufe nicht-diploid haploid triploid polyploid
Normal 46+0,9 22+0,8 22+0,7 02+0,4
PanIN-1 9,9+2,1 55+2,0 3,8+1,9 0,6 +1,1
PanIN-2 16,7+ 1,3 7,7+18 82+13 0,9+0,9
PanIN-3 18,9 8,8 8,8 1,3
Chromosom 8
Stufe nicht-diploid haploid triploid polyploid
Normal 45+1,1 3,1+1,0 1,5+0,7 0,1+0,2
PanIN-1 10,2+ 1,5 59+1,9 3,7+19 0,6+0,8
PanIN-2 16,2+ 1,5 75+1,9 7,8+0,9 0,6 +0,5
PanIN-3 20,8 9,7 10,1 1,0
Chromosom 17
Stufe nicht-diploid haploid triploid polyploid
Normal 52+1,7 36+1,2 09+0,4 05+0,7
PanIN-1 11,6+25 9,5+1,6 20+1,5 0,1+0,3
PanIN-2 17,3+1.,8 10,2+ 2,6 6,0+0,8 1,1+£0,6
PanIN-3 22,6 8,9 12,2 1,5

Tabelle 8. Ergebnisse der Ploidieanalysen in den duktalen Metaplasien von Patient CP10. Gezeigt
sind die Prozentsatze der haploiden, diploiden, triploiden und tetraploiden Zellen fur das jeweils
untersuchte Chromosom.

Chromosom haploid diploid triploid tetraploid
3 5,8 84,5 9,6 0,1
7 6,7 85,6 6,8 0,7
8 8,8 84,0 6,7 0,5
17 9,9 82,8 6,8 0,5
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4.1.2.1 Loss of Heterozygosity (LOH) am p76-, p53- und DPC4-Locus

Aus resezierten Pankreata von 21 Patienten mit chronischer Pankreatitis wurden insgesamt
443 PanIN- und ADM-Lasionen Laser-mikrodisseziert und PCR-basierten Analysen
unterzogen. Die Anzahl der Gange in den einzelnen Patientengeweben lag zwischen 3 und
108 Géangen. Im Einzelnen wurden 74 normale Gange, 81 ADM-Lasionen, 122 PanIN-1A-,
66 PanIN-1B-, 31 PanIN-2- und 15 PanIN-3-Lasionen mittels Mikrosatellitenanalyse
untersucht. Es wurden MSI-Primer verwendet, welche in der Literatur fir die LOH-Analyse
und Detektion homozygoter Deletionen der Gene p716 und DPC4 beschrieben wurden
(Cairns et al., 1995; Hahn et al., 1996). Die Resultate der Mikrosatellitenanalyse der Genloci

p53, p16 und DPC4 sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9. Mikrosatelliten-Analyse der Tumor-Suppressor-Gen-Loci pl16, p53 und DPC4 in
Resektaten von 21 Patienten mit CP. Angegeben sind die Frequenzen der LOH-Ereignisse in Prozent
der auswertbaren Lasionen.

PanIN p53-LOH P16-LOH DPC4-LOH

No 0/59 (0%) 0/51 (0%) 1/53 (1,8%)

ADM 1/59 (1,7%) 4/69 (5,8%) 1/40 (2,5%)

1A 2197 (2,1%) 2174 (2,7%) 0/99 (0%)

1B 0/60 (0%) 1/65 (1,5%) 1/43 (2,3%)
2 4/34 (11,8%)  6/36 (16,7%)  3/32 (9,4%)
3 9/15 (60%) 8/15 (53%) 12/15 (80%)

ADM: Duktale Metaplasie; No: Normaler Gang.

Eine Anhaufung von LOH-Ereignissen war in allen TSG mit steigendem Dysplasiegrad zu
verzeichnen. Dieser Anstieg von LOH-Ereignissen war vom Ubergang von PanIN-1 zu
PanIN-2 signifikant flr den p53-Locus (p=0,012) und p716-Locus (p=0,02). Am DPC4-Locus
konnte kein signifikanter Anstieg auf dieser Dysplasiestufe erkannt werden (p=0,191). Im
Ubergang von PanIN-2 zu PanIN-3 fand sich in allen TSG-Loci eine signifikante Erhéhung
von LOH-Ereignissen (p16: p=0,042; p53: p=0,011; DPC4: p=0,001). Die leicht erhdhte LOH-
Rate von 5,8% in ADM am p1716-Locus war nicht signifikant héher als am p53- und DPC4-
Locus (p53: p=0,203; DPC4: p=0,303). Mit Ausnahme von PanIN-2- und -3-Lasionen des
Resektates CP10 konnte kein gleichzeitiges Auftreten von mehrfachen LOH-Ereignissen in

einer einzelnen Lasion detektiert werden.
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4.1.2.2 Sequenzdnderungen der Gene p76 und p53 im Gewebe von CP10

Aufgrund der aulBergewohnlich hohen Anzahl von PanIN-2- und PanIN-3-Lasionen im
Gewebe von CP10 wurden hier Sequenzanalysen der Gene p76 und p53 durchgefihrt.
Durch den Vergleich von Sequenz- und LOH-Daten sollte die exakte zeitliche Folge der
Ereignisse im Verlauf der TSG-Inaktivierung in PanINs bei der chronischen Pankreatitis
bestimmt werden. Die Sequenzanalyse der Exone 1 und 2 des p716 Gen-Locus ergab finf
Punktmutationen (Tabelle 10). Eine Insertion von 2 Basenpaaren (TG, bp 263, Exon 2)
wurde in 18 PanINs und in einer ADM gefunden. In einer PanIN-2-Lasion konnte diese
Mutation in heterozygoter Form gefunden werden, wahrend in dieser Lasion kein LOH am
p16-Locus detektiert wurde. In allen 15 (100%) PanIN-3-Lasionen fand sich diese Insertion in
homozygoter Form. In zwei PanIN-2-Lasionen mit dieser 2 bp Insertion konnte gleichzeitig

ein LOH am p16-Locus nachgewiesen werden.

Tabelle 10. Sequenzanderungen der Gene pl16 und p53 im Gewebe von CP10.

PaniN n p16 insTG p16 GSA p16C>T p16C>T p16 G>A p53 C>T
exon 2 exon 2 exon 2 intron1 intron1 exon 8
(bp263) (bp277) (bp344) (bp-25) (bp-12) (bp14501)
No 14 0 0 0 0 0 0
ADM 9 1(11%) 1(11%) 0 0 0 1 (11%), het
1A 13 0 0 0 1(8%) 0 1 (8%), het
1B 9 0 0 0 0 1(11%) 0
2 16 3 (19%), 1het 1(6%) 1(6%) 0 0 6 (38%), 3het
3 15 15 (100%) 0 0 0 0 15 (100%), 4het

ADM: Duktale Metaplasie; No: Normaler Gang; n: Anzahl informativer Lasionen; het: Heterozygote
Sequenzanderungen.
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Tabelle 11. Ubersicht iiber die Mutationen der Gene p16 und p53 sowie gesamte LOH der Genloci
pl6, p53 und DPC4 im Gewebe des Studienpatienten CP10.

PaniN n p16 Seq. p53 Seq. het. Seq. p16 LOH p53 LOH DPC4 LOH

No 14 0 0 0 0 0 0
ADM 9 2(22%) 1(11%) 2 (22%) 2 (22%) 0 0
1A 13 1(8%) 1 (8%) 2 (16%) 0 0 0
1B 9 1(11%) 0 0 0 0 0
2 16 4(25%) 6 (38%) 4 (25%) 5 (31%) 4 (25%) 3 (19%)
3 15  15(100%)  15(100%) 4 (25%) 8 (53%) 9 (60%) 12 (80%)

n: informative mikrodissezierte Pankreasgange; Seq: Sequenzanderung; het: heterozygote Sequenzanderung;
No: normaler Gang; ADM: Duktale Metaplasie.

4.1.2.3 Immunhistochemische Expressionsanalysen der Tumor-Suppressor-Gene p176,

p53 und DPC4 in Geweben mit chronischer Pankreatitis

In den Resektaten von 10 Patienten mit CP wurde die Expression der Proteine p53, p16 und
DPC4 immunhistochemisch analysiert. Insgesamt konnten eine Anzahl von 262
Pankreasgangen ausgewertet werden (73 Gange mit normalem Epithel, 104 PanIN-1A-
Lasionen, 44 PanIN-1B-Lasionen, 25 PanIN-2-Lasionen und 16 PanIN-3-Lasionen). Alle
PanIN-3-Lasionen fanden sich ausschliel3lich im Gewebe von CP10. Ein Verlust der DPC4-
Expression und keine p53-Uberexpression konnte in den Geweben CP1-9 detektiert werden.
Ein Verlust der p16-Expression wurde in 5/25 (20%) der PanIN-2-Lasionen der Patienten
CP1-9 gefunden. Alle untersuchten PanIN-1 und ADM zeigten eine normale p16-Expression.
Im Resektat CP10 zeigte in sich 2/16 (12%) PanIN-2-Lasionen eine schwache p53-
Uberexpression, wobei sich jeweils ein LOH und eine heterozygote Mutation des p53-Gens
in beiden Lasionen nachweisen lie®. Alle PanIN-3-Lasionen zeigten unterschiedlich starke
p53-Uberexpressionen. AuRerdem fanden sich in allen untersuchten PanIN-3-L3sionen
Expressionsverluste von p16 und DPC4. Dabei konnte ein Verlust von DPC4 ausschlielich
in PanIN-3-Lasionen nachgewiesen werden. Wobei in 10 der 16 PanIN-2-Lasionen (62%) fur
das p16-Protein zumindest teilweise in den Gangepithelien ein sektorformiger Farbeverlust
vorlag. In vier dieser PanIN-2-Lasionen konnten entweder ein LOH am p176-Locus oder
Mutationen in Exon 2 des Gens nachgewiesen werden. In den PanIN-Lasionen und ADM

konnte ein Verlust des p16-Proteins nicht eindeutig detektiert werden.
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Abbildung 8. Immunhistochemische Expressions-Analyse von pl16, DPC4 und p53 in einer PanIN-
3-L&sion des Studienpatienten CP10. A: Ausfall der Proteinexpression fur p16 (dunkle Pfeile) und
B: DPC4-Protein im Gangepithel mit hochgradiger Kerndysplasie und deutlicher Architekturstdrung
des Epithels (helle Pfeile). In C und D ist eine Uberexpression von p53 (dunkle Pfeile) zu erkennen
von dem nicht das gesamte Epithel betroffen ist (helle Pfeile). (A, B x100; C x40; D x200).

[Mit freundlicher Genehmigung von E. Heinmoller]
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4.2 Entwicklung von Biomarkern zur Detektion von malignen Zellen im Pankreassekret

Die korrekte Bindung der Sonden und das Ausbleiben von Kreuzhybridisierungen konnte fir
alle Centromersonden (CEP) an Leukozyten-Kernen bestéatigt werden. Der durchschnittliche
prozentuale Anteil von Zellen mit diploiden Signalen fur alle CEP betrug bei den Leukozyten-

Praparationen 97,5 + 1,1%.

4.2.1 Zytogenetische Untersuchungen an Pankreaskarzinom-Zelllinien

Die Hybridisierung der Centromersonden auf die Pankreaskarzinom-Zelllinien zeigte
insgesamt ein heterogenes Bild von Kopiezahl-Veranderungen innerhalb der einzelnen und
zwischen den unterschiedlichen Zelllinien (Abbildung 8). Aus den Werten fir die Anteile an
diploiden Zellen wurden jeweils der Mittelwert und die Standardabweichungen (ohne

Leukozyten) bestimmt:

Tabelle 12. Ergebnisse der Hybridisierungen von Centromersonden auf 11 Pankreaskarzinom-
Zelllinien. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Anteile von
diploiden Zellen.

CEP4 CEP7 CEP8 CEP9 CEP12 CEP17 CEP18 CEP20

Mittelwert 46,6 7,3 21,9 47 21,8 36,7 52,4 15,3
SD 33,1 8,7 23,8 36,1 25,2 37,5 28,1 10,8

Fir die Untersuchung an klinischem Material wurden solche CEP ausgewahlt, die den
geringsten Anteil an diploiden Zellen ergab und deren Standardabweichung méglichst gering
war. Auf dieser Basis wurden CEP7 (MW: 7,3 £+ 8,7%), CEP20 (MW: 15,3 + 10,8%) und
CEP8 (MW: 21,9 + 23,8%) gewahlt. Anstelle von CEP12 (MW: 21,8 + 25,2%) wurde jedoch
CEP17 mit in die weiteren Untersuchungen einbezogen, da sich mit dem fur das
Pankreaskarzinom bereits beschriebenen, auf Chromosom 17 kodierten Onkogen Her2, ein

ideales Target fur FISH-Untersuchungen anbot.

4.2.2 Entwicklung von Locus-spezifischen Sonden

Die Funktionstichtigkeit der Locus-spezifischen Sonden wurde zunachst an Metaphase-
Praparationen getestet und Kreuz- bzw. Fehlhybridisierungen der einzelnen Sonden
ausgeschlossen (Abbildung 9). Die durchschnittliche Zahl von diploiden Signalen fir die

generierten Sonden betrug bei den Leukozyten-Praparationen 97 bis 98%.
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Abbildung 9. Hybridisierung von Centromersonden auf Zelllinien. Hier wurden Sonden
far die Chromosomen 8 (rot) und 12 (grin) auf die Zelllinie MiaPaCa-2 hybridisiert.

Abbildung 10. Test der Locus-spezifischen Sonden auf Leukozyten-Metaphase-Praparaten. Die
obere Reihe (Al1-D1) zeigt Hybridisierungen an Metaphasen, die untere Reihe (A2-D2) zeigt
Hybridisierungen an diploiden Interphase-Nuklei aus denselben Praparationen. A1+2: EGFR und
Cep7, B1+2: cMYC und Cep8, C1l+2: Her2 und Cepl7, D1+2: AIB1 und Cep20. (rot: Locus-
spezifische Sonden, grin: Centromersonden)
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4.2.3 Bestimmung der chromosomalen und genetischen Aneuploidie an Zelllinien

In allen Zelllinien war auch hier ein heterogenes Bild von Chromosomen und Locus-
spezifischen Kopiezahl-Veranderungen zu finden (Abbildung 10). Die Amplifikation der
Onkogene ist abhangig von dem Verhaltnis (Ratio) der Anzahl der Genkopien zu der Anzahl
der Kopien des korrespondierenden Chromosoms. Dabei wurden Ratios von gréRer als 1
und kleiner 2 als Zugewinn, Ratios von 2 als Amplifikation und von gréler als 2 als
hochgradige Amplifikation gewertet. Eine hochgradige Amplifikation von Onkogenen konnte
in der Regel nicht beobachtet werden. Eine Ausnahme stellt hierbei die Zelllinie Su.86.86
dar. Hier konnte eine Amplifikation des AIB71-Gens detektiert werde (43% der untersuchten
Zellen hatten eine Ratio zwischen 1 und 2, 23% eine Ratio von 2 und 25% eine Ratio grélker

zwei). Die Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13. Ergebnisse der Untersuchungen zur Amplifikation von Onkogenen an den untersuchten
Zelllinien.

Zelllinie EGFR cMYC Her2 AlIB1
SU.86.86 + n - ++ bis +++
MiaPaCa-2 + + + - (n bis +) n bis +
Capan-1 +-(n) + bis ++ + bis ++ + - (+ bis ++)
Capan-2 + bis ++ + + bis ++ + - (n bis +)
Panc-1 +-(+) +-(+) ++ +-(+)

--Verlust, - geringer Verlust, +- Gewinne und Verluste, + Zugewinn, ++ Amplifikation, +++ hochgradige
Amplifikation, n: normal, die Werte in Klammern geben bei Gewinnen und Verlusten das resultierende Ergebnis
an.

Abbildung 11. Hybridisierung der FISH-Sonden auf die Zelllinie MiaPaCa-2. Beispiele fir das
Auftreten von chromosomaler Aneuploide. A: EGFR mit Cep7, B: cMYC mit Cep8, C: Her2 mit
Cepl7, D: AIB1 mit Cep 20. (rot: Locus-spezifische Sonden, grin: Centromersonden)
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4.3 Ploidieanalysen an Interphasekernen aus Pankreassekreten
4.3.1 Aspirationszytologie

Im Zeitraum von Mai 2003 bis August 2006 wurden in der Abteilung fir Gastroenterologie
des Goéttinger Universitatsklinikums sowie der Endoskopischen Abteilung des Evangelischen
Krankenhauses Weende in Goéttingen endoskopische Proben gesammelt. Aus den beiden
Kliniken wurden in dem angegebenen Zeitraum 50 Pankreassekrete durch Aspiration
wahrend der ERCP gewonnen. Aus dem Sekret von 25 dieser 50 Patienten lieBen sich
Zellkerne isolieren (Kollektiv 1). Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung lag
zwischen 34 und 84 Jahren (Median 60,4). EIf der Patienten waren mannlich, 14 waren
weiblich. Vier Patienten hatten Karzinome (2 PDAC, 1 Klatskintumor, 1 Adenokarzinom des
Gallengangs). 21 Patienten hatten benigne Erkrankungen des Pankreas, der Gallenwege

oder der Leber.

Im Mittel wurden weniger diploide Zellen in den Proben von Patienten mit einer malignen
Erkrankung detektiert (im Mittel 63-67% diploide Zellen, Tabelle 14). Die hohe Standard-
abeichung in den Analysen innerhalb dieser Patientengruppe ist durch eine sehr heterogene
Verteilung von Ploidieveranderungen bedingt (Bereich 11-95% diploide Zellen). In der
Gruppe der gutartigen Erkrankungen (Chronische Pankreatitis, Gallenwegs- und Leber-
erkrankungen) wurden im Mittel zwischen 89 und 94% diploide Zellen gefunden
(Standardabweichung zwischen 2,4 und 5,7%). Amplifikationen von Onkogenen konnten
weitestgehend nicht gezeigt werden. Nur bei einem Patienten mit einem Adenokarzinom
(Fall 25) konnte eine hochgradige Amplifikation fir den MYC-Locus beobachtet werden (74%
der Zellen hatten eine Ratio groRer 2). In der Probe dieses Patienten wurde zusatzlich ein
leichter Zugewinn (ca. 20% der Zellen mit einer Ratio zwischen 1 und 2) fir den EGFR- und

den Her2-Locus detektiert.

Den besten Vorhersagewert fir das Vorliegen eines Karzinoms lieferte die Anzahl an Zellen
mit Trisomien fiir Chromosom 8 (chi? = 14,9; p<0,001, R?> = 69%) (Tabelle 15). Von den
untersuchten Fallen mit einem Karzinom hatten 100% einen Anteil von triploiden Zellen fur
Chromosom 8 (Bereich von 9-70%; Mittelwert 25,5 + 29,3%). In den Proben von Patienten
mit einer benignen Erkrankung fanden sich Trisomien fir Chromosom 8 in 18/20 (90%) der
untersuchten Falle, wobei hier der Bereich niedriger war (1-9%, Mittelwert 3,4 + 2,6% -
5,8 + 1,3%). Die Gesamtanzahl von nicht-diploiden Zellen fir Chromosom 8 lieferte ahnlich
hohe Werte (Chi® = 14,2; p<0,001, R? = 65,7%). Von den untersuchten Fallen mit einem
Karzinom hatten 100% einen Anteil von nicht-diploidien Zellen fur Chromosom 8 (Bereich
von 14-74%), im Gegensatz zu den benignen Erkrankungen mit Anteilen von nicht-diploiden

Zellen im Bereich von 2-17%. Der Einsatz von Locus-spezifischen Sonden ergab die beste
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Differenzierbarkeit zwischen malignen und benignen Erkrankungen unter Betrachtung des
Anteils an diploiden Zellen fiir EGFR (chi? = 13,1; p<0,001, R? = 59,4%) (Tabelle 16), gefolgt
von dem Anteil an Tetrasomien fiir EGFR (chi® = 12,4; p<0,001, R? = 56,4%).

Tabelle 14. Ergebnis der Ploidieanalysen an Aspirationszytologien des Pankreas. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen fur die prozentualen Anteile an, fur das jeweilige
Chromosom, ha- bis polyploiden Zellen, sowie die Anzahl (n) der Falle in denen Nuklei mit diesem
Ploidiestatus detektiert wurden.

Chromosom
7 o) 8 () 17 0] 20 o)
haploide Zellen (%)
Karzinome 3010 3/4 40+26 4/4 50+4,6 3/3 50+57 2/3
Chronische Pankreatitis 34+18 5/8 2115 7/8 34+24 717 24+20 8/8

Ga”enwegserkrankungen 2,0+£0,9 9/9 3,3+1,0 8/8 3421 717 3814 9/9

Lebererkrankungen 6,0+4,4 3/4 3,8+2,2 4/4 3,3+3,2 3/3 3,3+0,6 3/3

diploide Zellen (%)
Karzinome 63,5350 4/4 67,3£280 4/4 630%453 3/3 66,7+40,7 3/3

Chronische Pankreatitis 938+24 88 923+37 88 921%35 777  924+34 88
Gallenwegserkrankungen ~ 92.7%53 99  929+38 88 94131 77  936%34  9/9
Lebererkrankungen 90,3+57  4/4 893+49 44 903+47 3/3  90,0:46 33

triploide Zellen (%)
Karzinome 151+8,3  4/4 255+293 4/4 7,3+6,1 3/3 133+145  3/3

Chronische Pankreatitis 39+26 8/8 58+1,3 7/8 4,727 6/7 49+18 7/8
Ga”enwegserkrankungen 54+4,7 8/9 34126 7/8 35+1,9 4/7 4,031 6/9

Lebererkrankungen 45+21 4/4 55+2,6 4/4 3,7+3,8 3/3 43+25 3/3

tetraploide Zellen (%)

Karzinome 244+309 34  25+13 44 64,0 113 49,0 13
Chronische Pankreatitis 1,0 118 2417 58 1,0 1177 1,8%15  4/8
Gallenwegserkrankungen ~ 25%07  2/9  30%00  2/8 1507 277 0,0 0/9
Lebererkrankungen 3,0 14 1306 34 30:00 23  35:21 23

polyploide Zellen (%)

Karzinome 1,5+0,7 2/4 2,0+£0,0 2/4 10,0 1/3 1,0 1/3
Chronische Pankreatitis 00 0/8 0.0 0/8 2,0 17 1.0 18
Ga”enwegserkrankungen 0,0 0/9 1,0 1/8 0,0 o/7 0,0 0/9

Lebererkrankungen 0,0 0/4 1,0£0,0 2/4 8,0 1/3 0,0 0/3
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Abbildung 12. Reprasentative FISH-Experimente an isolierten Nuklei aus Pankreassekret

(Gegenfarbung: Dapi). A: Nukleus mit einer Trisomie fir Chromosom 7 (grin) und den EGFR-Locus
(rot). B: Kern mit einer Polysomie fur Chromosom 17 (grin) und den Her2-Locus (rot). C und D:
Nuklei von Patient 25 mit einer Trisomie fir Chromosom 8 (griin) und hochgradiger Amplifikation
des cMYC-Locus (rot).
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Tabelle 15. Ergebnisse der Anpassung eines logistischen Regressionsmodells an eine unabhangige
Variable zur Beschreibung der Diagnostizierbarkeit des Karzinoms (maligne vs. benigne) anhand
von prozentualen Ploidie-Veranderungen unterschiedlicher Chromosomen in Zellen, die durch
LAspiration“ gewonnen wurden. Angegeben ist das Ergebnis des Likelihood Ratio Tests (Chi2) sowie
das Signifikanzniveau, der prozentuale Anteil der erklarten Varianz (R2) und die Anzahl der

untersuchten Falle (N).

Sonde Prediktor Chi? R? N
Centromer, Chromosom 7 nicht-diploide Zellen (%) 11,9 54,2 25
haploide Zellen (%) n.s. - 25
triploide Zellen (%) 10,3** 46,8 25
tetraploide Zellen (%) n.s. - 25
polyploide Zellen (%) 8,4** 38,2 25
Centromer, Chromosom 8 nicht-diploide Zellen (%) 14,2*** 65,7 24
haploide Zellen (%) n.s. - 24
triploide Zellen (%) 14,9*** 69,0 24
tetraploide Zellen (%) n.s. - 24
polyploide Zellen (%) 5.1* 23,4 24
Centromer, Chromosom 17 nicht-diploide Zellen (%) 5,8* 33,6 21
haploide Zellen (%) n.s. - 21
triploide Zellen (%) n.s. - 21
tetraploide Zellen (%) 4.0* 23,1 21
polyploide Zellen (%) n.s. - 21
Centromer, Chromosom 20  nicht-diploide Zellen (%) 5.0* 28,6 22
haploide Zellen (%) n.s. - 22
triploide Zellen (%) 4,7 271 22
tetraploide Zellen (%) 3,9* 22,2 22
polyploide Zellen (%) n.s. - 22

" P> 0,05; * P< 0,05; ** P<0,01; *** P< 0,001
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Tabelle 16. Ergebnisse der Anpassung eines logistischen Regressionsmodells an eine unabhangige
Variable zur Beschreibung der Diagnostizierbarkeit des Karzinoms (maligne vs. benigne) anhand
von prozentualen Ploidie-Veranderungen unterschiedlicher Gen-Loci in Zellen, die durch
LAspiration“ gewonnen wurden. Angegeben ist das Ergebnis des Likelihood Ratio Tests (Chi2) sowie
das Signifikanzniveau, der prozentuale Anteil der erklarten Varianz (R2) und die Anzahl der
untersuchten Falle (N).

Sonde Prediktor Chi? R? N
EGFR-Locus, Chromosom 7  nicht-diploide Zellen (%) 13,1 59,4 25
haploide Zellen (%) n.s. - 25
triploide Zellen (%) 7,8%** 35,7 25
tetraploide Zellen (%) 12,4*** 56,4 25
polyploide Zellen (%) n.s. - 25
MYC-Locus, Chromosom 8  nicht-diploide Zellen (%) n.s. - 24
haploide Zellen (%) n.s. - 24
triploide Zellen (%) 4,1* 18,7 24
tetraploide Zellen (%) 8,8** 40,1 24
polyploide Zellen (%) 11,1%* 51,3 24
Her2-Locus, Chromosom 17  nicht-diploide Zellen (%) 4,8* 28,2 20
haploide Zellen (%) n.s. - 20
triploide Zellen (%) n.s. - 20
tetraploide Zellen (%) n.s. - 20
polyploide Zellen (%) 4,2* 24,9 20
AlB1-Locus, Chromosom 20  nicht-diploide Zellen (%) 4,0* 23,5 23
haploide Zellen (%) n.s. - 23
triploide Zellen (%) 4,4 24,5 23
tetraploide Zellen (%) n.s. - 23
polyploide Zellen (%) 4,1* 23,1 23

" P> 0,05; * P< 0,05; ** P<0,01; *** P< 0,001



Ergebnisse - 55

4.3.2 Burstenzytologie

In der Klinik fir Gastroenterologie des Oskar-Ziethen-Krankenhauses in Berlin wurden im
Zeitraum von Mai 2005 bis Juni 2006 wahrend der ERCP von 12 Patienten Proben mit einer
Biopsieburste gewonnen. Aus den Proben von 11 dieser 12 Patienten (ca. 92%) lie3en sich
Zellkerne isolieren (Kollektiv 2). Finf der Patienten hatten Karzinome (1 Neuroendokriner
Tumor des Pankreas, 3 Adenokarzinome des Pankreas, 1 Gallengangskarzinom), in den
anderen 6 Patienten, meistens mit chronischer Pankreatitis, konnte kein Hinweis auf
Malignitdt im Pankreas gefunden werden. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
Untersuchung lag zwischen 39 und 80 Jahren (Median 58,6). 8 der Patienten waren

mannlich, 3 waren weiblich.

Im Mittel wurden fir die Chromosomen 7, 8 und 20 weniger diploide Zellen in den Proben
der Patienten mit einer malignen Erkrankung (85,8 + 12,1%; 89,4 + 10,7%; 86,4 + 12,6%)
gegeniber den Patienten mit chronischer Pankreatitis gefunden (95,2 + 1,8%; 96,7 £ 1,2%;
96,5 £+ 1,4%) (Tabelle 17). Fir Chromosom 17 wurden in beiden Gruppen ahnlich hohe
Ergebnisse erzielt (87,2 £ 7,8% diploide Zellen in Zytologien von Patienten mit Karzinom vs.
84,7 + 4,8% bei chronischer Pankreatitis). Auch in diesem Kollektiv war in der Gruppe der
Patienten mit einem Karzinom eine sehr heterogene Verteilung von Ploidie-Veranderungen
detektierbar (Bereich 69-100% diploide Zellen vs. 86-99% diploide Zellen in Praparaten von

Patienten mit chronischer Pankreatitis).

Amplifikationen von Onkogenen konnten nur in der Ausnahme gefunden werden. Bei einem
Patienten mit einem Adenokarzinom (Fall B-14) konnte eine hochgradige Amplifikation fur
den MYC-Locus beobachtet werden (45% der Zellen hatten eine Ratio grofRer 2). In der
Probe dieses Patienten wurde ansonsten kein deutlicher Gewinn oder Verlust von

untersuchten chromosomalen Regionen nachgewiesen.

Den besten Vorhersagewert flur das Vorliegen eines Karzinoms lieferte die Anzahl von
diploiden Zellen fiir Chromosom 20 (chi® = 5,8; p<0,05, R? = 38%) (Tabelle 18). Von den
untersuchten Fallen mit einem Karzinom war in 100 % eine Abnahme des Anteils von fur
Chromosom 20 diploiden Zellen zu verzeichnen (Bereich von diploiden Zellen 69-97%;
Mittelwert 89,4 + 10,7%). In den Proben der Patienten mit chronischer Pankreatitis konnten
fur Chromosom 20 diploide Zellen im Bereich von 95-98% gefunden werden (Mittelwert 96,5
+ 1,4%). Der Einsatz von Locus-spezifischen Sonden ergab die beste Differenzierbarkeit
zwischen malignen und benignen Erkrankungen unter Betrachtung des Anteils an diploiden
Zellen fur Her2 (Chi2 = 6,2; p<0,05, R? = 40,8%) (Tabelle 19), gefolgt von dem Anteil an
Trisomien fiir AIB1 (chi? = 5,1; p<0,05, R? = 33,4%).
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Tabelle 17. Ergebnis der Ploidieanalysen an Birstenzytologien des Pankreas. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen fur die prozentualen Anteile an, fiur das jeweilige
Chromosom, ha- bis polyploiden Zellen, sowie die Anzahl (n) der Falle in denen Nuklei mit diesem
Ploidiestatus detektiert wurden.

Chromosom
7 ) 8 () 17 () 20 )
haploide Zellen (%)
Karzinome 42+6,1 5/5 53+21 4/5 77+38 5/5 29+1,2 5/5

Chronische Pankreatitis ~ 20+10 56 2011 66 47+46 6/6 28+08  6/6

diploide Zellen (%)
Karzinome 858+121 55 894+107 55 872+78 55 864+126 5/5

Chronische Pankreatitis 95218  6/6 96712 6/6 847+48 6/6 9514  6/6

triploide Zellen (%)
Karzinome 76%6,3 5/5 4738 35 80£87 35 83x73 4/5
Chronische Pankreatitis 3024 6/6 1,9£1,0 4/6 1,3£06  3/6 1,0£0,0 4/6

tetraploide Zellen (%)
Karzinome 5,5+ 4,0 2/5 6,0%57 2/5 0,0 0/5 9,0+4,2 2/5

Chronische Pankreatitis 1,0 1/6 1,0 175 0,0 0/6 0,0 0/6

polyploide Zellen (%)
Karzinome 1,0 1/5 6,0 1/5 2,0 1/5 3,0 1/5

Chronische Pankreatitis 0,0 0/6 0,0 0/6 0,0 0/6 0,0 0/6
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Tabelle 18. Ergebnisse der Anpassung eines logistischen Regressionsmodells an eine unabhangige
Variable zur Beschreibung der Diagnostizierbarkeit des Karzinoms (maligne vs. benigne) anhand
von prozentualen Ploidie-Veranderungen unterschiedlicher Chromosomen in Zellen, die durch
,Bursten“ gewonnen wurden. Angegeben ist das Ergebnis des Likelihood Ratio Tests (Chi2) sowie
das Signifikanzniveau, der prozentuale Anteil der erklarten Varianz (R2) und die Anzahl der

untersuchten Falle (N).

Sonde Prediktor Chi? R? N
Centromer, Chromosom 7 nicht-diploide Zellen (%) 4,0% 26,1 11
haploide Zellen (%) n.s. - 11
triploide Zellen (%) n.s. - 11
tetraploide Zellen (%) n.s. - 11
polyploide Zellen (%) n.s. - 11
Centromer, Chromosom 8 nicht-diploide Zellen (%) n.s. - 11
haploide Zellen (%) n.s. - 11
triploide Zellen (%) n.s. - 11
tetraploide Zellen (%) n.s. - 11
polyploide Zellen (%) n.s. - 11
Centromer, Chromosom 17  nicht-diploide Zellen (%) 4.4~ 291 11
haploide Zellen (%) n.s. - 11
triploide Zellen (%) n.s. - 11
tetraploide Zellen (%) zu wenig Befunde 11
polyploide Zellen (%) n.s. - 11
Centromer, Chromosom 20  nicht-diploide Zellen (%) 5,8* 38,0 11
haploide Zellen (%) n.s. - 11
triploide Zellen (%) 4,9* 31,0 11
tetraploide Zellen (%) n.s. - 11
polyploide Zellen (%) n.s. - 11

"* P> 0,05; * P<0,05; ** P<0,01; *** P< 0,001
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Tabelle 19. Ergebnisse der Anpassung eines logistischen Regressionsmodells an eine unabhangige
Variable zur Beschreibung der Diagnostizierbarkeit des Karzinoms (maligne vs. benigne) anhand
von prozentualen Ploidie-Veranderungen unterschiedlicher Gen-Loci in Zellen, die durch ,Bursten“
gewonnen wurden. Angegeben ist das Ergebnis des Likelihood Ratio Tests (Chi2) sowie das
Signifikanzniveau, der prozentuale Anteil

untersuchten Falle (N).

der erklarten Varianz (R2) und die Anzahl

Sonde Prediktor Chi? R? N
EGFR-Locus, Chromosom 7  nicht-diploide Zellen (%) n.s. - 11
haploide Zellen (%) n.s. - 11
triploide Zellen (%) n.s. - 11
tetraploide Zellen (%) n.s. - 11
polyploide Zellen (%) 4.4* 28,7 11
MYC-Locus, Chromosom 8  nicht-diploide Zellen (%) n.s. - 11
haploide Zellen (%) n.s. - 11
triploide Zellen (%) n.s. - 11
tetraploide Zellen (%) n.s. - 11
polyploide Zellen (%) n.s. - 11
Her2-Locus, Chromosom 17  nicht-diploide Zellen (%) 6,2* 40,8 11
haploide Zellen (%) 4,9* 32,4 11
triploide Zellen (%) n.s. - 11
tetraploide Zellen (%) n.s. - 11
polyploide Zellen (%) n.s. - 11
AIB1-Locus, Chromosom 20 nicht-diploide Zellen (%) 4,3* 28,6 11
haploide Zellen (%) n.s. - 11
triploide Zellen (%) 51 33,4 11
tetraploide Zellen (%) n.s. - 11
polyploide Zellen (%) n.s. - 11

" P> 0,05; * P< 0,05; ** P<0,01; *** P< 0,001



Ergebnisse - 59

4.3.3 Messung des DNA-Gehaltes mittels Image-Cytometrie

Zur Qualitatskontrolle fur die durchgefuhrten Ploidieanalysen wurde in einem Referenz-Labor
(Prof. Dr. med. G. Auer am Karolinska Institut, Stockholm, Schweden) Messungen mittels
Image-Cytometrie an ausgewahlten Fallen durchgeflihrt [Haroske et al., 1998]. Mit Hilfe einer
Feulgen-Farbung [Schulte u. Wittekind, 1989] wurde unter Einsatz von digitaler Bildanalyse
eine Messung des Gesamt-Chromatingehalts der Zellkerne durchgefuhrt und so der
Ploidiestatus der Proben ermittelt (Abbildung 12).
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Abbildung 13. Reprasentative Beispiele fir Histogramme der Ploidieanalysen mittels Image-
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Cytometrie. Die X-Achse zeigt das MaR der Ploidie (2c = diploid) und die Y-Achse den prozentualen
Anteil an Zellen. A: Diploider Fall (20). B: Aneuploider Fall (25). C: Aneuploide Pankreaskarzinom-
Zelllinie (Capanl).

Tabelle 20. Vergleich der Ergebnisse der Image-Cytometrie (IC) und gemittelten
mittleren Kopienzahl der Onkogen-Loci der untersuchten Falle.

Fall Typus MWL IC
Capant1 Karzinom ZL 4,12 4,6
18 benigne 2,01 2,0
20 benigne 2,00 2,0
25 maligne 3,85 3,2
B7 benigne 2,04 20
B8 maligne 2,23 3,8
B10 benigne 2,04 23
B11 maligne 2,01 20
B12 benigne 2,00 2,2

MWL: mittlere gemittelte Kopienzahl der Lous-spezifischen Sonden.

Die Ergebnisse der IC korrelieren mit den gemittelten Mittelwerten (MWL) der
Ploidieveranderungen der untersuchten Gen-Loci (FISH). Die Pearson Product Moment
Correlation ergab: N=9; R?*=0,62; p=0,011.
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5 Diskussion

Das Pankreaskarzinom gehoért mit ca. 6500 Neuerkrankungen pro Jahr zwar zu den
selteneren boésartigen Erkrankungen, ist jedoch durch die damit verbundene sehr schlechte
Prognose die vierthaufigste Todesursache durch Krebs in Deutschland [Robert-Koch-Insitut,
2008]. Die geringe Uberlebensrate des Pankreaskarzinoms ist hauptséchlich mit dem bereits
fortgeschrittenen Tumorstadium der meisten Patienten (ca. 85%) zum Zeitpunkt der
Diagnose verbunden [Goggins, 2007]. Daher ist die Verbesserung der Frihdiagnostik der
wesentliche Faktor, um die Mortalitdt des Pankreaskarzinoms zu senken. Dies wird jedoch
erheblich erschwert weil die Entwicklung des Pankreaskarzinoms zumeist bis zu einem
spaten Zeitpunkt nicht mit spezifischen Symptomen verbunden ist. Entsprechend kdénnen
diese Patienten nicht friihzeitig einer geeigneten Diagnostik und Therapie zugefihrt werden.
Die Folge daraus ist, dass 80% dieser Patienten keine kurative Therapie in Form einer
Tumorresektion erhalten kénnen [Rosty u. Goggins, 2002; Goggins, 2007]. Da bereits
Tumore mit weniger als einem Zentimeter Gro3e einen toédlichen Verlauf nehmen kénnen
[Ishikawa et al., 1999; Tsuchiya et al., 2001, Kimura, 2003], sollte die Frihdiagnostik im
Idealfall bereits in der Erkennung von nicht-invasiven pra-neoplastischen Lasionen ansetzen.
Der Nachweis von PanlIN-Lasionen mit Hilfe von konventionellen bildgebenden Verfahren
oder unter Verwendung molekularer Biomarker ist jedoch bisher nur unzureichend mdglich
[Takaori et al., 2004, Goggins, 2007]. Dabei liegt moglicherweise gerade im Nachweis von
hochgradigen pra-kanzerésen PanlIN-3-Lasionen das Potential, Patienten mit einer
chronischen Pankreatitis frihzeitig vor dem Auftreten eines Karzinoms einem chirurgischen
Eingriff zuzufuhren. PanIN-3-Lasionen werden in weniger als 5% der Resektate mit
chronischer Pankreatitis gefunden, diese Anzahl deckt sich Uberraschend gut mit der Anzahl
an Patienten, die auf der Basis einer chronischen Pankreatitis ein Karzinom entwickeln
[Lowenfels et al., 1993 u. 1997; Abraham et al., 2003; Andea et al., 2003].

5.1 Auftreten von molekular- und zytogenetischen Verdnderungen in pra-

neoplastischen Lasionen in Geweben mit chronischer Pankreatitis

In der vorliegenden Arbeit wurden pra-neoplastische Lasionen in resezierten Pankreata mit
chronischer Pankreatitis zytogenetisch auf Veranderungen des Ploidiestatus einzelner
ausgewahlter Chromosomen mit Hilfe der FISH-Technik analysiert. Diese Untersuchungen
erfolgten in Kooperation mit dem Institut fir Pathologie am Klinikum Kassel (Priv.-Doz. Dr.
med. Ernst Heinmdller und Dr. rer. nat. Meike Werther). Die dort erhaltenen
molekulargenetischen sowie immunhistochemischen Ergebnisse werden im Folgenden mit
den eigenen Daten diskutiert. Dabei soll unter anderem anhand der fir das

Pankreaskarzinom typischen genetischen Veranderungen gezeigt werden, ob
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genetische/zytogenetische Veranderungen in PanIN aus Geweben von chronischer
Pankreatitis mit solchen, wie sie in Geweben mit Pankreaskarzinomen gefunden werden,
identisch sind und somit als echte Vorlauferlasionen fir das PDAC in Geweben chronischer
Pankreatitis betrachtet werden kdnnen. Ziel der Untersuchungen war die molekular- und
zytogenetische Aufklarung des Auftretens und der zeitlichen Abfolge von genetischen
Aberrationen im Verlauf der neoplastischen Progression in der PanIN-Sequenz. In dieser
Arbeit wurden azinar-duktale Metaplasien (ADM), auch azindre Gangmetaplasien genannt, in
die Untersuchungen mit eingeschlossen, da zum gegenwartigen Zeitpunkt in der Literatur
Uber das pra-neoplastische Potential dieser Metaplasien diskutiert wird [Stanger et al., 2005,
Guerra et al. 2007, Esposito et al. 2007]. Dies sind kleine bis mittelweite, selten ektatische
Gangstrukturen mit einer flachen zytologisch unauffalligen Epithelauskleidung, welche in der
Regel von narbig umgebautem Pankreasgewebe ummauert werden. Hierbei handelt es sich
am ehesten um regenerative Proliferate neuer Drisen aus ehemaligen Azini auf dem Boden
einer narbigen chronischen Obstruktion der vorgeschalteten Gangstrukturen. Die
Ursprungszelle der duktalen Metaplasie ist noch nicht eindeutig identifiziert. Am
wahrscheinlichsten handelt es sich um Proliferate der so genannten zentroazinaren Zellen,
welche im Normalgewebe zwischen den Azinuszellen und den ersten duktalen Zellen
lokalisiert sind [Hezel et al., 2006; Heinmoller, 2006; Werther, 2007].

Aneuploidie in PanIN-Lasionen in Geweben mit chronischer Pankreatitis

Ein besonderes Merkmal der duktalen Pankreaskarzinome ist die ausgepragte
chromosomale Instabilitat, welche in Form von komplexen chromosomalen Abberationen,
dem Zugewinn oder Verlust von chromosomalen Bereichen oder ganzer Chromosomen
auftritt. Die Bedeutung dieser Veranderungen im Verlauf der Karzinogenese und speziell der
Zeitpunkt des Auftretens wurde bisher nicht exakt untersucht. Einen Einfluss auf die Bildung
einer chromosomalen Instabilitdt haben hauptsachlich Stérungen der Centrosomen und der
Telomere. Fur das Pankreaskarzinom ist beides bereits beschrieben worden [Sato et al.,
1999 u. 2001; van Heek et al., 2002; Zhu et al., 2005]. So konnte auch der Zusammenhang
zwischen abnehmender Telomerlange und der Akkumulation von chromosomalen Anomalien
gezeigt werden [Gisselson et al., 2000 u. 2001]. Untersuchungen der Telomerlangen von
pra-neoplastischen Lasionen im Pankreas zeigten bereits in 91% der frUhesten Lasionen
(PanIN-1A) kritisch verkiirzte Telomere. Normale Epithelzellen aus gesundem Gewebe
zeigten dagegen keine Telomerverkirzungen [van Heek et al., 2002]. Ob sich das Auftreten
von Aneuploidien zu einem vergleichbar friihen Zeitpunkt detektieren lasst, war Gegenstand
dieser Untersuchungen. Im Rahmen dieser Arbeit bot sich die Gelegenheit, zytogenetische
Veranderungen unter Einsatz der Interphase-FISH-Technik Uber das gesamte Spektrum von

PanIN-1- bis PanIN-3- sowie ADM-Lasionen in Geweben mit chronischer Pankreatitis zu
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untersuchen. Zur Analyse der Aneuploidie wurden Centromersonden fiir die Chromosomen
3, 7, 8 und 17 ausgewahlt. Diese Chromosomen sind im Pankreaskarzinom haufig im
aneuploiden Status detektiert worden [Solinas-Toldo et al., 1996; Ghadimi et al., 1999;
Mahlamaki et al, 2002; Harada et al., 2002 u. 2008].

In den analysierten PanIN- und ADM-Lé&sionen wurde flr alle untersuchten Chromosomen
ein gradueller Anstieg der Aneuploidierate korrespondierend zum PanlIN-Grad festgestellt.
Der prozentuale Anteil von Zellen mit nicht-diploiden Signalen in normalen Geweben ohne
histologische Veranderungen lag zwischen 4,5 und 5,2%. Die Zunahme von nicht-diploiden
Zellen korrelierte hoch signifikant mit dem Grad der histologischen Veranderung. In einer
Studie von Postier und Kollegen [2003] wird Uber chemisch induzierte Pankreatitis bzw.
Pankreaskarzinome in syrischen Hamstern berichtet. In den untersuchten pra-kanzerésen
Lasionen in Geweben mit chronischer Pankreatitis der Versuchstiere fanden sich atypische
duktale Zellen, die Aneuploidien im nahen diploiden Bereich aufwiesen. Polyploide Zellen
wurden in den als ,atypische Hyperplasien“ bezeichneten Lasionen nicht detektiert. Bisher
publizierte Daten Uber Aneuploidien in Gangen ohne histologische Veranderungen in
humanen Geweben mit chronischer Pankreatitis lagen zwischen 7% (Monosomien fur
Chomosom 18) und 39% (Zellen mit mehr als zwei Kopien von Chromosom 11) [Moskovitz
et al., 2003]. Die Ursache fir die unterschiedlichen Werte in dieser Studie zu den publizierten
Daten konnte im methodischen Ansatz begriindet sein. Wahrend in dieser Arbeit histologisch
gesicherte mikrodissezierte Lasionen aus Paraffin-eingebetteten Pankreata untersucht
worden sind, waren in der Studie von Moskovitz und Kollegen Zellen nach einer
Zellkulturpassage Gegenstand der Untersuchung. Aufierdem fanden unterschiedliche
chromosomale Sonden Anwendung. Eine weitere Studie zeigt die Untersuchung von PanIN-
1-Lasionen aus Paraffin-eingebetteten Resektaten mit chronischer Pankreatitis ohne
Karzinom [Soldini et al., 2003]. In dieser Studie wird Uber das Auftreten von Monosomien flr
die Chromosomen 6, 17 und 18 in jeweils 36%, 27% und 0% der untersuchten Falle
berichtet. Polysomien sind hingegen flir keines der untersuchten Chromosomen gefunden
worden. Das Vorliegen einer Monosomie war dabei als das Fehlen einer Chromosomen-
Kopie in mindestens 30%, das Vorliegen einer Polysomie mit mehr als zwei Chromosomen-
Kopien in mindestens 15% der untersuchten Zellen definiert. Nach dieser Definition zeigten
sechs der von Soldini et al. untersuchten Falle mit chronischer Pankreatitis keine
chromosomalen Anomalien. Ein wesentlicher Unterschied zu der in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Untersuchung lag auch hier im methodischen Ansatz: Zwar ist in beiden
Studien Paraffin-eingebettetes Gewebe untersucht worden, aber in der vorliegenden Arbeit
erfolgte die Isolation der Zellkerne aus 10 ym dicken Schnitten, wohingegen in der Studie

von Soldini und Kollegen die FISH-Analysen an 4 ym dicken Schnitten durchgefiihrt wurden.
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Eventuell kann eine zu geringe Schnittdicke der Praparate zu einem Anschneiden der
Zellkerne fihren und somit zu verfalschten Ergebnissen [Schlake et al., 2003]. Das in dieser
und der Arbeit von Soldini und Kollegen gemeinsam untersuchte Chromosom 17 ist in dieser
Arbeit in allen untersuchten Fallen (8/8) in den PanIN-1-Lasionen in 9,5 £ 1,6% der Zellen in
haploider Form detektiert worden. Dagegen berichten Soldini und Kollegen Uber das
Vorliegen von Monosomien in mehr als 30% der untersuchten Zellen in 3 von 11 der
analysierten Falle. Ein Vergleich der Ergebnisse ist somit nur schwer moglich.
Ubereinstimmend mit den hier aufgefiihrten Arbeiten ist das Fehlen von Polysomien. Ein
weiteres Ubereinstimmendes Ergebnis aus allen drei Untersuchungen ist, dass
Veranderungen in der Kopiezahl der Chromosomen bereits in normalem Epithel und in den
frihesten pra-neoplastischen Lasionen messbar sind. Dies kénnte darauf hindeuten, dass in
frihen Stadien der pra-neoplastischen Progression keine komplexen chromosomalen
Aberrationen auftreten und die Ursache flur die Kopiezahl-Veranderungen eher in einfachen
Mitosefehlern als im Vorliegen einer CIN ausldsenden Mutation begrindet sind. Diese
Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass die Frequenzen, mit denen Veranderungen
auftraten, flr alle Chromosomen in etwa gleich hoch waren. Der post-hoc Test zeigte
lediglich einen Trend flir das Vorliegen von im Durchschnitt haufigeren Monosomien als
Trisomien fur Chromosom 17. Im Gegensatz dazu sind im Durchschnitt héhere Anteile von
trisomen Zellen fir Chromosom 3 detektiert worden. Ob dies jedoch auf einer Selektion im
Sinne eines Vorteils fir die betroffene Zelle (z.B. durch den Verlust eines p53-Allels auf 17p
oder dem Zugewinn einer MUC4-Kopie auf 3q) begriindet ist, sollte Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein. Die zytogenetischen Untersuchungen in den duktalen Metaplasien
ergaben Frequenzen fir das Auftreten von Ploidie-Veranderungen die zwischen denen von
PanIN-1-und PanIN-2-Lasionen lagen. Damit ist die ADM-Lasion mit hoher Wahrschein-
lichkeit ebenfalls als Veranderung mit neoplastischem Potential einzustufen, méglicherweise
auch die diesbezuglich histomorphologisch erste erkennbare Veranderung im Gewebe. Die
in dieser Arbeit untersuchten PanIN-3- und ADM-La&sionen entstammten alle einem Resektat
(CP10), so dass die Veranderungen in diesen histologischen Stufen weitere Analysen an
einer ausgedehnten Fallzahl fur die Validierung der Ergebnisse bendtigen. Allerdings ist
festzuhalten, dass die in CP10 gefundenen Veranderungen in PanIN-1 und PanIN-2 mit

denen der anderen sieben in dieser Arbeit untersuchten Resektate Ubereinstimmend waren.

Molekulare Analysen von Pankreaskarzinom-Signatur-Genen

Gegenwartig ist Uber die Prasenz von Mutationen der Tumor-Suppressor-Gene p16, p53 und
DPC4 in Geweben mit chronischer Pankreatitis nur wenig bekannt, wobei insbesondere hier
die molekulare Untersuchung von PanINs fast vollstdndig fehlt [Heinmdller, 2006]. Eine

gleichzeitige molekulargenetische Untersuchung aller drei Pankreaskarzinom-Signatur-Gene
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in Geweben chronischer Pankreatitis lag bislang nicht vor. Im Rahmen des
Kooperationsprojektes mit dem Institut fur Pathologie am Klinikum Kassel wurden die ersten
Ergebnisse molekulargenetischer Studien von Laser-mikrodissezierten PanINs aus
Geweben chronischer Pankreatitis von 21 Patienten generiert. Hierbei sind sowohl LOH-
Analysen der Gene p53, p16 und DPC4 als auch partiell Sequenzanalysen der Gene p53
und p16 durchgefuhrt worden. Erganzt wurden diese Untersuchungen durch immun-
histochemische Expressionsanalysen der Proteine p16, p53 und DPC4. Hierbei sollte
untersucht werden, ob es bereits in Geweben mit chronischer Pankreatitis zu Mutationen

dieser Gene kommt.

Mutationen in allen drei TSG sind sowohl in PanINs als auch in ADM detektiert worden,
allerdings in geringer Anzahl. Eine Ausnahme hiervon bildeten PanIN-3-Lasionen. PanIN-1-
Lasionen zeigten zusammen mit ADM eine LOH-Rate zwischen 2,1% (p53-LOH) und 5,8%
(p76-LOH), wobei hier kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit einzelner
Genveranderungen zu erkennen war. Allerdings zeigt sich ein Trend fur ein haufigeres LOH-
Ereignis am p16-Genlokus. Analog zu Daten beim Pankreaskarzinom zeigen auch die in
dieser Arbeit présentierten Daten eine Steigerung der LOH-Ereignisse im Ubergang zu
PanIN-2 und auch zum Ubergang zum PanIN-3-Stadium. Hier findet sich eine signifikante
Anhaufung der LOH-Ereignisse aller drei untersuchten Genloci, so dass auch die PanINs in
chronischer Pankreatitis als echte Vorlauferlasionen des Pankreaskarzinoms angenommen
werden miussen. Dies gilt insbesondere fir die hoéhergradigen PanINs (PanIN-2 und
PanIN-3) [Heinmoller, 2006].

In den immunhistochemischen Expressionsanalysen in ADM- und PanIN-1-Lasionen war
kein Ausfall von p16, p53 oder DPC4 vorhanden. Auch in PanIN-2-Lasionen wurde kein
Ausfall des p53-Proteins und des DPC4-Proteins gemessen, allerdings hatte das p16-Protein
bereits in 20% der Gange eine reduzierte Expression, was auf eine Genalteration hindeutet.
Hervorzuheben ist, dass in ADM-Lasionen eine ahnlich hohe Anzahl von Veranderungen
aller drei TSG wie in PanINs gefunden wurde, so dass diese Ganglasionen fir das
molekulargenetische Progressionsmodell eine gleichartige Wertigkeit wie insbesondere

PanIN-1-Lasionen erhalten sollten [Heinmdller, 2006].

Die im Rahmen des Kooperationsprojektes gefundenen Mutationsraten der Gene p76 und
p53 in den Geweben chronischer Pankreatitis decken sich nur teilweise mit den bisher
publizierten Daten. Allerdings wurden in bisher durchgefuhrten Studien keine LOH-Analysen
durchgefuhrt und/oder PanlIN-Lasionen nur unzureichend klassifiziert, weshalb die Daten

dieser Arbeit mit andernorts erhobenen Daten nur eingeschrankt vergleichbar sind. Das p53-
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Gen wurde bisher in nur wenigen Studien untersucht. Mittels Immunhistochemie konnte kein
Genausfall von p53 bestatigt werden [Luttges et al., 2000]. Allerdings korreliert die
Immunhistochemie nur eingeschrankt mit dem Mutationsstatus, insbesondere in chronischer
Pankreatitis, wo z.B. eine positive P53-Protein-Immunhistochemie als Folge der Entzindung
haufig bei wild-typ p53 auftritt [Heinmdller, 2006]. Heterozygote Mutationen, die ein erhdhtes
Risiko fur den Ausfall des zweiten wild-typ-Allels darstellen, werden durch diese Technik
nicht erfasst. In einer Studie, bei der molekulare Untersuchungen zum Status des p53 Gens
bei chronischer Pankreatitis durchgefiihrt wurden, konnten p53-Mutationen bei 10% der
Patienten gefunden werden [Gansauge et al., 1998]. Allerdings ist in dieser Studie keine
Mikrodissektion der entsprechenden Ganglasionen durchgefuhrt worden und es wurde keine
histomorphologische Einstufung vorgenommen, so dass diese Daten nur sehr unvollstandig
und wenig hilfreich fur eine genaue Zuordnung von Morphologie und molekularer Diagnostik
sind. Das p16-Gen ist bisher nur in wenigen Serien von Fallen mit chronischer Pankreatitis
untersucht worden. Immunhistochemische Analysen fanden einen Expressionsverlust in 40%
der untersuchten PanIN-1A [Gerdes et al., 2001]. Sequenzé&nderungen der DNA wurden
nicht gefunden. Leider wurde in dieser Studie keine LOH-Diagnostik durchgeflihrt, so ist
letztendlich der genaue molekulare Inaktivierungsmechanismus des p76-Gens unerforscht
geblieben. In einer Studie mit Geweben von 122 Patienten mit chronischer Pankreatitis
fanden Rosty und Kollegen [2003] einen graduellen Anstieg des p16-Expressionsverlustes
mit steigendem Grad der PanIN-Lasionen (0%, 11%, 16%, und 40% fir PanIN-1A, -1B, -2,
und -3), wobei diese Daten den in vorliegender Arbeit gefundenen Daten am nachsten
kommen. Fir das DPC4-Gen liegen gegenwartig nur vereinzelte Berichte zu
Untersuchungen in Geweben chronischer Pankreatitis vor, diese basieren samtlich auf
immunhistochemischen Untersuchungen auf der Grundlage der Arbeiten von Wilentz et al.
[2000b], worin gezeigt wird, wie ein Verlust der DPC4-Farbung in der Immunhistochemie
eine Inaktivierung des Gens auf molekularer Ebene verlasslich widerspiegelt. Allerdings gibt
die immunhistochemische Expressionsanalyse analog zu der Untersuchung des p53-
Proteins keine Auskunft Gber eine moglicherweise bereits vorliegende heterozygote Mutation
in PanIN-1 oder PanIN-2. Tang und Kollegen [2002] fanden keine DPC4-Inaktivierung in 6
Geweben. McCarthy und Kollegen [2001] fanden in 2 Patienten mit chronischer Pankreatitis
PanIN-3-Lasionen, in denen bei einem Patienten ein Expressionsverlust des DPC4-Proteins
messbar war. PanIN-1- und PanlIN-2-Lasionen zeigten keinen Expressionsverlust. Kein
Verlust der DPC4-Proteinexpression konnte in der oben erwahnten Studie von Rosty et al.
[2003] in Lasionen PanIN-1A bis PanIN-3 detektiert werden. Unterschiedliche methodische
Ansatze sind mdglicherweise auch fur die diskrepanten Ergebnisse verantwortlich.
Insbesondere die immunhistochemische Beurteilung der Expression des p16-Proteins ist

problematisch [Heinmoéller, 2006]. In PanIN-1-Lasionen findet sich gewdhnlich eine nur
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geringe Expression des p16-Proteins (etwa 1% der Epithelien) zusammen mit einer haufig
geringen Zahl von Epithelien. In der Regel handelt es sich um kleine Ganglasionen.
Hierdurch besteht die Gefahr, dass es zur falsch positiven Diagnose eines Verlusts der p16-
Proteinexpression kommt. Welche der bisher publizierten Daten am ehesten der in vivo
Situation bei chronischer Pankreatitis entsprechen, muss durch weitere Studien geklart
werden, hier insbesondere unter Berlcksichtigung einer Sequenzanalyse einzelner Gene,
welche eine Erfassung heterozygoter Genausfalle gestattet. Generell 1asst sich festhalten,
dass sich ahnlich wie in duktalen Pankreaskarzinomen assoziierten PanINs auch in
chronischer Pankreatitis ein LOH einzelner Gene vor dem immunhistochemisch detektierten
Ausfall des jeweiligen Proteins findet [Littges et al., 2001]. Die molekulargenetischen
Untersuchungen der PanINs des Studienpatienten CP10 belegten die Prasenz heterozygoter
als auch homozygoter Mutationen sowohl im p76-Gen als auch im p53-Gen. Heterozygote
Mutationen im p716-Gen fanden sich nur in einer PanIN (PanIN-2), allerdings fand sich die
doppelte Anzahl von in der Sequenzanalyse detektierten Mutationen im Vergleich zu LOH in
ADM, PanIN-1A und PanIN-1B. Mutationen in heterozygoter Form fanden sich sowohl im
p53-Gen bereits in den frihesten PanIN-Lasionen als auch in ADM, wohingegen in
héhergradigen PanIN die Mutationen zumeist in homozygoter Form vorlagen, begleitet von
LOH und Proteinexpressionsverlust in der immunhistochemischen Untersuchung sowie einer
Akkumulation von multiplen Mutationen in PanIN-2- und PanIN-3-Lasionen. Dies deutet auf
eine klonale Expansion dieser Mutationen im Gangsystem des Pankreasgewebes hin. Auch
in den vorliegenden Untersuchungen am Gewebe des Studienpatienten CP10 fand sich
analog zu den Daten von Littges und Kollegen [2001] LOH-Ereignisse im p76-Gen und im
p53-Gen bereits vor der immunhistochemisch detektierten vollstandigen Geninaktivierung,
welche im p76-Gen im Stadium PanIN-2 und im p53-Gen im Stadium PanIN-3 erfolgte.
Wahrend die heterozygoten Mutationen im p53-Gen in ADM- und PanIN-1A-Lasionen ohne
Nachweis eines LOH in diesen Lasionen klar fir die Hypothese spricht, dass es zuerst zu
einer Basenmutation in einem Allel kommt, gefolgt von einer Geninaktivierung durch LOH
des zweiten Allels, ist die Situation am p76-Genlokus weniger klar. Hier sind sowohl
homozygote Genmutationen als auch LOHSs in PanIN-1A, PanIN-1B und ADM nachweisbar,
wobei die Sequenzénderungen in der Uberzahl sind. Dies liegt méglicherweise an der
Sensitivitdt der einzelnen Analysetechniken. Wahrend fir die Detektion eines LOH
mindestens 50% der untersuchten Zellpopulation einen Allelverlust aufweisen muissen, sind
in der Sequenzanalyse bereits Mutationen in 10% der Zellpopulation detektierbar, wobei
heterozygote und homozygote Mutationen dokumentiert werden konnen. Allerdings detektiert
die Sequenzanalyse nicht den LOH eines der beiden Allele im Falle einer fehlenden
Genmutation auf beiden Allelen. Somit Uberschneiden sich beide Analysetechniken,

erganzen einander jedoch nicht vollstandig. Es ist nicht ausgeschlossen dass im Falle der
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detektierten heterozygoten Mutationen im p53-Gen bereits in einem Teil der Zellen ein LOH
vorgelegen hat, welches durch die Mikrosatellitenanalyse jedoch nicht bestatigt wird. Dass
heterogene Zellpopulationen in einzelnen PanINs vorliegen zeigt die immunhistochemische
Expressionsanalyse der Gene p53 und p76 in dieser Arbeit. Allerdings hatte man in den
PanIN-1A, PanIN-1B und ADM einen Proteinausfall in zumindest einem Teil der
Gangepithelien detektieren mussen bei biallelischer Inaktivierung der Gene, dies war aber
nicht der Fall [Heinmdller, 2006].

Bedeutung der chronischen Pankreatitis fiir die Karzinogenese

Die Beantwortung der Frage nach den molekularen Ereignissen im Verlauf der
Karzinogenese des duktalen Pankreaskarzinoms ist von fundamentaler Bedeutung fir das
Verstandnis der Biologie dieses aggressiven Tumors sowie fir die generellen Mechanismen
der Karzinogenese. Ferner sind diese Erkenntnisse hilfreich fir die Entwicklung von
Friherkennungsstrategien. Die Assoziation zwischen dem langjahrigen Bestehen einer
chronischen Pankreatitis und der Entstehung eines Pankreaskarzinoms wird seit Uber 50
Jahren diskutiert [Comfort und Steinberg, 1954]. In der nachfolgenden Zeit haben grof3e
epidemiologische Studien das Bestehen einer chronischen Pankreatitis als signifikanten
Risikofaktor fir die Entstehung eines Pankreaskarzinoms belegt, wobei das Risiko nach 10
Jahren etwa 1,8% betragt und sich nach 20 Jahren auf etwa 4% steigert, unabhangig vom
jeweiligen Typ der chronischen Pankreatitis [Lowenfels et al., 1993 u. 1997]. Auch wenn
PanINs am haufigsten in Geweben mit duktalem Pankreaskarzinom vorkommen, werden
PanINs auch in Geweben ohne Pankreaskarzinom gefunden, einschlieRlich akuter und
chronischer Pankreatitis. PanIN-1- und ADM-Lasionen reprasentieren das Uberwiegende
Spektrum der Ganglasionen in chronischer Pankreatitis. PanIN-2-Lasionen und PanIN-3-
Lasionen sind weitaus seltener im Vergleich zu Geweben mit bereits manifestem duktalem
Pankreaskarzinom und sind in dieser Arbeit in sehr dhnlicher Anzahl im Vergleich zu bisher
publizierten Daten zu finden [Abraham et al., 2003; Andea et al, 2003]. Die Haufigkeit der
PanIN-3-Lasionen von unter 5% in Geweben mit chronischer Pankreatitis deckt sich mit dem
Progressionsrisiko flr ein Karzinom auf dem Boden einer chronischen Pankreatitis und
spiegelt mdglicherweise den Schweregrad bzw. die Dauer des Vorliegens der chronischen
Entzindung wieder [Andea et al., 2003]. Dass Patienten mit chronischer Pankreatitis und
nachgewiesenen PanIN-3-Lasionen ein stark erhdhtes Risiko einer Progression zu einem
invasiven Karzinom besitzen ist bisher mehrfach an Hand von Fallberichten dokumentiert
worden [Takaori et al., 1998 u. 2003; Brat et al., 1998; Brockie et al., 1998]. Als
hypothetischer pathogener Mechanismus, der Uber ein langjahriges Bestehen der
chronischen Pankreatitis zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms fuhrt, wird eine

chronische zelluldre Dysfunktion, Entziindung und ein gesteigerter Zellumsatz bei erhdhter
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Proliferationsrate diskutiert [Bardeesy und DePinho 2002]. Méglicherweise liegt hier der
Schlissel zum Verstandnis der Karzinogenese. Ein erhdhter Zellumsatz kann mit einem
beschleunigten Alterungsprozess des betroffenen Gewebes gleichgesetzt werden. Die Daten
Uber Telomerverkirzungen in Pankreata mit chronischer Pankreatitis und in normalen
Pankreata zeigen dies [van Heek et al., 2002; Ishii et al., 2006]. Die Verkurzung der
Telomere in frihen Stufen der pra-neoplastischen Veranderungen konnte einen
wesentlichen Beitrag in der Destabilisierung des Genoms leisten. So existieren Beweise
dafir, dass Anaphase-Bricken-Bildungen und -Briche haufiger in Tumoren mit
unspezifischen chromosomalen Abberationen und einer ausgepragten intratumoralen
Heterogenitat zu finden sind. Dies lasst vermuten, dass die Kombination von mitotisch
instabilen Chromosomen und einer erhéhten Toleranz gegenlber chromosomalen Schaden
zu einer fortschreitenden genomischen Umstrukturierung in vielen Karzinomen fuhrt und
damit ein flexibles genetisches System fur die klonale Evolution und Progression darstellt
[Gisselsson et al., 2000]. Duesberg [2005] stellte die Hypothese auf, dass die Karzinogenese
durch sporadisch auftretende Aneuploidien ausgelést wird. In der Folge wirde, durch eine
unbalancierte Expression einer Vielzahl von Proteinen, die in die Teilung, Synthese und
Reparatur von Chromosomen involviert sind, eine Destabilisierung der Zahl und Struktur von
Chromosomen erfolgen. Dies wirde eine Art Kettenreaktion von chromosomalen Variationen
auslosen, welche im klassischen darwinistischen Sinn zur Selektion einer neuen
LZellspezies“ mit neoplastischem Pheno- und Karyotyp flihren wirde. Es zeigte sich
aullerdem, dass das Auftreten von PanIN in Geweben mit chronischer Pankreatitis
signifikant abhangig vom Alter ist (57 + 14 Jahre mit PanIN vs. 51 £ 15 Jahre ohne PanIN)
[Rosty et al., 2003]. Eine Analyse von Fibroblasten aus unterschiedlichen Altersgruppen
ergab Expressionsunterschiede in Genen die den Zellzyklus und die Proliferation
kontrollieren. Dabei zeigte sich ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten altersbedingter
Aneuploidien und dem Expressionsniveau von Genen die in Centromer- und
Kinetochorfunktion sowie Aufbau der Mikrotubuli und des Spindelapparates involviert sind
[Geigl et al., 2004]. So haben beispielsweise die Uberwiegende Mehrzahl von pra-
kanzerésen Lasionen von Prostata-, Uterus- und Brustkarzinomen Centrosomendefekte. In
den hochgradigen Lasionen treten Centrosomendefekte, Fehler im Spindelapparat und
chromosomale Instabilitat zusammen auf [Pihan et al., 2003]. Da die Mehrzahl dieser pra-
invasiven Lasionen keine p53-Mutationen tragen, scheint die Entwicklung von
Centrosomendefekten nicht vom Verlust der p53-Funktion abhangig zu sein. Dies zeigt, dass
Centrosomenanomalien zusammen mit chromosomaler Instabilitdt und zytologischen
Veranderungen in den frihesten identifizierten Stufen der Krebsentwicklung auftreten.

Zusammen mit fortschreitenden strukturellen chromosomalen Veranderungen koénnte dies
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den Zugewinn von Allelen mit (proto-) Onkogenen und den Verlust von Allelen mit wild-typ

TSG verursachen und damit die Karzinogenese beschleunigen [Pihan et al., 2003].

Wie lassen sich die hier gefundenen Veranderungen in den pra-neoplastischen Lasionen bei
chronischer Pankreatitis nun in ihrer biologischen Konsequenz einordnen? Aneuploidien und
Mutationen in TSG finden sich bereits in den fruhesten histomorphologisch fassbaren
Ganglasionen. Auf der Basis der hier dargestellten Ergebnisse kann spekuliert werden, dass
im Verlauf der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms Mutationen und Aneuploidien zu
einem frihen Zeitpunkt, ausgeldst durch exogene Noxen, sporadisch und fast zeitgleich
auftreten. Moglicherweise koénnte eine milde Aneuploidie von nur wenigen Chromosomen,
die durch die Teilung einer zuvor diploiden Zelle entstanden ist, von einer Mutation in einem
TSG begleitet werden. Vorausgesetzt, dass weder die Aneuploidie noch die Mutation lethal
fur die Zelle sind und keine Apoptose induziert wird, wirde sich daraus eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit flr die klonale Expansion dieser Zelle ergeben [Michor et a., 2004].
Vermutlich wird der Prozess der Karzinogenese jedoch durch ein komplexeres Muster von
Ereignissen ausgeldst und ist nicht auf die einfache Frage reduzierbar, ob zuerst eine
Mutation oder eine Aneuploidie auftritt. In dieser Arbeit fanden sich haufiger Monosomien als
Trisomien fir Chromosom 17 in PanIN-1- und PanIN-2-Lasionen. In Kombination mit einer
Mutation von p53 im verbliebenen haploiden Chromosom kénnte dies zu einer vollstandigen
Inaktivierung fuhren. Zellen mit einer Monosomie 17 wirden demnach einen deutlichen
evolutionaren Vorteil besitzen. Im direkten Vergleich der FISH-Daten zeigte sich ein
haufigeres Vorliegen einer Monosomie fir Chromosom 17, als die in der LOH-Analyse
gefundenen p53-Allelverluste. Wahrend flr die Detektion eines LOH mittels Mikrosatelliten-
PCR mindestens 50% der untersuchten Zellen einen Allelverlust aufweisen miissen, kann
die FISH-Technik einen chromosomalen Verlust in einer einzelnen Zelle nachweisen. Dies
bedeutet, dass die Monosomien von Chromosom 17, welche in PanIN-1- und PanIN-2-
Lasionen nach FISH-Analyse bei ca. 10% lagen, den Verlust eines Chromosoms in jeder
zehnten untersuchten Zelle widerspiegeln. Im Gegensatz zeigte die LOH-Analyse einen
Allelverlust von p53 in nur 2% (PanIN-1) bzw. 12% (PanIN-2) der untersuchten Lasionen.
Haufig erfolgt die Inaktivierung von p53 erst kurz vor der Transition vom prainvasiven zum
invasiven Tumorwachstum [Heinmoller, 2006]. Erst zum Zeitpunkt der fortgeschrittenen
Erosion der Telomere nach multiplen Zellteilungen, welche ein potentes Signal zur Initiierung
des pb53-modulierten Zellteilungsstops aussenden, wird eine Inaktivierung des p53-Gens
oder assoziierter Gene im p53-Signaltransduktionsweg zur weiteren klonalen Expansion der
Zellen unerlasslich. Somit ware die alleinige Existenz von heterozygoten p53-Mutationen in
normalen Geweben im Sinne eines Mutation Load fir die einzelne Zelle nicht von groRem

Risiko fir eine neoplastische Transformation. Dieses Szenario wirde sich allerdings in dem
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Moment andern, wenn z.B. weitere Mutationen in dieser Zelle auftreten oder es zu einer
Aneuploidie in der bis dahin normalen Zelle kommt [Heinmoller, 2006]. Alterationen im p16-
Gen und im p53-Gen lassen sich bereits in den ersten histomorphologisch fassbaren
Gangveranderungen nachweisen, wobei dem p716-Gen eine treibende Kraft im weiteren
Prozess der Karzinogenenese zugeschrieben werden kann. P53-Mutationen werden erst zu
einem spateren Zeitpunkt flr die Expansion einzelner Zellklone relevant, worauf die erst
spatere biallelische Inaktivierung schlieBen lasst. Eine ahnliche Funktion erscheint dem
DPC4-Gen zuzukommen, die Inaktivierung erfolgt hier erst spat im Karzinogeneseprozess im

Stadium eines Carzinoma in situ (PanIN-3).

Es ist festzuhalten, dass die molekulargenetischen Analysen Belege daflir gaben, dass die
PanIN-Lasionen aus Geweben mit chronischer Pankreatitis denen aus Geweben mit einem
Karzinom gleichzusetzen sind. Veranderungen des Ploidiestatus einzelner Chromosomen
konnten bereits in den frihesten histologisch veranderten Gangen in Pankreasgeweben
detektiert werden. Hervorzuheben ist, dass in ADM-Lasionen eine ahnlich hohe Anzahl von
molekular- und zytogenetischen Veranderungen im Vergleich zu PanINs (1B bis 2) gefunden
wurde, so dass diese Ganglasionen flir das molekulargenetische Progressionsmodell als
mdglicherweise friheste erfassbare histomorphologische Veranderung mit neoplastischem
Potential eine Beachtung erhalten sollten [Heinmdller, 2006]. Zusammengefasst kann in der
vorliegenden Arbeit gefolgert werden, dass sich Veranderungen in der Anzahl der Kopien
einzelner Chromosomen, sowie Basenmutationen in den friihesten Ganglasionen finden und
moglicherweise klonal expandiert werden, zusammen oder haufiger gefolgt von LOH mit
nachfolgender Geninaktivierung. Die diffuse und variable Verteilung der Genmutationen vor
allem im p76-Gen in dieser Arbeit und in den Arbeiten anderer Autoren [Moskaluk et al.,
1997] lasst einen mutagenen Feldeffekt vermuten, in welchem endogene (z.B.
Pankreasenzyme, oxidativer Stress) und/oder exogene (z.B. Nikotin, Alkohol) Noxen auf
verschiedene Gange wahrend einer langen Zeit einwirken [Heinmoller, 2006]. Eine weitere
Unterstltzung dieser Hypothese erfolgt aus dem Spektrum der in dieser Arbeit und in
anderen Arbeiten gezeigten Mutationen im Pankreasgewebe, insbesondere G>A
Transitionen. Diese Mutationen treten besonders haufig unter dem Einfluss von
Nitrosaminen oder alkylierenden Agentien auf. Personen mit Defekten in der Reparatur von
DNA-Alkylierungsprodukten besitzen ein erhdhtes Risiko fir die Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms [Li, 2001; Li et al., 2002].

Die erhaltenen Daten liefern Anhaltspunkte, dass die in Geweben mit chronischer
Pankreatitis auftretenden pra-neoplastischen Lasionen eine Progression durchmachen, in

der sich sporadische Defekte wie Basenmutationen und Mitosefehler (Aneuploidien)
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akkumulieren. Besonders das gehaufte Auftreten dieser Aberrationen in PanIN-2- und
PanIN-3-Lasionen gibt Grund zu der Annahme, dass Patienten mit einer hochgradigen
Veranderung ein hohes Risiko tragen ein Karzinom zu entwickeln. Ausgehend von diesen
Daten ware es von grolem Wert, einen verlasslichen, einfachen und mdglichst nicht
invasiven Screening-Test zur Uberwachung dieser Patientenpopulation zu besitzen. Dies ist
bisher nicht der Fall [Goggins, 2007].

5.2 Entwicklung von Biomarkern zur Detektion von malignen Zellen im Pankreassekret
Auf Basis der im ersten Teil erhaltenen zytogenetischen Daten sollte ein Set von FISH-
Sonden hergestellt und fur den diagnostischen Einsatz etabliert werden. Das Ziel war die
Erzeugung eines Sets von FISH-basierten Biomarkern fur den Einsatz an endoskopisch
gewonnenen zytologischen Praparaten aus dem Pankreas. Hierbei sollte die Zuverlassigkeit
der selbst generierten Sonden und lhre Verwendbarkeit im klinischen Umfeld fir die
Frihdiagnostik des Pankreaskarzinoms bzw. die Risikoabschatzung von Patienten mit

chronischer Pankreatitis Uberpruft werden

In einem ersten Schritt wurden Sonden aus a-Satelliten-DNA spezifisch flr die Centromer-
Regionen der Chromosomen 4, 7, 8, 9, 12, 17, 18 und 20 erzeugt. Diese Chromosomen
waren in GCH-Analysen an Pankreaskarzinomen am haufigsten von Aberrationen betroffen.
Die Funktionstlchtigkeit der selbst generierten Sonden wurde zunachst an Leukozyten-
Metaphase-Praparationen getestet. Fir alle Sonden konnte die korrekte Lokalisation sowie
das Ausbleiben von Kreuzhybridisierungen gezeigt werden. Der prozentuale Anteil von
Zellen mit einem diploiden Muster lag bei durchschnittlich 97,5 + 1,1%. Die zuverlassige

Bindung der Sonden konnte damit bestatigt werden.

Unter Einsatz der Centromersonden konnten in den neun untersuchten Pankreaskarzinom-
Zelllinien Ploidieveranderungen nachgewiesen werde. Die dabei aufgetretenen hohen
Standardabweichungen zeigten fir alle Zelllinien neben einer heterogenen Verteilung der
Kopiezahlen der untersuchten Chromosomen eine ausgepragte Aneuploidie. Diese
Beobachtung deckte sich mit CGH und FISH Untersuchungen an Pankreaskarzinom-
Zelllinien [Verdoodt et al., 1997; Ghadimi et al., 1999; Sato et al., 2001; Mahlamaki et al.,
2004; Gysin et al., 2005]. Geringflgige Abweichungen zu den publizierten Daten in einzelnen
Zelllinien waren vermutlich durch die Zahl der Zellkulturpassagen der chromosomal

instabilen Zelllinien bedingt.
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Entwicklung von Locus-spezifischen Sonden

Im nachsten Schritt wurden Sonden aus BAC- bzw. PAC-DNA spezifisch flr die Loci der
Gene EGFR (7p12), cMYC (8q924.3), Her2 (17921.1) und AIB1 (20912) erzeugt. Die
Funktionstuchtigkeit der selbst generierten Sonden wurde an Leukozyten-Metaphase-
Praparationen getestet. Fur alle Sonden konnte die korrekte Lokalisation sowie das
Ausbleiben von Kreuzhybridisierungen gezeigt werden. Der prozentuale Anteil von Zellen mit
einem diploiden Muster lag zwischen 97 und 98%. Die zuverldssige Bindung der Sonden
konnte damit bestatigt werden.

Der Einsatz von Locus-spezifischen Sonden zeigte in den funf untersuchten Zelllinien
SU.86.86, MiaPaCa-2, Capan-1, Capan-2, und Panc1 Zugewinne an Gen-Kopien, die in der
Mehrzahl durch einen Zugewinn des vollstdndigen Chromosoms und nicht durch die
Amplifikation der Loci bedingt war. Die Steigerung der Kopiezahlen von cMYC in der Zelllinie
Capan-1 und von Her2 in den Zelllinien Capan-1 und Capan-2 war Ubereinstimmend mit
bereits publizierten Daten [Mahlamaki et al., 2004]. Die in dieser Arbeit gefundene
Amplifikation von AIB1 in der Zelllinie SU.86.86 wurde in der Untersuchung von Mahlamaki
und Kollegen [2004] nicht gefunden. Die bisher publizierten Daten Gber Amplifikationen von
AIB1 sind sehr unterschiedlich und widersprechen sich teilweise. So hat Ghadimi et al.,
[1999] Uber eine hochgradige Amplifikation dieses Gens in einer Vielzahl der Zelllinien
berichtet, welche von Mahlamaki und Kollegen [2004] und den Ergebnissen dieser Arbeit
nicht bestatigt wurden. Die Daten der vorliegenden Arbeit sind mit den publizierten Daten

von Mahlamaki et al., [2004] gréftenteils Ubereinstimmend.

5.3 Ploidieveranderungen in Zellen aus Pankreassekreten
In der Fortfihrung wurden die hergestellten FISH-Sonden auf ihre Tauglichkeit in der

Friherkennung des Pankreaskarzinoms im klinischen Kontext tberpruft.

Zur Untersuchung standen Proben aus zwei Patienten-Kollektiven zu Verfligung, welche
durch Aspiration (Kollektiv 1) und unter Einsatz einer Zytologieburste (Kollektiv 2) wahrend
der ERCP gewonnen wurden. Es sollte untersucht werden welchen Einfluss methodische

Unterschiede in der Probengewinnung auf die FISH-Analyse haben.

Tauglichkeit der Sonden fiir die Diagnose einer Malignen Veranderung
Die Differenzierbarkeit zwischen malignen und benignen Erkrankungen wurde flr beide

Kollektive unter der Verwendung zweier unterschiedlicher Auswertungsmethoden untersucht:

1) die Kopiezahl-Veranderungen der Chromosomen 7, 8, 17 und 20 sowie
2) die Kopiezahl-Veranderungen der Loci der Onkogene EGFR, cMYC, Her2 und AIB1.
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Kollektiv 1

Die Analyse der Kopiezahl-Veranderungen der Chromosomen durch die Hybridsierung von
Centromersonden ergab im Mittel niedrigere Anteile von diploiden Zellen in den Proben der
Patienten mit einem Karzinom. Dabei zeigte sich jedoch ein breites Spektrum der Kopiezahl-
Veranderungen (Bereich 11-95% diploide Signale). In den Proben der Patienten ohne
nachgewiesenes Karzinom fanden sich im Mittel 89-94% diploide Zellen (Bereich 81-99%).
Die relativ hohe Zahl von Zellen mit Ploidie-Veranderungen in der Patientengruppe mit
benignen Erkrankungen kénnte auf das Vorliegen von pra-neoplastischen Lasionen

hinweisen.

Am besten geeignet fur die Diagnose eines Karzinoms war der Anteil von fur das
Chromosom 8 triploiden Zellen. In der Gruppe der Patienten mit einem Karzinom wurden
zwischen 9 und 70% der Zellen mit drei Kopien von Chromosom 8 gefunden (Mittelwert 25,5
1+ 29,3%). Von den Faéllen ohne Karzinom hatte nur einer der Patienten (4,1%) in 9% der
Zellen eine Trisomie 8. Dagegen wurden in der Gruppe der malignen Erkrankungen in allen
Patienten mindestens 9% der Zellen mit einer Trisomie 8 detektiert.

Der prozentuale Anteil von Zellen mit zwei Signalen fir Chromosom 8 war negativ mit dem
Vorliegen einer malignen Erkrankung korreliert (26-86% diploide Zellen bei Patienten mit
Karzinom vs. 83-98% ohne Karzinom). Von den Patienten mit einer benignen Erkrankung

hatten 10% (2/20) der Falle in weniger als 86% der Zellen diploide Signale fir Chromosom 8.

Unter Einsatz der Locus-spezifischen Sonden war die Kopiezahl-Veranderung des EGFR-
Locus am besten flr die Differenzierung zwischen malignen und benignen Erkrankungen
geeignet. Der Anteil von fir EGFR diploiden Zellen lag in der Gruppe von Patienten mit
malignen Erkrankungen zwischen 11% und 88%, in der Gruppe mit benignen Erkrankungen
lagen die Anteile zwischen 78,5% und 97%. Von den Fallen mit einer benignen Erkrankung
hatten 19% (4/21) in weniger als 88% der Zellen zwei Kopien des EGFR-Locus. Das
Vorhandensein von Tetrasomien flr das EGFR-Gen war ebenfalls ein guter Indikator fir das
Vorliegen eines Karzinoms (Bereich maligne 0-42% vs. benigne 0-3%). In einem der vier
Patienten mit Karzinom wurden keine Tetrasomien fir den EGFR-Locus gefunden, in den
drei weiteren Patienten wurden jeweils in mindestens 10% der Zellen vier Kopien von EGFR

nachgewiesen.

Kollektiv 2
Die Analyse der Kopiezahl-Veranderungen der Chromosomen durch die Hybridisierung von
Centromersonden ergab fur die Chromosomen 7, 8 und 20 im Mittel niedrigere Anteile von

diploiden Zellen in den Proben der Patienten mit einem Karzinom. Fir Chromosom 17 ergab
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die Analyse in beiden Gruppen annahernd gleich hohe Anteile von diploiden Zellen. Dabei
zeigte sich auch in diesem Kollektiv in der Gruppe der Patienten mit Karzinom eine sehr
heterogene Verteilung von Ploidie-Veranderungen (Bereich 69-100% diploide Zellen vs. 86-
99% diploide Zellen in Praparaten von Patienten mit chronischer Pankreatitis). Die relativ
hohe Zahl von Zellen mit Ploidie-Veranderungen in der Patientengruppe mit benignen
Erkrankungen konnte auch in diesem Kollektiv auf das Vorliegen von pra-neoplastischen

Lasionen hinweisen.

Am besten geeignet fur die Diagnose eines Karzinoms war der Anteil von flir das
Chromosom 20 diploiden Zellen. In der Gruppe der Patienten mit einem Karzinom wurden
zwischen 69 und 97% der Zellen mit zwei Kopien von Chromosom 20 gefunden (Mittelwert
89,4 + 10,7%). In den Fallen ohne Karzinom wurden zwischen 95 und 98% (Mittelwert 96,5 +

1,4%).fur Chromosom 20 diploide Zellen detektiert.

Unter Einsatz der Locus-spezifischen Sonden war der Anteil von Zellen mit zwei Kopien des
Her2-Locus am besten fur die Differenzierung zwischen malignen und benignen
Erkrankungen geeignet. Der Anteil von fur Her2 diploiden Zellen lag in der Gruppe von
Patienten mit malignen Erkrankungen zwischen 75 und 96,5%. In der Gruppe mit benignen
Erkrankungen lagen die Anteile zwischen 95 und 99%. Das Vorhandensein von Trisomien
des AIB1-Locus war ebenfalls ein guter Indikator flr das Vorliegen eines Karzinoms (Bereich
maligne 1-12% vs. benigne 0-4%). In zwei der funf Patienten mit Karzinom wurden weniger

als 4% der Zellen mit einer Trisomie fur den AIB1-Locus gefunden.

Methodendiskussion

Zur Qualitatskontrolle der Ploidiemessungen wurden ausgewahlte Falle im Labor von Prof.
Dr. med. G. Auer am Karolinska Institut (Stockholm, Schweden) mittels Image-Cytometrie
auf Ploidieveranderungen untersucht. Fir den Vergleich der Untersuchungen wurden die
mittleren Kopiezahlen der in dieser Arbeit untersuchten Onkogen-Loci flr jeden Fall gemittelt
und so ein relativer Ploidiestatus berechnet. Die Pearson Product Moment Correlation ergab
eine signifikante (p=0,011) Ubereinstimmung der Ploidiemessungen mittels FISH und Image-
Cytometrie. Damit konnte gezeigt werden, dass die hier verwendeten Marker fur die

Bestimmung von Ploidie-Veranderungen gut geeignet waren.

Bei der Aspirationszytologie konnten aus dem Sekret von 25 von insgesamt 50 Patienten
ausreichende Mengen von Zellkernen isoliert werden. Von den Proben, die durch
Burstenzytologie gewonnen wurden, lieRen sich aus 11 von 12 (ca. 92%) ausreichende

Mengen von Zellkernen isolieren. In den Proben, welche nicht analysiert werden konnten,
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war nicht genltgend zellulares Material vorhanden. Die Blrstenzytologie lieferte dabei in der
Mehrzahl der untersuchten Falle eine hdhere Zahl von Zellen in den Proben als die

Aspirationszytologie (92% vs. 50% auswertbare Proben).

Die Unterschiede in der Probengewinnung sind vermutlich auch fir Unterschiede in der
Aussagekraft der verwendeten Marker in den beiden Kollektiven verantwortlich. In Kollektiv 1
waren flr die Differenzierung zwischen benignen und malignen Erkrankungen die Anteile an
Zellen mit einer Trisomie von Chromosom 8 am besten geeignet, gefolgt vom Anteil an
Disomien von Chromosom 8 und Chromosom 7. In Kollektiv 2 war dagegen der Anteil an
Zellen mit zwei Kopien von Chromosom 20 der beste Indikator fur das Vorliegen eines
Karzinoms. Auch die Verwendung der Locus-spezifischen Marker lieferte in beiden
Kollektiven unterschiedliche Ergebnisse. So waren in den Aspirationszytologien die
Kopiezahl-Veranderungen des EGFR-Locus und des MYC-Locus die besten Marker fur das
Vorliegen eines Karzinoms. Dagegen lieferten Kopiezahl-Veranderungen von Her2 und AIB1
bei den Birstenzytologien die besten Ergebnisse fir die Differenzierung zwischen dem
Vorliegen eines Karzinoms und einer benignen Erkrankung. Da in beiden Kollektiven nur
eine relativ geringe Zahl von malignen Fallen zur Verfugung stand, ist ein weiterer Vergleich
der Probeenthahme und mdgliche daraus resultierende Unterschiede fir die
Diagnostizierbarkeit eines Karzinoms nur durch die Analyse einer gréReren Fallzahl mdglich.
Festzuhalten ist jedoch, dass die Zuverlassigkeit bzw. die Aussagekraft der Sonden in
Kollektiv 1 durchweg hoéher war. Entscheidend hierfiir ist vermutlich die Kontamination mit
Zellen aus normalem Epithel in Kollektiv 2. Wahrend in der Aspiration lediglich solche Zellen
gefunden werden, die vom Epithel in die Gange abgesondert werden, wird mit der Blrste
mechanisch Zellmaterial abgetragen. Sofern dabei nicht nur eine Striktur bzw. eine Lasion
erfasst wird, ist mit einer Beladung der Probe von nicht-neoplastischen Zellen zu rechnen.

Dies erklart auch die unterschiedliche Menge von auswertbaren Fallen in beiden Kollektiven.

In beiden Kollektiven wurden in der Gruppe von Fallen ohne nachgewiesenem Karzinom
teilweise hohe Mengen an aneuploiden Zellen detektiert. Dies kdnnte auf die Existenz von
pra-neoplastischen Lasionen in diesen Patienten hinweisen. Die Ergebnisse des ersten Teils
dieser Arbeit an pra-neoplastischen Lasionen aus dem Pankreas zeigten, dass sich in
Patienten mit einer chronischen Pankreatitis vermutlich lange vor der Bildung eines
Karzinoms aneuploide Zellpopulationen nachweisen lassen. Jedoch kann in diesen Fallen
auch das Vorliegen eines Karzinoms nicht vollstandig ausgeschlossen werden, da die
diagnostischen Mdglichkeiten fir die Detektion eines Tumors mit nur geringer rdumlicher
Ausdehnung sehr begrenzt sind. Die Patienten wurden Uber einen Zeitraum von mindestens

24 Monaten nachbeobachtet. Von keinem der Patienten, welche mit benigner
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Grunderkrankung eingestuft waren, lag bis zur Fertigstellung dieser Arbeit ein Bericht Uber
die Entwicklung eines Karzinoms vor. Nicht alle in dieser Studie untersuchten Patienten mit
Karzinom hatten groflere Mengen an aneuploiden Zellen in den analysierten Proben. Die
wahrscheinlichste Erklarung fir falsch-negative Ergebnisse ist das Fehlen von Tumorzellen
in der Probe, was vermutlich in einer unzureichenden Probenentnahme begrindet ist.
Magliche Ursachen fur Schwierigkeiten bei der Probenentnahme beinhalten: eine schlechte
Sichtbarkeit der Lasion wahrend der ERCP, eine schwierige anatomische Lokalisation der
Lasion, ein Tumor der das Gangsystem von auf3en abdriickt und nicht in diesem wachst,
oder ein Tumor der durch eine desmoplastische Reaktion keine ,echten Tumorzellen in das

Gangsystem abgegeben hat [Barr-Fritcher et al., 2007].

Bei einer vorliegenden chronischen Entzindung ist die ERCP allein nicht ausreichend
sensitiv. um zwischen malignen und benignen Prozessen zu unterscheiden, da
Gangverengungen neben Karzinomen auch durch benigne Konditionen wie z.B.
Gallenwegsentzindungen oder chronische Pankreatitis verursacht werden kénnen [Sears et
al., 1998; Barr-Fritcher et al., 2007]. Die Probeentnahme durch Ultraschall-gestitzte Fein-
Nadel-Aspirationen bietet zwar die Mdglichkeit von einem relativ genauen anatomischen
Punkt innerhalb des Organs Gewebe zu entnehmen, ist aber mit einem hohen Risiko der
Tumorzell-Ausbreitung durch den Biopsiekanal verbunden [Sears et al., 1998; Uchida et al.,
2007]. Das Aufspuren von malignen Zellen bei in der ERCP gewonnenen Apirations- und
Burstenzytologien ist generell hoch spezifisch (bis zu 100%), aber mit einer geringen
Sensitivitdt von 20-80% verbunden. Dabei kommt es haufig zu hohen Raten von falsch
negativen Ergebnissen und niedrigen negativ pradiktiven Werten [Volmar et al., 2006;
Moreno-Luna et al., 2006; Uchida et al., 2007; Barr-Fritcher et al., 2007]. Die korrekte
Einstufung von malignen Fallen liegt dabei meistens bei ca. 50% [Volmar et al., 2006; Uchida
et al., 2007]. Der Anteil von nicht auswertbaren Proben lag in anderen Studien zwischen 0%
und 58% [Volmar et al., 2006; Uchida et al., 2007]. In einigen Studien wurde der Versuch
unternommen weitere diagnostische Kriterien neben der reinen Zytologie zu verwenden. So
konnte z.B. unter Verwendung der Image-Cytometrie in Erganzung zur Zytologie die
Sensitivitat fur die Detektion eines Malignoms auf 82% gesteigert werden, dabei wurde eine
Spezifitat von 82% erreicht [Sears et al., 1997]. Es existieren bisher wenige Studien, die
FISH-Analysen an zytologischen Praparaten, die wahrend der ERCP gewonnen wurden
durchgefihrt haben [Kipp et al., 2004; Moreno-Luna et al., 2006, Barr-Fritcher et al., 2007].
Far die Hybridisierungen wurden kommerzielle Sonden fir die Centromere der
Chromosomen 3, 7, und 17 sowie flr den Locus 9p21 verwendet (UroVision, Vysis). Die
dabei erreichte Sensitivitdt lag bei 34% in Birstenzytologien bzw. 23% in

Aspirationszytologien [Kipp et al., 2004]. Dabei wurde das Auftreten einer Polysomie in
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mindestens 5 Zellen als positives FISH-Ergebnis eingestuft. Die Polysomie war dabei als
Zugewinn von Signalen bei mindestens zwei der eingesetzten Sonden definiert [Kipp et al.,
2004]. Aufbauend auf den Daten von Kipp et al. wurde in einer weiteren Studie der gleichen
Arbeitsgruppe an einer erweiterten Fallzahl das gleiche Sonden-Set verwendet. Hier wurde
das Vorliegen eines Karzinoms uUber die bereits in der Studie von Kipp et al 2004
verwendeten Polysomien definiert, jedoch durch die Detektion von Trisomien fur die
Chromosomen 7 und 3 in mehr als 10% der untersuchten Zellen erweitert [Moreno-Luna et
al., 2006]. Die damit erreichte Sensitivitat lag bei 59-63%. Trisomien fur Chromosom 7
wurden in der Studie von Moreno-Luna und in der vorliegenden Arbeit in neoplastischen und
nicht-neoplastischen Geweben gefunden. Aus diesem Grund missen Trisomien mit Vorsicht
interpretiert und im klinischen Kontext betrachtet werden [Moreno-Luna et al., 2006]. In der
Studie von Barr-Fritcher et al. [2007] waren ebenfalls nur 54% der Falle mit einer Trisomie 7

mit einer malignen Neoplasie vergesellschaftet.

Auch wenn das Auftreten von Kopienzahl-Veranderungen nicht eindeutig mit dem Auftreten
eines Karzinoms verbunden ist, so erhdht es das relative Risiko flr die Entstehung eines
Tumors. Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse der Analysen von pra-neoplastischen
Lasionen und von zytologischen Proben von Patienten mit chronischer Pankreatitis belegen
dies. Aus diesem Grund sollten solche Patienten in denen diese Veranderungen
nachgewiesen werden engmaschig Uberwacht und in regelmafigen Intervallen erneut

untersucht werden.

Es ist festzuhalten, dass mit den verwendeten selbst generierten Sonden chromosomale
Veranderungen in endoskopisch gewonnenen Praparaten des Pankreas messbar waren.
Der limitierende Faktor hierbei war, wie auch bei anderen zytologischen Untersuchungen, die
Probenentnahme, da nicht in allen Fallen mit nachgewiesenem Karzinom Zellen mit
Kopienzahl-Veranderungen gefunden werden konnten. Daher sollte eine FISH-basierte
Diagnostik nur in Erganzung mit anderen diagnostischen Methoden durchgeflihrt werden.
Allerdings zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass in Patienten mit einer
chronischen Pankreatitis bereits vor der Entwicklung eines Malignoms Zellpopulationen mit
Veranderungen der Chromosomen-Kopiezahl detektiert werden kénnen. Die biologische
Relevanz fir die Tumorentstehung in diesen Fallen muss im klinischen Kontext betrachtet
werden und liefert in Kombination mit weiteren Parametern, wie z.B. Alter und Dauer des
Vorliegens der chronischen Pankreatitis, eine Mdglichkeit das Risiko fur die Entwicklung
eines Karzinoms individuell zu bestimmen und Patienten somit friihzeitig, noch vor der
Manifestation eines Tumors, moglicherweise einer (Teil-)Resektion des Organs zuzufihren.

Die hier vorgestellten Erkenntnisse bedlrfen dazu sicherlich einer weiteren Validierung an
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einem groéfReren Patientenkollektiv und bendtigen zusatzlich gut dokumentierte klinische
Verlaufsdaten, um Aussagen Uber die diagnostische Relevanz der untersuchten Marker zu
erlauben. Eine entsprechende Diagnostik kdnnte in Zukunft eine Risikoabschatzung

ermoglichen und so dem behandelnden Arzt entscheidende Hinweise geben.



Zusammenfassung - 79

6 Zusammenfassung

In Deutschland wird die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen an Bauchspeicheldriisenkrebs
(Pankreaskarzinom) bei Mannern auf ca. 6.300, bei Frauen auf ca. 6.600 geschatzt. Durch
die in den meisten Fallen zu spate Diagnose des bis dahin zumeist symptomfreien
Malignoms existieren zurzeit keine erfolgsversprechenden Therapieoptionen. Selbst die
Resektion des Tumors kann nur in wenigen Fallen durchgeflhrt werden und ist zudem
meistens nicht kurativ. Daher ist die Entwicklung einer sensitiven Fruhdiagnostik von
entscheidender Bedeutung. Die Entwicklung des Pankreaskarzinoms steht im
Zusammenhang mit Entzindung und Regeneration des Organs, wie sie bei einer
langjahrigen chronischen Pankreatitis auftreten. Dies kann zu einer schrittweisen Anhaufung
von genetischen und histologischen Veranderungen fihren. Obwohl sich solche
Veranderungen bereits in den friihesten Lasionen finden lassen, war es bisher noch nicht
moglich diese Marker in der Routine fir die Frihdiagnostik zu nutzen. Ein besonderes
Merkmal der Pankreaskarzinome ist die ausgepragte chromosomale Instabilitdt. Das
Auftreten von chromosomaler Instabilitat kdnnte daher einen kritischen Punkt in der Genese
des Pankreaskarzinoms darstellen und der Nachweis von Veranderungen im Ploidiestatus
moglicherweise flr die Frihdiagnostik nitzlich sein.

Im Rahmen dieser Arbeit bot sich zum ersten Mal die Gelegenheit, zytogenetische
Veranderungen Uuber das gesamte Spektrum der als pankreatisch-intraepithelialen
Neoplasien (PanIN) und azinar-duktalen Metaplasien (ADM) bezeichneten Vorlauferlasionen
aus Geweben mit chronischer Pankreatitis zu analysieren. Die Daten konnten mit
vorliegenden Ergebnissen von molekulargenetischen und immunhistochemischen Analysen
der Tumor-Suppressor-Gene (TSG) p53, p16 und DPC4 in den gleichen Patientenproben
korreliert werden. Dies ermdglichte eine Einstufung des zeitlichen Auftretens der
Veranderungen in der Karzinogenese bei einer vorliegenden chronischen Pankreatitis. Dabei
zeigte sich, dass Veranderungen des Ploidiestatus einzelner Chromosomen bereits in
normal erscheinendem Epithel in geringem Prozentsatz zu finden sind und mit zunehmenden
histomorphologischen Veranderungen graduell ansteigen. Veranderungen in den TSG traten
in einer vergleichbaren Abstufung wie bei Karzinom-assoziierten PanINs auf. Aneuploidien
und Mutationen in TSG fanden sich bereits in den friihesten histomorphologisch fassbaren
Ganglasionen. Die erhobenen Daten Uber zyto- und molekulargenetische Veranderungen in
den ADM sind die ersten dieser Art und geben Hinweise dafir, dass diese Lasionen mit
hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls als Veranderungen mit neoplastischem Potential
einzustufen sind, méglicherweise sogar die diesbezliglich erste erkennbare Veranderung im
Gewebe. Die gefundenen Daten liefern Anhaltspunkte, dass die in Geweben mit chronischer
Pankreatitis auftretenden pra-neoplastischen Lasionen eine Progression durchmachen, in

der sich sporadische Defekte wie Basenmutationen und Mitosefehler (Aneuploidien)
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akkumulieren. Besonders das gehaufte Auftreten dieser Aberrationen in PanIN-2- und
PanIN-3-Lasionen gibt Grund zu der Annahme, dass Patienten mit einer hochgradigen
Veranderung ein hohes Risiko tragen ein Karzinom zu entwickeln. Ausgehend von diesen
Daten wurden im zweiten Teil dieser Arbeit FISH-basierte Biomarker generiert um diese auf
zytologische Praparate anzuwenden. Zum Einsatz kamen Sonden fir die Onkogen-Loci
EGFR (7p), cMYC (8q), Her2 (17q) und AIB1 (20q), in Kombination mit einer Sonde fir die
Centromer-Region des jeweiligen Chromosoms. Die Praparate wurden wahrend eines
endoskopischen Eingriffes (ERCP) durch Aspiration von Pankreassekreten und durch den
Einsatz von Zytologiebursten gesammelt. Eine interne Qualitatskontrolle der Sonden erfolgte
an diploiden Leukozyten-Praparationen und aneuploiden Pankreaskarzinom-Zelllinien. Mit
den verwendeten selbst generierten Sonden waren chromosomale Veranderungen in
Praparaten des Pankreas messbar. Ein limitierender Faktor war dabei, wie auch bei anderen
zytologischen Untersuchungen, die Probeentnahme, da nicht in allen Fallen mit
nachgewiesenem Karzinom Zellen mit Ploidie-Veranderungen gefunden werden konnten.
Allerdings zeigen die Ergebnisse, dass in Patienten mit einer chronischen Pankreatitis
bereits vor der Entwicklung eines Malignoms Zellpopulationen mit Veranderungen der
Chromosomen-Kopiezahl detektiert werden koénnen. Die in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnisse der Analysen von pra-neoplastischen Lasionen und von zytologischen Proben
von Patienten mit chronischer Pankreatitis belegen dies. Aus diesem Grund sollten solche
Patienten in denen diese Veranderungen nachgewiesen werden, engmaschig tiberwacht und
in regelmaligen Intervallen erneut untersucht werden. Die biologische Relevanz fir die
Tumorentstehung in diesen Fallen muss im klinischen Kontext betrachtet werden und liefert
in Kombination mit weiteren Parametern, wie z.B. Alter und Dauer des Vorliegens der
chronischen Pankreatitis, eine Moglichkeit das Risiko fir die Entwicklung eines Karzinoms
individuell zu bestimmen und Patienten somit friihzeitig, noch vor der Manifestation eines
Tumors, moglicherweise einem chirurgischen Eingriff zuzufihren. Die hier vorgestellten
Erkenntnisse bedirfen dazu sicherlich einer Validierung an einem groéReren
Patientenkollektiv und bendtigen zusatzlich gut dokumentierte klinische Verlaufsdaten, um
Aussagen uber die diagnostische Relevanz der untersuchten Marker zu erlauben. Eine
entsprechende Diagnostik konnte in Zukunft eine Risikoabschatzung ermoglichen und so

dem behandelnden Arzt entscheidende Hinweise geben.
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Tabelle Al FISH-Analysen mit Centromersonden an Pankreaskarzinom-Zelllinien. Fir jede
Centromersonde ist der prozentuale Anteil von Zellen mit einem bis gleich oder mehr als funf
Signalen von jeweils 100 ausgewerteten Nuklei angegeben. (Cep: Centromersonde)

Cep 4
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 7 67 8 13 5
BxPc-3 5 25 57 8 5
Capan-1 6 85 8 1 0
Capan-2 0 2 30 61 7
CFPAC-1 0 19 55 25 1
Hs766T 8 79 7 5 1
Mia PaCa-2 0 71 16 11 2
Panc-1 2 65 19 10 4
SU86.86 0 6 58 17 19
Leukozyten 2 98 0 0 0
Cep 7
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 3 3 15 75 4
BxPc-3 1 21 72 3 3
Capan-1 0 0 27 65 8
Capan-2 0 5 27 59 9
CFPAC-1 0 0 10 40 50
Hs766T 2 2 28 57 11
Mia PaCa-2 1 23 50 25 1
Panc-1 1 4 8 62 25
SU86.86 1 8 25 50 16
Leukozyten 4 96 0 0 0
Cep 8
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 2 18 56 7 17
BxPc-3 3 25 56 14 2
Capan-1 0 14 80 3 3
Capan-2 0 1 29 64 6
CFPAC-1 0 57 43 0 0
Hs766T 1 66 25 5 3
Mia PaCa-2 0 5 90 3 2
Panc-1 1 8 64 5 22
SU86.86 0 3 14 52 31
Leukozyten 3 97 0 0 0
Cep 9
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 1 95 4 0 0
BxPc-3 2 74 17 5 2
Capan-1 0 9 87 3 1
Capan-2 0 11 31 51 7
CFPAC-1 0 23 57 16 4
Hs766T 2 8 58 27 5
Mia PaCa-2 5 89 2 4 0
Panc-1 1 74 5 19 1
SU86.86 48 40 10 0 2
Leukozyten 1 96 3 0 0
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Cep 12
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 2 17 52 13 16
BxPc-3 4 87 6 3
Capan-1 1 16 77 4 2
Capan-2 0 2 26 71 1
CFPAC-1 0 17 79 3 1
Hs766T 4 14 71 5 6
Mia PaCa-2 1 22 74 2 1
Panc-1 1 7 69 5 18
SU86.86 0 14 35 39 12
Leukozyten 2 98 0 0 0
Cep 17
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 5 69 7 18 1
BxPc-3 9 81 6 4 0
Capan-1 0 0 14 85 1
Capan-2 2 62 34 2 0
CFPAC-1 0 0 13 85 2
Hs766T 4 89 4 3 0
Mia PaCa-2 0 11 74 6 9
Panc-1 4 9 22 37 28
SU86.86 0 9 64 12 15
Leukozyten 4 96 0 0 0
Cep 18
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 8 58 18 14 2
BxPc-3 4 87 6 3 0
Capan-1 0 7 17 60 16
Capan-2 6 88 4 2 0
CFPAC-1 1 25 73 1 0
Hs766T 5 76 18 1 0
Mia PaCa-2 0 35 60 5 0
Panc-1 2 55 24 10 9
SU86.86 3 41 33 8 15
Leukozyten 3 95 2 0 0
Cep 20
Zelllinie haploid diploid triploid tetraploid polyploid
AsPc-1 2 28 45 11 14
BxPc-3 1 5 15 61 18
Capan-1 4 28 37 15 16
Capan-2 0 6 27 55 12
CFPAC-1 1 2 20 73 4
Hs766T 2 5 18 48 27
Mia PaCa-2 0 18 49 21 12
Panc-1 2 22 54 4 18
SU86.86 1 24 42 22 11
Leukozyten 1 96 1 2 0
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Tabelle A2. Ergebnisse der zwei-Farben-FISH-Experimente an Zelllinien und Leukozyten. Fir jede
Centromersonde ist der prozentuale Anteil von Zellen mit einem bis gleich oder mehr als funf
Signalen von jeweils 100 ausgewerteten Nuklei angegeben. (Cep: Centromersonde)

Zelllinie Sonde haploid diploid triploid tetraploid polyploid
Capan1 Cep7 1,00 4,00 19,00 53,00 23,00
Capan1 EGFR 0,00 4,00 22,00 44,00 30,00
Capan1 Cep8 1,00 5,00 53,00 23,00 18,00
Capan1 cMYC 2,00 4,00 20,00 39,00 35,00
Capan1 Cep17 1,00 1,00 24,00 65,00 9,00
Capan1 Her2 0,00 0,00 0,00 15,00 85,00
Capan1 Cep20 1,00 26,00 36,00 25,00 14,00
Capan1 AlIB1 0,00 8,00 36,00 41,00 15,00
Capan2 Cep7 0,00 1,00 13,00 67,00 19,00
Capan2 EGFR 0,00 0,00 6,00 40,00 54,00
Capan2 Cep8 0,00 0,00 15,00 65,00 20,00
Capan2 cMYC 0,00 0,00 7,00 71,00 22,00
Capan2 Cep17 1,00 52,00 29,00 13,00 5,00
Capan2 Her2 0,00 7,00 61,00 11,00 21,00
Capan2 Cep20 1,00 1,00 19,00 58,00 21,00
Capan2 AlIB1 0,00 2,00 15,00 62,00 21,00
MiaPaCa2 Cep7 0,00 5,00 38,00 43,00 14,00
MiaPaCa2 EGFR 0,00 3,00 29,00 45,00 23,00
MiaPaCa2 Cep8 0,00 10,00 67,00 10,00 13,00
MiaPaCa2 cMYC 0,00 1,00 19,00 57,00 23,00
MiaPaCa2 Cep17 2,00 25,00 66,00 5,00 2,00
MiaPaCa2 Her2 3,00 21,00 62,00 10,00 4,00
MiaPaCa2 Cep20 3,00 32,00 48,00 14,00 3,00
MiaPaCa2 AlIB1 3,00 21,00 56,00 12,00 8,00
Panc1 Cep7 0,00 9,00 32,00 37,00 22,00
Panc1 EGFR 0,00 8,00 25,00 34,00 33,00
Panc1 Cep8 0,00 4,00 57,00 12,00 27,00
Panc1 cMYC 0,00 2,00 51,00 19,00 28,00
Panc1 Cep17 1,00 44,00 32,00 16,00 7,00
Panc1 Her2 0,00 10,00 21,00 31,00 38,00
Panc1 Cep20 0,00 15,00 54,00 12,00 18,00
Panc1 AlIB1 0,00 13,00 46,00 17,00 24,00
Su8686 Cep7 0,00 5,00 49,00 21,00 25,00
Su8686 EGFR 0,00 4,00 39,00 25,00 32,00
Su8686 Cep8 0,00 3,00 31,00 39,00 27,00
Su8686 cMYC 0,00 2,00 27,00 41,00 30,00
Su8686 Cep17 0,00 4,00 50,00 20,00 26,00
Su8686 Her2 0,00 2,00 55,00 25,00 18,00
Su8686 Cep20 0,00 17,00 28,00 28,00 27,00
Su8686 AlB1 0,00 0,00 5,00 14,00 81,00
Leukozyten Cep7 1,00 98,00 1,00 0,00 0,00
Leukozyten EGFR 1,00 96,00 3,00 0,00 0,00
Leukozyten Cep8 2,00 97,00 1,00 0,00 0,00
Leukozyten cMYC 1,00 99,00 0,00 0,00 0,00
Leukozyten Cep17 1,00 98,00 1,00 0,00 0,00
Leukozyten Her2 2,00 98,00 0,00 0,00 0,00
Leukozyten Cep20 1,00 98,00 1,00 0,00 0,00

Leukozyten AlB1 1,00 97,00 2,00 0,00 0,00
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Tabelle A3. Amplifikation von Onkogenen an Zelllinien und Leukozyten. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil von Zellen mit einem Quotient aus der Anzahl von Gen-spezifischen FISH-
Signalen zu der Anzahl der Centromer-Signale

EGFRICEP7 cMYCI/CEPS8
<1 1 >1 2 >2 <1 1 >1 2 >2
Su8686 1 72 25 2 91 6 2 1
MiaPaCa2 79 20 1 28 65 7
Capani 11 71 16 1 1 3 31 50 6 10
Capan2 1 52 38 6 3 4 80 14 2
Panc1 5 72 23 5 78 17
Leukozyten 98 2 1 98 1
Her2/CEP17 AIB1/CEP20
<1 1 >1 2 >2 <1 1 >1 2 >2
Su8686 13 78 7 1 1 9 43 23 25
MiaPaCa2 7 79 9 5 2 80 17 1
Capan1 9 71 15 5 14 39 34 10 3
Capan2 28 65 6 1 5 82 12 1
Panc1 34 29 23 14 5 76 18 1
Leukozyten 2 97 1 98 1 1

(Quotient kleiner 1, 1, zwischen 1 und 2, 2 und groRer 2).
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Tabelle A4. Patientenkollektiv 1

Nr Sex  Alter Diagnose
Karzinome
1 M 84  Pankreas-Adenokarzinom
2 w 67  Klatskin-Tumor
M 67  Adenokarzinom des Dc. Choledochus
25 w 71 Pankreas-Adenokarzinom
Chronische Pankreatitis
5 M 38  Chronisch rezidivierende Pankreatitis (bek. A1-Antitrypsinmangel)
7 w 65  Chronische Pankreatitis
9 M 34  Chronische Pankreatitis
11 W 43  Chronisch kalzifizierende Pankreatitis und distale Stenose im D. Hepaticus
12 M 49  Chronische Pankreatitis; Entfernung eines Konkrementes aus D. Pankreatic.
14 M 50  Chronisch kalzifizierende Pankreatitis
15 w 68  Chronische Pankreatitis
23 w 45  Stenose des Dc. Pankreaticus
Cholecysto- und Choledocholithiasis
4 w 78  Cholecystolithiasis
6 w 84  Cholestase bei ausgepragter Choledocholithiasis
13 m 84  Choledochus Stenose
16 w 49  Choledocholithiasis
17 w 68  Choledocholithiasis
18 w 39  Choledocholithiasis
20 m 58  Cholecysto-und docholithiasis
21 m 77  hochmalignes B-Zell-Lymphom, VerschluBikterus bei Lymphomkompression
22 m 83  Choledocholithiasis, inkomplettes Pankreas divisum, Magenkarzinom
Lebererkrankungen
8 w 55  Zustand nach Lebertransplantation; Merkelzelltumor der Wange
10 w 52  C2-toxische Leberzirrhose Child A
19 m 61  C2-toxische Leberzirrhose
24 w 41 Zustand nach Lebertransplantation; Anastomosenstenose
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Tabelle AS5. Ploidieanalyse in Kollektiv 1 mit Centromersonden. Angegeben sind die prozentualen
Anteile von ha-, di-, tri-, tetra- und polyploiden Zellen mit jeweils 1, 2, 3, 4 und 5 oder mehr

Signalen.

Ploidie Cep7 [%)] Ploidie Cep8 [%] Ploidie Cep17 [%] Ploidie Cep20 [%]
Patient 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25
Karzinome
1 4 72 17 7 74 13 4 2
2 2 81 10 1 5 83 9 3 10 84 6 9 8 6
3 3 8 8 3 8 9 2 4 94 2 1 95 4
25 12 26 60 2 1 26 70 1 2 1 11 14 64 10 20 30 49 1
Chronische
Pankreatitis
5 91 3 97 4 8 9 2 5 8 6 1
7 4 92 4 4 8 4 3 1 92 6 1 1 91 7 1
9 1 9% 2 91 7 2 2 87 7 4
11 3 95 2 1 98 1 4 95 1 1 96 3
12 9% 3 1 1 92 7 3 92 5 1 9 4
14 90 10 1 8 7 5 3 93 4 1 93 4 1 1
15 9% 4 1 93 5 1 1 96 3 2 95 3
23 3 94 3 4 91 5 8 92 6 94
Cholecysto- und
Choledocholithiasis
4 4 92 4 4 93 3 4 96 5 87 8
6 1 8 15 3 4 91 4 1 1 95 4 1 9% 5
13 1 9% 3 3 8 9 3 2 9 6 2 4 89 7
16 2 94 4 3 92 2 3 3 9% 1
17 2 88 10 4 94 2
18 2 95 3 2 95 3 5 95 6 9%
20 2 97 1 5 94 1 5 93 2 3 97
21 2 93 3 2 3 95 2 1 99 4 96
22 2 98 2 98 6 91 2 1 4 95 1
Lebererkrankungen
8 9% 2 3 2 8 7 1 1 2 8 8 3 8 3 8 7 5
10 4 92 4 3 90 5 1 1 1 94 2 3 3 91 4 2
19 11 82 7 7 8 8 2
24 3 92 5 3 95 2 7 92 1 4 94 2
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Tabelle A6. Ploidieanalyse in Kollektiv 1 mit Locus-spezifischen Sonden. Angegeben sind die
prozentualen Anteile von ha-, di-, tri-, tetra- und polyploiden Zellen mit jeweils 1, 2, 3, 4 und 5
oder mehr Signalen.

Ploidie EGFR [%] Ploidie cMYC [%)] Ploidie Her2 [%)] Ploidie AIB1 [%)]
Patient 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25
Karzinome
1 0,0 63,0 17,0 12,0 8,0 2,1 68,6 14,0 9,7 55
2 1,0 73,0 13,0 10,0 3,0 0,0 81,0 10,0 6,0 3,0 50 8,0 80 00 1,0 30 910 60 0,0 0,0
3 40 830 80 00 0,0 3,0 84,0 90 4,0 0,0 1,0 950 4,0 0,0 0,0 1,0 940 50 0,0 0,0
25 0,0 11,0 14,0 42,0 33,0 1,3 17,3 1,3 2,0 781 0,0 14,0 10,0 50,0 26,0 0,0 316 26,6 350 6,8
Chronische
Pankreatitis
5 20 950 20 10 0,0 40 870 7,0 20 0,0 0,0 87,0 60 40 3,0 30 9, 60 10 00
7 30 920 50 00 0,0 3,0 89,0 50 3,0 0,0 1,0 90,0 80 1,0 0,0 1,0 90,0 80 1,0 0,0
9 1,0 940 20 20 1,0 0,0 914 69 17 0,0 2,0 8,0 80 4,0 0,0
11 09 93 28 00 0,0 0,0 99,0 0,0 1,0 0,0 2,0 970 10 00 0,0 2,0 940 30 10 0,0
12 0,0 960 20 20 0,0 0,0 92,0 80 0,0 0,0 0,0 930 70 0,0 0,0 1,0 88,0 11,0 0,0 0,0
14 0,0 84,0 150 1,0 0,0 0,0 87,0 7,0 6,0 0,0 2,0 920 60 0,0 0,0 1,0 93,0 40 1,0 1,0
15 0,0 960 40 00 0, 1,0 93,0 50 1,0 0,0 1,0 940 50 0,0 0,0 1,0 96,0 20 1,0 0,0
23 1,0 96,0 3,0 00 0,0 1,0 910 70 10 0,0 1,5 965 1,0 10 0,0 2,0 980 0,0 0,0 0,0
Cholecysto- und
Choledocholithiasis
4 40 920 40 00 0,0 2,0 92,0 40 2,0 0,0 1,0 980 1,0 0,0 0,0 30 80 90 00 00
6 0,0 82,0 150 3,0 0,0 40 910 40 00 1,0 2,0 920 50 10 0,0 1,0 940 50 0,0 0,0
13 1,0 930 50 10 0,0 2,0 8,0 9,0 3,0 0,0 2,0 8,0 70 30 00 40 91,0 50 0,0 0,0
16 35 91,0 55 00 0,0 2,0 885 45 3,0 20 26 9,1 13 00 0,0
17 22 858 11,5 05 0,0 40 895 30 30 0,0
18 1,0 940 50 00 0,0 0,0 96,0 40 0,0 0,0 4,0 950 00 1,0 0,0 4,0 950 10 0,0 0,0
20 20 980 00 0,0 0,0 1,0 990 0,0 00 0,0 4,0 930 20 1,0 0,0 1,0 96,0 20 1,0 0,0
21 20 920 40 20 00 0,0 97,0 3,0 0,0 0,0 1,0 970 1,0 1,0 0,0 2,0 950 30 0,0 00
22 20 970 10 00 0, 0,0 98,0 2,0 0,0 0,0 30 940 20 10 0,0 2,0 970 1,0 0,0 0,0
Lebererkrankungen
8 0,0 910 60 20 1,0 0,0 87,0 10,0 2,0 1,0 2,0 84,0 90 30 20 30 8,0 70 50 00
10 40 920 40 00 0,0 20 91,0 50 1,0 1,0 1,0 93,0 3,0 30 0,0 30 8,0 60 30 00
19 80 785 115 20 0,0 8,0 855 45 20 0,0
24 1,0 930 60 00 0,0 2,0 96,0 20 0,0 0,0 2,0 970 10 00 0,0 30 930 30 10 0,0
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Tabelle A7. Amplifikationsanalyse in Kollektiv 1.

Patient EGFR/ Cep7 cMYC / Cep8 Her2 | Cep17 AIB1/ Cep20
<t 1 > 2 >2 <1 1 >1 2 >2 <t 1 >1 2 >2 <1 1 >1 2 >2

Karzinome

1 1 74 13 6 6 3 75 12 8 2

2 88 5 7 8 7 8 92 2 5 1 1 92 1 6

3 1 99 97 2 1 % 1 2 1 99 1

25 65 20 12 3 2 18 3 3 74 8 63 19 6 4 15 78 7

Chr. Pankreatitis

5 92 4 4 % 2 2 190 2 7 98 2

7 98 1 1 1 96 2 1 98 2 99 1

9 2 94 2 1 1 100 99 1

11 1 97 2 99 1 98 2 2 9 3

12 99 1 98 1 1 95 2 3 1 91 7 1

14 94 5 1 97 2 1 97 2 1 100

15 100 100 98 2 1 97 2

23 97 1 2 9% 1 3 1 94 6 96 4

Cholecysto- und Choledocholithiasis

4 100 9%5 1 4 97 2 1 2 93 2 3

6 99 1 1 98 1 197 1 1 100

13 9% 4 1 97 1 1 98 1 1 2 98

16 97 2 1 9% 3 1 100

17 9% 3 1 9% 2 2

18 97 2 1 97 1 2 98 2 97 1 2

20 1 99 1 95 4 1 96 3 9% 1 2 1

21 99 1 % 1 3 196 1 2 9% 3 2

22 929 1 % 2 2 97 3 98 2

Lebererkrankungen

8 95 5 1 92 4 3 99 1 3 95 2

10 100 99 1 99 1 97 2 1

19 4 82 6 8 13 79 3 5

24 99 1 99 1 95 5 1 95 1 3
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Tabelle A8. Patientenkollektiv 2

Nr Sex Alter Diagnose
Karzinome
B-1 w 65 Malig. Gallengangsstenose bei oss. und hepat. metast. Mammakarzinom
B-8 m 41  Neuroendokriner Pankreas-Tumor, hepatisch metastasierend
B-9 m 80 Adenokarzinom im Pankreaskopf
B-11 m 58 Pankreas-Adenokarzinom , hepatisch metastasierend
B-14 w 77 Mittelgradiges Pankreaskopfkarzinom
Benigne Erkrankungen
B-2 m 39 Chronische Pankreatitis mit Gangveranderungen |l
B-5 w 72  tubuldres Adenom der Papillenregion
B-7 m 50 Chronische Pankreatitis mit Pseudozyste und Plattenepithelmetaplasie
B-10 m 78 Chronische Pankreatitis, distale Gallengangsstenose
B-12 m 40 Chronische Pankreatitis mit Gangveranderungen |l

Tabelle A9. Ploidieanalyse in Kollektiv 2 mit Centromersonden.

Ploidie Cep7 [%]

Ploidie Cep8 [%)]

Ploidie Cep17 [%]

Ploidie Cep20 [%)]

Patient 1 2 3 4 25 1 2 3 4 1 2 3 1 2 3 4 25
Karzinome

B-1 1 93 6 5 95 7 93 4 96

B-8 15 76 7 2 3 72 9 10 14 82 4 77 14 6

B-9 2 92 6 5 92 3 6 92 4 93 3

B-11 1 98 1 100 75 93 25 97 1

B-14 2 7 18 9 1 8 8 2 2 4 76 18 1 69 15 12 3
Chronische Pankreatitis

B-2 3 9% 1 2 97 1 3 95 2 4 95 1

B-5 2 94 4 1 96 3 2 98 3 9% 1

B-7 9% 4 4 95 1 2 97 1 2 97 1

B-10 1 92 7 2 9% 25 13 86 1 3 97

B-12 3 9% 1 1 98 1 1 99 3 9% 1

B-13 1 97 1 2 98 7 93 2 98
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Tabelle A10. Ploidieanalyse in Kollektiv 2 mit Locus-spezifischen Sonden.

Ploidie EGFR [%] Ploidie cMYC [%)] Ploidie Her2 [%)] Ploidie AIB1 [%)]

Patient 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25 1 2 3 4 25
Karzinome

B-1 1,0 910 70 00 1,0 1,5 975 1,0 0,0 0,0 35 9,5 00 00 0,0 1,5 975 1,0 0,0 0,0
B-8 10,0 790 3,0 7,0 1,0 1,0 750 80 10,0 6,0 8,0 84,0 80 0,0 00 1,0 76,0 11,0 11,0 1,0
B-9 1,0 930 6,0 00 0,0 2,7 94,0 33 00 0,0 4,0 940 2,0 00 0,0 2,0 930 50 00 0,0
B-11 1,0 970 20 00 0,0 0,0 980 2,0 0,0 0,0 40 945 15 0,0 00 0,0 97,0 25 05 0,0
B-14 2,0 68,0 16,0 11,0 3,0 12 475 25 3,8 450 0,0 750 220 1,0 2,0 1,0 67,0 12,0 17,0 3,0

Chronische Pankreatitis

B-2 20 9,0 30 00 00 0,0 910 70 20 0,0 05 975 20 00 00 3,0 930 40 00 00
B-5 1,0 950 40 00 00 0,0 980 20 00 0,0 2,0 950 20 1,0 00 1,0 990 0,0 0,0 0,0
B-7 0,0 950 50 0,0 0,0 1,0 950 30 1,0 0,0 0,0 950 50 00 00 1,0 970 20 00 0,0
B-10 1,0 90,0 85 00 05 1,0 950 40 00 0,0 2,0 96,0 2,0 0,0 0,0 00 980 10 10 00
B-12 2,0 9,0 30 00 00 1,0 960 20 1,0 0,0 2,0 96,5 15 0,0 0,0 2,0 980 00 00 0,0
B-13 05 970 15 10 00 1,0 99,0 0,0 0,0 0,0 1,0 99,0 0,0 0,0 0,0 1,0 97,0 2,0 0,0 0,0

Tabelle A11. Amplifikationsanalyse in Kollektiv 2.

Patient EGFR/ Cep7 cMYC / Cep8 Her2 | Cep17 AlIB1/Cep20

<1 1 >1 2 >2 <t 1 >1 2 >2 <t 1 > 2 >2 <1 1 > 2 >2
Karzinome
B-1 98 1 1 97 97 9%5 2 3
B-8 1 87 3 9 5 90 3 2 92 2 2 9 7 3
B-9 1 97 1 1 98 2 1 96 1 97 1 1 1
B-11 98 2 05 97 1 1 05 88 1 11 9%5 1 4
B-14 1 92 5 2 50 1 4 45 2 89 4 3 2 2 93 3 2 1
Chr. Pankreatitis
B-2 97 2 1 90 6 4 97 3 97 2 1
B-5 99 1 1 98 1 97 2 1 2 95 3
B-7 99 1 94 3 3 95 3 1 1 97 2 1
B-10 929 1 98 2 95 1,5 3,5 955 1,5 3
B-12 97 2 1 98 1 1 99 1 99 1

B-13 99 1 99 1 94 5 97 3
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