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1 EINLEITUNG 

Die Erkrankung an einer malignen Neoplasie führt heutzutage, trotz vorhandener 

moderner Diagnose- und Therapie Möglichkeiten, bei einer großen Anzahl von 

Betroffenen zum Tode. Krebserkrankungen gehören somit in unserer Gesellschaft immer 

noch zu einem der bedeutendsten Gesundheitsprobleme.  

Die erste Theorie zum Mechanismus der Krebsentstehung wurde bereits in der zweiten 

Hälfte des 19. Jahrhunderts von Virchow postuliert und besagte, dass Krebs durch 

chronische Gewebereizung ausgelöst wird. Boveri (1914) und Bauer (1928) haben 

Anfang des 20. Jahrhunderts auf die Bedeutung von chromosomalen Veränderungen und 

somatischen Mutationen im Hinblick auf die Krebsentstehung (Karzinogenese) 

hingewiesen. 

Die Karzinogenese, die Entstehung maligner Tumoren, verläuft nach der so genannten 

Mehrstufenhypothese in drei Phasen:  

1. Initialisierungsphase: Hier werden durch verschiedene Faktoren, wie Karzinogene, 

Hormone, onkogene Viren, genetisch bedingte Defekte der Reparatursysteme der 

DNA, erworbene oder angeborene Immundefekte, Mutationen und eine 

irreversible molekulare Transformation hervorgerufen und Onkogene reaktiviert. 

2. Latenzperiode: Diese Phase kann bis zu 20 Jahren dauern. Es kommt zur 

Proliferation der initiierten Zellen und Bildung von Tumorzellen mit Kernatypien 

und Kernpolymorphien. Das Zusammenwirken verschiedener Karzinogene 

(Synkarzinogenese), die Wirkung von Co-Karzinogenen oder unspezifischen 

Faktoren (Promotoren) kann die Karzinogenese beschleunigen. 

3. Tumormanifestation: In dieser Phase werden Tumorvorstufen, so genannte 

Vorläuferläsionen (carcinoma in situ) diagnostiziert. Im weiteren Verlauf erfolgt 

meist infiltrierendes Wachstum und Metastasierung (Pitot, 1990, Grasl-Kraupp et 

al., 2000; Heldin et al., 1997; Rozenblum et al., 1997; Nielsen et al., 2002) 

Eine spezielle Hypothese zur endogenen Krebsentstehung wurde von Otto Warburg 

(1926) aufgestellt: Für ihn gab es etliche tertiäre und sekundäre Ursachen für die 

Entstehung maligner Tumoren, beispielsweise Schädigungen physikalischer oder 

chemischer Art. Aber die primäre Ursache sah er in einer irreversiblen Störung der 

Zellatmung. 

 

Krebs wird in vielen Organen aufgrund unzulänglicher Diagnoseverfahren häufig erst in 

weit fortgeschrittenem Stadium diagnostiziert, in welchem eine primär kurative Therapie 

nicht mehr möglich ist. Das Eingrenzen von Risikogruppen und die Verbesserung der 

allgemeinen Krebs Früherkennung ist nur durch Entwicklung neuer und innovativer 

Testsysteme möglich, die zu einer sensitiveren und spezifischeren Diagnostik führen. Es 
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ist deshalb von hoher Relevanz, anatomische, physiologische, biochemische oder 

molekulare Marker zu finden, welche die derzeit verfügbaren Methoden zur 

Früherkennung, Prognose und Therapie verbessern können. 

 

1.1 Aufgabenstellung 

Am Beispiel der Progression zum duktalen Pankreaskarzinom sollten zunächst 

Vorläuferläsionen so genannter Pancreatic Intraepithelial Neoplasias (PanIN) (Hruban et 

al., 2001) auf DNA-Ebene untersucht werden. Zur Auswahl geeigneter Proben wurden 

pathologische Routine-Methoden eingesetzt, wie mikroskopisch-histologische Befundung. 

Mit Hilfe von Lasermikrodissektion (Schütze et al., 1998) konnte Tumorgewebe von 

tumorfreiem Gewebe separiert werden, was gewährleistete, dass reine 

Tumorzellpopulationen bzw. reine Zellpopulationen von Vorläuferläsionen analysiert 

wurden. Die so gewonnenen Zellen wurden anschließend mittels PCR (polymerase chain 

reaction) (Saiki et al., 1985; Mullis und Fallona, 1987) und Sequenzierungs-Technik auf 

Mutationen und LOH (loss of heterozygosity) Ereignisse untersucht. Dazu sollten 

Mikrosatelliten-Marker für die Gene p16INK4, p53 und DPC4 eingesetzt werden. 

Die Relevanz der Abklärung frühester molekulargenetischer und zytogenetischer 

Alterationen in PanINs bestand in der Erarbeitung eines Progressionsmodells der 

Karzinogenese beim duktalen Pankreaskarzinom. Die Aufklärung der molekularen 

Pathogenese kann die Entwicklung von Früherkennungstechniken fördern, da hierdurch 

die derzeit einzig mögliche kurative (chirurgische) Therapieoption für eine größere Anzahl 

von Patienten offeriert werden kann. Für molekulare Analysen standen neben nicht 

einfach zu gewinnenden Pankreasgangsekreten fast ausschließlich paraffineingebettete 

Gewebe aus Resektaten zur Verfügung, in welchen sich insbesondere die frühesten 

präneoplastischen Läsionen in nur sehr geringer Zellzahl präsentieren. 

Aufgabenstellung dieses Teilprojektes war die Etablierung von Protokollen für molekular- 

und zytogenetische Analysen sowie immunhistochemische Expressionsanalysen 

relevanter Gene von mikrodissezierten Pankreaskarzinomzellen. Sowie von Zellen aus 

Vorläuferläsionen (PanINs) die aus Geweben von Patienten mit chronischer Pankreatitis 

mittels Lasermikrodissektion isoliert wurden. Ziel war die Überprüfung und 

Weiterentwicklung eines Progressionsmodells der Karzinogenese des duktalen 

Pankreaskarzinoms. Ferner sollte die Prävalenz und Verteilung von Mutationen in den 

Genen p16INK4, p53 und DPC4 im Tumorgewebe untersucht werden, um mittels der 

gewonnenen Daten (LOH-Analyse und DNA Sequenz) die zeitliche Reihenfolge der 

Mutationsereignisse aufzuklären. Untersuchungen dieser Gene an Vorläuferläsionen 

sollten Aufschluss über die Brauchbarkeit als Biomarker in der präventiven 

Tumordiagnostik geben. Des Weiteren wurden diese Vorläuferläsionen auf ihren 

Ploidiegrad hin untersucht. In diesem Kontext sollte die Frage geklärt werden, ob zu 

Beginn des Karzinogeneseprozesses zuerst die Gen-Mutation oder die chromosomale 
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Aneuploidie auftritt. Diese Daten sollten mit immunhistochemischen Expressionsdaten 

der drei Gene korreliert werden. 

In einem weiteren Teil der Arbeit sollten neue Biomarker mittels der DNA-Mikroarray-

Technik identifiziert werden, die für eine Aussage über den Krankheitsverlauf verwendet 

werden können. Dabei wurden Expressionsprofile von normaler Kolonschleimhaut im mit 

Schleimhaut von Kolonkarzinom Patienten verglichen. An diesem Beispiel sollte ferner 

geprüft werden, in wie weit sich formalin-fixiertes Gewebe (FFPE-Gewebe) derselben 

Patienten zur Expressionsdiagnostik eignen, um eventuelle retrospektive Studien 

durchführen zu können. 

In einem weiteren Teil der Arbeit wurden, ebenfalls mittels DNA-Mikroarray-Technik, 

Gen-Expressionsprofile am Beispiel des Prostatakarzinoms erstellt, um einen Hinweis auf 

die Entstehung der Hormon-Therapieresistenz im Verlauf dieser Erkrankung zu erhalten. 

Es sollte geklärt werden, ob es z.B. Hinweise auf irreguläre Stoffwechselprozesse gibt, 

chromosomale Translokationsprozesse bzw. differenziell regulierte Gencluster, die einen 

Hinweis auf die Therapieresistenz liefern könnten. Ferner sollte methodisch analysiert 

werden, ob die Art der Gewebegewinnung, d.h. transurethrale Resektion im Vergleich zur 

chirurgischen Totalresektion der Prostata, vergleichbare Gen-Expressionsdaten liefert.  

Für alle drei Krebserkrankungen wird ein diagnostischer Marker dringend benötigt. D.h. 

im Einzelnen ein Früherkennungsmarker für das duktale Pankreaskarzinom und für das 

Kolon- und Prostatakarzinom ein Therapie Prädiktions-Marker, da beim 

Pankreaskarzinom, beim Kolonkarzinom (Stufe IV) und Prostatakarzinom (Gleason Score 

> 7) die Fünf-Jahres-Überlebensrate im Mittel unter 5% liegt. 

 

1.2 Identifizierung von Tumorbiomarkern 

Biomarker sind anatomische, physiologische, biochemische oder molekulare Parameter, 

die im Zusammenhang mit dem Auftreten und der Schwere einer Erkrankung stehen. Sie 

sollten mit einer großen Bandbreite von Methoden, wie physiologischen Untersuchungen, 

Labor- und anderen medizinisch technischen Verfahren mess- bzw. detektierbar sein, 

Angriffspunkte für therapeutische Krankheitsintervention sein z.B. Wirkorte für 

Medikamente (drug targets), zur Diagnose herangezogen werden oder präventive 

Aspekte aufzeigen.  

Die Suche nach therapeutischen Biomarkern nimmt mittlerweile in der Krebsforschung 

und in anderen Bereichen einen immer größer werdenden Stellenwert ein. (Zambrowicz 

et al., 2003).  
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Ein möglicher Ansatz zur Aufklärung frühester molekulargenetischer Alterationen in 

Vorläuferläsionen einer Krebserkrankung besteht in der Entwicklung effizienter 

molekulargenetischer und zytogenetischer Untersuchungstechniken. Zusammen mit 

zuverlässigen Mikrodissektionsverfahren, PCR-Technik, Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung (FISH), Sequenzierung und anderen Verfahren ist die Biomarkerforschung 

weit vorangeschritten (Heinmöller et al., 2002b, Player et al., 2004, Taylor et al., 2004).  

 

1.2.1 Auswahl der relevanten Biomarker 

Durch molekulargenetischen Vergleich von Tumorzellen mit Zellen normaler Morphologie 

war die Bestimmung eines bereits vorhandenen Mutationsspektrums (mutation load) 

möglich. Dieses könnte als zukünftiger Index dienen, für ein gesteigertes individuelles 

Krebsrisiko, z.B. im Rahmen einer hereditären endogenen Prädisposition oder einer 

exogenen individuellen Exposition z.B. ausgelöst durch Rauchen, Alkohol- und 

Medikamentenmissbrauch. 

Die Erforschung präneoplastischer Läsionen wird dadurch erschwert, dass diese im 

frühesten Stadium oft von normalem Gewebe morphologisch nicht zu unterscheiden sind. 

Ferner werden die Läsionen auf Grund der sehr geringen Größe häufig nicht erkannt. 

Qualitative und quantitative molekulargenetische Analysen sind dadurch vielfach kaum 

durchführbar. Hinzu kommt die sehr unterschiedliche anatomische Erreichbarkeit solcher 

Läsionen. Während z.B. kolorektale Polypen oder hypertrophiertes Prostata-Gewebe sehr 

einfach über endoskopische Verfahren zugänglich sind, können präneoplastische Läsionen 

des Pankreas fast nur am Resektat studiert werden. Des Weiteren kann die Dynamik 

dieser Veränderungen des Prostata- bzw. Kolon-Gewebes über Biopsieentnahmen im 

zeitlichen Verlauf untersucht werden, während dies am Pankreas nicht durchführbar war. 

Diese fundamentalen Unterschiede in der Zugänglichkeit einzelner Gewebe erklären auch 

die bislang sehr unterschiedlichen Fortschritte in der molekulargenetischen 

Charakterisierung präneoplastischer Läsionen in diesen Organen. 

 

Abb. 1: Typische targets sind Enzyme wie Kinasen und 
Proteasen, G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), 
Kernmembran- und andere Rezeptoren, Ionen-Kanäle wie der 
Kalium- und Kalzium-Kanal, andere Transporter und die DNA. drug 
targets http://www.scripps.edu/newsandviews/e_20020422/print-
drug.html 
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1.2.2 Relevante Gene für die Tumorenstehung 

In den letzten Jahren sind eine Reihe von Genen identifiziert worden, die direkt oder 

indirekt den Zellzyklus beeinflussen und damit Kontrolle über Proliferation, DNA-

Reparatur und Apoptose haben. 

Das Tumor-Suppressor-Gen p53 reguliert als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schädigung 

die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion der 

Apoptose (des programmierten Zelltods) oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind. 

Aufgrund dieser Eigenschaft wird p53 in der Literatur als Wächter des Genoms bezeichnet 

(Lane, 1992). p53 liegt auf Chromosom 17p13.1. 

Das p53 Gen wurde in dieser Arbeit ausgewählt, weil es für individuelle Analysen des 

Mutationsspektrums in Betracht kommt. Dieses Gen gehört zu den am häufigsten 

mutierten Genen in menschlichen Tumoren. In über 52 verschiedenen Krebstypen 

(Greenblatt et al., 1994, Hollstein et al., 1991) und in bis zu 81% aller duktalen 

Pankreaskarzinome sind Mutationen beschrieben worden (Rozenblum et al., 1997, 

Heinmöller et al., 2000, Kalthoff et al. 1993; Redston et al. 1994). Mausmodelle mit 

mutiertem p53 Gen oder inaktivierten p53 können zeigten, dass p53 Mutationen im 

Rahmen der Karzinogenese einer Vielzahl von Tumoren eine zentrale Rolle spielten. Die 

Prävalenz einer p53 Mutationen stellt nachweislich einen Risikofaktor für die Entwicklung 

einer Tumorerkrankung dar (Attardi et al., 1999). Die Folge einer missense Mutation im 

p53 Gen besteht häufig in einer Stabilisierung des p53 Proteins in der Zelle und das p53 

Protein wird immunhistochemisch detektierbar. Diese für die Inaktivierung von Tumor-

Suppressor-Genen ungewöhnliche Eigenschaft ermöglicht es, einzelne betroffene Zellen 

in Tumor- oder Normalgeweben lichtmikroskopisch zu identifizieren bzw. zu 

unterscheiden. Eine molekulare Analyse dieser Zellen erfordert die Mikrodissektion der 

betroffenen Zellen aus dem Gewebeverband, eine möglichst intakte DNA und RNA 

Isolierung des Paraffin eingebetteten Gewebes sowie eine PCR-Technik, welche die 

Analyse multipler Genabschnitte gestattet.  

 

p16, auch p16INK4, CDKN2 oder MTS1 genannt, gehört zu den Zellzyklus-Kontrollgenen, 

das heißt, es ist Teil des Systems, das die alternierenden Phasen der DNA-Vermehrung 

(Replikation) und die der Zellteilung (Mitose) steuert. Diese Phasen sind stark vom 

Aktivitätszustand bestimmter Proteine (den zyklinabhängigen Kinasen oder cyclin 

dependent kinases [CDK] sowie den Zyklinen) abhängig (Peters 1994; Sherr et al., 

1993). Ferner kann der Aktivitätszustand dieser Proteine durch die Bindung von 

inhibitorischen Proteinen reguliert werden. p16INK4 gehört zur Familie dieser 

inhibitorischen Proteine (auch cyclin dependent kinase inhibitors , CKI genannt), es 

inhibiert spezifisch den aus CDK4 und CyclinD gebildeten Komplex, der über die 

Phosphorylierung des Rb (Retinoblastom)-Proteins die Passage durch die G1-Phase des 
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Zellzyklus kontrolliert (Pardee, 1989; Zetterberg et al., 1995). Von den am Zellzyklus 

beteiligten Genen war p16INK4 am häufigsten in Karzinomen mutiert (Hahn et al., 1997). 

Die für Tumor-Suppressor-Gene typischen Mechanismen der Inaktivierung, wie Deletion 

eines Allels (LOH; loss of heterozygosity) und inaktivierende Mutation des zweiten Allels, 

sowie die homozygote Deletion beider Allele, sind für p16 in Tumoren nachgewiesen 

worden.  

p16INK4 ist auf Chromosom 9p21 lokalisiert und in 96 Prozent der Pankreaskarzinome 

inaktiviert (38 Prozent der Fälle waren mutiert, 43 Prozent waren homozygot deletiert, 

und in einem kleineren Anteil der Karzinome (15 Prozent) konnte ein Expressionsverlust 

des Gens aufgrund einer Hypermethylierung des p16INK4 Promotors nachgewiesen werden 

(Bartsch et al., 1995; Caldas et al., 1994, Huang et al., 1996; Naumann et al., 1996; 

Rozenblum et al., 1997; Schutte et al., 1997). 

Der Verlust des CDK-Inhibitors p16 ist ein wesentliches Ereignis in der Genese vieler 

Tumoren. Der Nachweis von Mutationen oder Deletionen des p16INK4-Gens könnte in 

Zukunft zur Diagnostik des Pankreaskarzinoms und anderer maligner Tumoren einsetzbar 

sein. Das Verständnis der Funktionsmechanismen der CDK-Inhibitoren eröffnet 

Perspektiven zur Entwicklung therapeutischer Strategien. 

DPC4 (Deleted in Pancreatic Carcinoma, locus 4), homolog zum entsprechenden SMAD4 

Gen bei Drosophila melanogaster, spielt bei der Karzinogenese von Pankreastumoren 

eine wichtige Rolle. Das DPC4 Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 18q21.1. 

Da der Verlust der normalen Funktion des DPC4 Gens zur Tumorbildung beiträgt, wird 

DPC4 als Tumor-Suppressor klassifiziert (Hahn et al., 2002). Das Produkt dieses Gens ist 

Bestandteil einer Signalkette, an deren Ende die Unterdrückung der Zellteilung steht. Es 

wurde nachgewiesen, dass das DPC4 Gen die Neubildung von Blutgefäßen steuert 

(Schwarte-Walthoff et al., 2000). Für das Wachstum eines Tumors ist die Versorgung mit 

Nährstoffen und Sauerstoff über das Blut eine unabdingbare Voraussetzung. Somit 

beeinflusst DPC4 auch auf indirektem Weg das Wachstum des Tumors. 

SMAD Gene codieren drei Arten von SMAD-Proteinen: Rezeptor regulierte (R-SMAD), Co-

SMAD sowie inhibitorische oder antagonistische SMAD-Proteine. SMAD-Proteine zählen zu 

den Transkriptionsfaktoren die an der Signalübertragung von Proteinen aus der TGF-ß-

Familie beteiligt sind (Furgeson und Anderson 1992).  

Analog zu anderen Mitgliedern der TGF-ß-Ligandenfamilie ist für DPC4 ein Modell der 

Signaltransduktion über ligandenspezifische transmembrane TGF-ß-Rezeptoren vom 

Serin-Threonin-Kinase-Typ etabliert worden (Derynck et al. 1998; Heldin et al. 1997). 

Diese Rezeptoren bestehen aus zwei Untereinheiten, dem Typ-I- bzw. Typ-II-Rezeptor. 

Die Signalübertragung wird durch Bindung des TGF-ß-Moleküls an den Typ-II-Rezeptor 

initiiert. Der Rezeptor bildet einen heterodimeren Komplex mit dem Typ-I-Rezeptor. Der 

dimerisierte Rezeptor aktiviert, abhängig vom gebundenen Liganden, SMAD2-Proteine 
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(R-SMAD) durch Phosphorylierung an deren C-Terminus. Nach der Dissoziation vom 

Rezeptor bildet das aktivierte SMAD2 mit DPC4/SMAD4 (Co-SMAD) einen 

heterooligomeren Komplex, der in den Zellkern transloziert wird. Dort bindet der SMAD-

Komplex (mit weiteren Molekülen) an regulatorische DNA Regionen und aktiviert dort die 

Transkription spezifischer Zielgene (Chen et al., 1998)  

Eine Besonderheit des SMAD-Komplexes war die Tatsache, dass die meisten 

Untersuchungen darauf hinwiesen, dass DPC4/SMAD4 immer am Aufbau eines funktionell 

aktiven Komplexes beteiligt waren (Aktivator). Inhibitorische SMADs wurden in 

Abhängigkeit vom Rezeptor gebundenen Liganden im Komplex ausgetauscht. Diese 

zentrale Rolle von DPC4/SMAD4 spiegelte sich auch in Mutationsanalysen 

unterschiedlicher humaner Tumore wider. Dabei wurden überwiegend DPC4 Mutationen 

nachgewiesen und nur selten Mutationen im SMAD Gen. Darüber hinaus wurde eine hohe 

Inaktivierungsfrequenz des DPC4 Gens bisher nur in Pankreaskarzinomen festgestellt. In 

20% der bisher untersuchten Pankreaskarzinome war DPC4 durch Punktmutationen und 

in 30% durch eine homozygote Deletion der DPC4 Region inaktiviert (Hahn et al. 1996). 

Ferner wurden DPC4 Keimbahnmutationen in Familien mit juveniler Polyposis 

nachgewiesen (Howe et al. 1998). Mutationen in den Tumor-Suppressor-Genen p53, 

p16INK4 und DPC4 gelten in den duktalen Pankreaskarzinomen als so genannte 

Signaturmutationen, da diese in nahezu 100% aller Pankreaskarzinome entweder einzeln 

oder in Kombination auftraten (Bardeesy et al., 2002). Das Auftreten dieser 

Signaturmutationen im zeitlichen Verlauf des Karzinogeneseprozesses beim duktalen 

Pankreaskarzinom war ein Gegenstand dieser Arbeit. 

 

1.2.3 Aneuploidie und Krebsentstehung 

Schon seit längerem gibt es Bemühungen, die Bedeutung von Aneuploidie für die 

menschliche Gesundheit zu erfassen und zu bewerten (Dellarco et al., 1985).  

Aneuploidie ist die häufigste Art der chromosomalen Abnormität und tritt bei 0,3 % der 

Neugeborenen und ungefähr 50 % der spontanen Fehlgeburten auf. Sie ist Häufigste 

Ursache für geistige Störungen und der Hauptgrund für Schwangerschaftsabbrüche 

(Abruzzo und Hassold, 1995).  

Untersuchungen zur Häufigkeit und Ursache natürlicher Aneuploidie wurden in den 

letzten Jahren durch die Entwicklung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Technik 

(FISH) zur Detektion von Aneuploidie in menschlichen Keimzellen erleichtert (Martin, 

1998).  

Aneuploide Zellen waren in einem hohen Prozentsatz auch in allen malignen Tumoren zu 

finden. So wiesen beispielsweise 98% der Karzinome des Gebärmutterhalses eine 

Abweichung von der normalen Chromosomenzahl auf. Die Frage, ob Aneuploidie eine 

Folge oder die Ursache von Krebs ist, ist seit langem umstritten (Bialy, 2001).  
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Bereits vor einem Jahrhundert wurde von Boveri Aneuploidie als Ursache von Krebs 

diskutiert. Als ein halbes Jahrhundert später nachgewiesen wurde, dass Krebszellen nicht 

klonal für Aneuploidie, aber klonal für einige Genmutationen waren, wurde diese Theorie 

aufgegeben und seither wird die Genmutation als Ursache und Aneuploidie als Folge der 

Krebsentstehung angesehen. Seit einigen Jahren ist jedoch die Aneuploidie wieder in das 

Zentrum der Untersuchung gelangt und wird immer öfter als die eigentliche Ursache der 

Krebsentstehung bezeichnet (Castro et al., 2005; Wilkens et al., 2004; Duesberg et al., 

2004) 

 

1.2.6 Translokation 

Die Tumorgenese ist häufig mit DNA-Rekombinationen assoziiert, die in Deletionen von 

Tumor-Suppressor-Genen und veränderte Expression oder Amplifikation von Proto-

Onkogenen resultieren (Sengstag, 1994). Diese Mutationen haben als Ursache die 

mitotische nicht homologe Rekombination, d.h. den Austausch zwischen nicht homologen 

DNA Regionen (Gupta et al., 1997).  

Heute ist bekannt, dass balancierte Translokationen auch zu krankmachenden Störungen 

führen können, indem Proto-Onkogene, die als normale Gene in ihrer angestammten 

Umgebung häufig für die Kontrolle der Zellproliferation verantwortlich sind, durch 

Translokationsereignisse (Verbindung mit anderen Genen) in Onkogene umgewandelt 

werden können. Sie sind die Ursache für die Entstehung von vielen Tumoren und 

Krebsarten, weil sie in anderer Umgebung eine ganz andere Wirkung erzielen. Ein 

Beispiel dafür ist die reziproke Translokation zwischen den langen Armen von 

Chromosom 9 und 22. Dadurch entsteht aus einem Proto-Onkogen ein Onkogen, welches 

für die unkontrollierte Vermehrung von Leukozyten bei der chronisch myeloische 

Leukämie (CML) verantwortlich ist. Bei der Pathogenese der Erkrankung spielt eine 

spezifische Translokation in weißen Blutzellen, eine reziproke Translokation von Stücken 

zwischen den Chromosomen 9 und 22, die zu einem verkürztem Chromosom 22 führt, 

dass als Philadelphia-Chromosom bekannt geworden ist, eine wichtige Rolle. Als Resultat 

der Translokation wurde eine Verschmelzung des ABL Gens von Chromosom 9 mit einem 

Gen auf Chromosom 22 gefunden. Die Region der Fusion der beiden Genen bekam den 

Verlegenheitsnamen BCR (breakpoint cluster region) (Sowerby et al., 1993; Chissoe et 

al., 1995). Chronischer B-Zelltumore auch follikuläres Lymphom genannt, wiesen als 

pathogenetisches Merkmal die chromosomale Translokation t (14;18) (q32;q21) auf 

(Jaeger et al., 1994). Die Gene die hier verbunden wurden, sind das Gen für die 

schweren Ketten des Immunglobulins (IgH) auf dem Chromosom 14 und das Gen Bcl-2 

auf dem Chromosom 18 (Wyatt et al., 1992).  

In dieser Arbeit sollte geklärt werden, ob Translokationsprozesse im Zusammenhang mit 

dem Auftreten der Therapieresistenz beim Prostatakarzinom stehen. 
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1.3 Theorien zur Entstehung erworbener Hormonresistenz beim 

Prostatakarzinom 

Die molekularen Ursachen der erworbenen Hormonresistenz sind noch nicht geklärt. Es 

werden verschiedene Mechanismen wie ein hormon resistent prostate cacinoma (HRPC) 

entstehen kann diskutiert.  

Ein möglicher Mechanismus, wie der Prostatakrebs die Androgenablation umgeht, wird 

durch eine Steigerung der Sensibilität der Krebszellen gegenüber sehr niedrigem 

Androgen Level erreicht (Visakorpi et al., 1995). Dies kann durch erhöhte Androgen-

Rezeptor (AR) Amplifikation oder verstärkte Affinität gegenüber Androgenen der ARs 

erreicht werden. Ein weiterer potentieller Mechanismus, um den Mangel an 

zirkulierendem Testosteron zu umgehen, ist die Erhöhung der 5-α-Reduktase Tätigkeit, 

damit mehr Testosteron in das aktivierte Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt wird 

(Abb. 2a) (Makridakis et al., 1997). Solche Tumore sind nicht komplett Androgen 

unabhängig, sondern nur an ein sehr niedriges Androgenniveau im Blut adaptiert.  

Andere Formen der Androgenunabhängigkeit werden durch Mutationen im AR-Gen 

erreicht. Diese Mutationen ziehen eine Verringerung der Spezifität des AR nach sich, so 

dass eine Aktivierung des AR auch von anderen nicht-Androgen Steroiden erreicht 

werden kann (Abb. 2b promiscuous pathway) (Buchanan et al., 2001). Es wird davon 

ausgegangen, dass Mutationen, die eine Funktionsstörung hervorrufen, relativ häufig 

auftreten (Feldmann et al., 2001). Des Weiteren können mutierte ARs durch Liganden 

unabhängige Mechanismen aktiviert werden (Abb.2c outlaw pathway) (Gregori et al., 

2001). So können z.B. Wachstumsfaktoren wie IGF1 (insulin-like-growth-factor-1) und 

EGF (epidermal growth factor) den AR aktivieren und somit Zielgene beeinflussen in 

Abwesenheit von Androgen  Growth-factor-activated outlaw pathway. Beim Receptor-

tyrosine-kinase-activated outlaw pathway erfolgt die Aktivierung des AR über eine 

Rezeptor-Tyrosin-Kinase wie z.B. HER-2/neu, die im Zuge der Erkrankung differenziell 

reguliert sein kann. HER-2/neu aktiviert indirekt eine mitogen-activierte Protein Kinase 

(MAPK). Die MAPK ist in der Lage den AR zu aktivieren und so einen Androgen 

unabhängigen outlaw Rezeptor zu generieren. Ein weiterer outlaw Mechanismus ist in 

diesem Zuge die Aktivierung des AR über AKT (Protein Kinase B). Hier führt die 

Aktivierung einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase, wie HER-2/neu, zu einem Anstieg des 

Phosphatidylinositol (3,4,5)-Triphosphat durch Aktivierung der Phosphatidyinositol-3-

Kinase (PI3K). Es konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Tumoren unter Anderem 

auch in Prostatakarzinomen das Tumor-Suppressor-Gen PTEN inaktiviert vorliegt. Diese 

Lipid Phosphatase senkt normalerweise PI3K, das ein second messenger für AKT darstellt 

(Culig et al., 1994; Stambolic et al., 1998; Maehama et al., 1999; Graff et al., 2000). Ein 

Verlust von PTEN bedeutet eine gesteigerte AKT Aktivität, die wiederum das Apoptose 

Signal hemmt. AKT hat ferner Einfluss auf die Zellzyklus Kontrolle indem es p27 inhibiert 

(Medema et al., 2000).  
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Ein vierter Mechanismus (bypass pathway) umgeht den AR komplett. So kann z.B. BCL2, 

das nachweislich in Prostatakarzinomen differenziell exprimiert wird, zur 

Gewebeproliferation beitragen indem es die Apoptose blockiert (McDonnell et al., 1992) 

(Abb. 2d).  

Der fünfte Pathway geht auf die Anwesenheit von Zell-Populationen zurück, die von Natur 

aus Androgen unabhängig sind, z.B. epitheliale Stammzellen. Die Gegenwart dieser 

Zellen kann dazu führen, dass eine Androgensupplemierung versagt. Wenn diese Zellen 

der Ursprung des Prostatakarzinoms sind, gehen in Abwesenheit von Androgen die 

androgenabhängigen Zellen zu Grunde, aber die androgenunabhängigen, malignen 

epithelialen Stammzellen überleben. Dies kann zum Wachstum eines hormonresistenten 

Tumors führen(Abb: 2e) (Isaacs 1999). 

 

 

 

Abb. 2: Fünf mögliche Mechanismen des Androgenunabhängigen Wachstums bei Prostatakarzinomen (nach 
Feldman et al., 2001) 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 Untersuchte Gewebe 

2.1.1 Das Pankreas 

Das Pankreas liegt in Höhe des ersten und zweiten Lendenwirbelkörpers, hinter dem 

Magen. Die Ventralfläche ist mit Peritoneum überzogen und die Dorsalfläche sekundär 

mit der hinteren Bauchwand verwachsen. Das Pankreas ist eine gemischt exokrin-

endokrine seröse Drüse von etwa 15 bis 20 cm Länge und 60 bis 80 g Gewicht. Es 

werden drei Anteile unterschieden: Kopf (Caput pancreatis), liegt in der C-förmigen 

Curvatur des Duodenums. Körper (Corpus pancreatis), liegt vor der Wirbelsäule, in Höhe 

des ersten und zweiten Lendenwirbelkörpers. Schwanz (Cauda pancreatis), reicht bis 

zum Milzhilium 

Der Hauptausführungsgang der Bauchspeicheldrüse, der Ductus pancreaticus mündet 

gemeinsam mit dem Gallenausführungsgang, dem Ductus choledochus, auf der Vater-

Papille ins Duodenum.  

Das Pankreas besteht aus zwei voneinander weitgehend unabhängig arbeitenden 

Bereichen. Es werden ein exokriner und ein endokriner Anteil unterschieden. Der 

exokrine Teil produziert ca. 1,5 Liter Pankreassekret pro Tag, der über das 

Pankreasgangsystem in den Zwölffingerdarm abgegeben wird. Er enthält die 

Verdauungsenzyme, wie Amylasen, Lipasen und Proteasen.  

In ihrem endokrinen Teil produziert das Pankreas in besonderen Strukturen, den 

Langerhans-Inseln, die Hormone Insulin und Glukagon, die den Blutzuckerspiegel regeln 

und kontrollieren. 

 

2.1.2 Das duktale Pankreaskarzinom 

Das duktale Adenokarzinom ist bei weitem der häufigste im Pankreas diagnostizierte 

Tumortyp (85-90% der Pankreastumoren)(Cubilla und Fitzgerald, 1984). In der 

Häufigkeit Tumor bedingter Todesfälle liegt es an fünfter Stelle mit einer 5-Jahres-

Überlebensrate von 2-5% (Wadle et al., 2006, Wagner et al., 1999). Operierte 

Karzinome sind zu 80-90% im Pankreaskopf lokalisiert, da sie früher symptomatisch 

werden (schmerzloser Ikterus, epigastrische Schmerzen mit Ausstrahlung in den 

Rücken). Karzinome im Pankreaskörper und -schwanz haben bei Diagnosestellung meist 

schon metastasiert. Die meisten Pankreaskarzinome sind mäßig bis hoch differenziert 

und führen zu einer deutlichen desmoplastischen Stromareaktion (derbe Konsistenz). 

Hochdifferenzierte Tumoren können sehr ähnlich aussehen wie eine chronische 

Pankreatitis. Im Gegensatz zur Pankreatitis sind die neoplastischen Drüsen verformt oder 
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rupturiert und zeigen zelluläre Atypien (große polymorphe Kerne mit prominenten 

Nucleolen). Die Tumordrüsen sind unregelmäßig im Stroma angeordnet und nicht lobulär 

wie in der Pankreatitis. Nicht selten ist eine Nervenscheideninvasion nachweisbar. 

Gelegentlich zeigen die Gänge im tumorfreien Parenchym dysplastische Veränderungen 

oder der Tumor breitet sich intraduktal entlang des Pankreasganges aus. (Bohming et al., 

1999) (Abb. 3) 

Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt zwischen 60 und 70 Jahren. Das 

Pankreaskarzinom trägt mit seiner extrem schlechten Prognose wesentlich zu den 

Karzinom bedingten Todesfällen bei. Ein erhöhtes Karzinomrisiko wird beobachtet bei 

chronischer Pankreatitis, exzessivem Alkoholkonsum, nach partieller Gastrektomie, bei 

Rauchern und bei fett- und fleischreicher Ernährung. Häufigste Symptome sind 

ungewollter Gewichtsverlust, Rücken- oder Abdominalschmerzen und Ikterus.  

Diagnostik: Sonographie, Abdomen CT, ERCP, Probelaparotomie oder Laparoskopie 

finden in der Diagnostik Anwendung.  

Therapie: Eine Operation in kurativer Absicht ist nur bei 10-15% der Patienten möglich. 

Als palliative Eingriffe zur Therapie der Cholestase werden biliodigestive Anastomosen 

oder endoskopische Stenteinlagen vorgenommen. 

Die frühe Erkennung eines Pankreaskarzinoms ist entscheidend. Eine wirksame 

Früherkennung, ähnlich bei Tumoren des endoskopisch gut einsehbaren oberen und 

unteren Gastrointestinaltrakts, existiert für das Pankreaskarzinom nicht. 

 

Abb. 3: Duktales Pankreaskarzinomgewebe. Unregelmäßige Anordnung der Drüsen (keine Läppchenarchitektur 
erkennbar). Teils kribriforme Tumordrüsen mit ausgeprägten Zellatypien und Kerngrößenschwankungen. Ein 
Teil der Drüsenlumina enthält nekrotische Tumorzellen. Die Tumorinfiltrate liegen eingebettet in reichlich 
desmoplastisches Stroma. (HE, 200x) 
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2.1.3 Die Chronische Pankreatitis 

Die chronische Pankreatitis ist eine meist über Jahre und Jahrzehnte verlaufende 

destruktive chronisch-entzündliche Erkrankung, welche nach wiederholter Schädigung 

des Pankreasgewebes entsteht. Es kommt hierbei histologisch zur Destruktion von 

Ausführungsgängen, zur Schädigung der Azini gefolgt von einem schleichenden narbigen 

Umbau des Pankreasgewebes. Unter wechselnder Schmerzsymptomatik kann das zu 

einer irreversiblen Schädigung des Organs mit der Folge einer exokrinen und endokrinen 

Insuffizienz führt. Die chronische Pankreatitis tritt pro Jahr als behandlungsbedürftige 

Erkrankung bei etwa 4 bis 8 Fälle/100.000 Personen auf (Klöppel et al., 2005).  

Zu den ätiologischen Risikofaktoren gehören toxisch-metabolische Prozesse, wie 

übermäßiger Alkoholkonsum. Etwa 80 % der chronischen Pankreatitiden sind 

alkoholtoxisch bedingt. Weitere seltenere Ursachen sind genetische Erkrankungen, 

speziell Mutationen im kationischen Trypsinogen Gen (PRSS1), dem pankreatischen 

Trypsininhibitor Gen (SPINK1) oder dem CFTR Gen bei zystischer Fibrose. Hierdurch 

kommt es zu einer vermehrten Autoaktivierung von Trypsinogen im Gewebe. Weitere 

Ursachen sind autoimmune Prozesse, anatomische Varianten mit Abflussstörung, 

Hypercalzämie und idiopathische Ursachen (Whitcomb et al., 1996; Witt et al., 2000; 

Etemad et al., 2001; Klöppel et al., 2005). 

Die Assoziation zwischen dem langjährigen Bestehen einer chronischen Pankreatitis und 

der Entstehung eines Pankreaskarzinoms wird seit über 50 Jahren diskutiert (Comfort et 

al., 1954). Große epidemiologische Studien haben das Bestehen einer chronischen 

Pankreatitis als signifikanten Risikofaktor für die Entstehung eines Pankreaskarzinoms 

belegt, wobei das Risiko nach 10 Jahren etwa 1,8% beträgt und sich nach 20 Jahren auf 

etwa 4% steigert (Lowenfels et al., 1993, 1997). Ferner wurde auch beim Vorliegen 

anderer hereditär bedingter chronischer Pankreatitiden ein deutlich erhöhtes Risiko (bis 

40%) zur Entstehung eines Pankreaskarzinoms gefunden (Howes et al., 2000). Als 

hypothetischer pathogenetischer Mechanismus wird eine chronische zelluläre 

Dysfunktion, Entzündung und ein gesteigerter Zellumsatz bei erhöhter Proliferationsrate 

diskutiert (Lowenfels et al., 1993; Bardeesy und DePinho 2002). Erhöhte 

Proliferationsraten normaler Zellpopulationen fördern sehr wahrscheinlich die Entstehung 

von Tumoren (Preston-Martin et al., 1990). Das duktale Pankreaskarzinom ist tatsächlich 

sehr häufig mit einer chronischen Pankreatitis im nicht Karzinom befallenen Gewebe 

assoziiert, wobei dies jedoch auch durch eine Obstruktion des Gangsystems durch den 

Tumor bedingt sein kann. Ausgehend von diesen Daten wäre es von großem Wert, einen 

verlässlichen, einfachen und möglichst nicht invasiven Screening Test, zur Überwachung 

dieser Patientenpopulation zu besitzen. Dies ist bisher nicht der Fall (Howes et al. 2000). 

Histologisch können sowohl in Geweben mit Pankreaskarzinom als auch in Geweben mit 

chronischer Pankreatitis klonale Neoplasien, so genannte Vorläuferläsionen, gefunden 
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werden. Diese Läsionen, so genannte Pancreatic Intraepithelial Neoplasias (PanIN), 

weisen zusätzlich Kennzeichen einer Atypie auf, wie nukleäre Pleomorphismen und 

Hyperchromasie (Hruban et al., 2001).  

PanINs sind papilläre oder flache nicht invasive epitheliale Neoplasien in den 

Pankreasgängen. Sie sind charakterisiert durch kubisches bis zylindrisches Epithel mit 

variablem Muzingehalt sowie variablen zytologischen und architektonischen Atypien. 

PanINs sind in der Regel in Gängen von weniger als 5 mm im Durchmesser zu finden und 

somit zumeist makroskopisch und klinisch nicht zu erkennen. Diese Tatsache ist 

insbesondere für die Früherkennung von PanINs von Bedeutung. 

2.1.4 Das Kolon 

Das Kolon besteht aus vier Abschnitten: Dem etwa 25 cm langen im rechten Bauchraum 

aufsteigenden Colon ascendens, dem im linken Bauchraum absteigendem ca. 30 cm 

langen Colon descendens und dem zwischen diesen beiden Abschnitten liegenden 50 cm 

langen Querdickdarm (Colon transversum).  

Die Aufgabe des Dickdarms besteht in der Eindickung des verdauten Nahrungsbreis durch 

Wasserentzug und der Rückresorption von Mineralsalzen, sowie der Bildung von 

Transportschleim und die Ausscheidungsfähigkeit für Schwermetalle und Phosphate. Die 

Gliederung der Darmwand erfolgt in vier Schichten: 1. der Tunika mucosa mit einem 

einschichtigen hochprismatischen Epithel (Lamina epithelialis mucosae) mit eingelagerten 

Becherzellen, die vom Schleimhautbindegewebe (Lamina propria) unterlagert ist. Dieses 

wird von einer dünnen Schicht glatter Muskulatur umhüllt (Lamina muscularis mucosae). 

Die Dickdarmschleimhaut bildet keine Zotten aus, wie sie im Dünndarm zu finden sind, 

sondern besitzt kurze, gerade und unverzweigte Drüsenschläuche (Krypten). Außerdem 

zeigen die Saumzellen des Epithels einen deutlichen Bürstensaum als Ausdruck der 

stattfindenden Resorption. 2. Der Tunika submucosa, bestehend aus einer lockeren 

Verschiebeschicht mit Nerven und Gefäßen. 3. Der Tunika muscularis mit einer inneren 

Ring- und einer äußeren Längsmuskelschicht. 4. Der Tunika serosa, welche ein Überzug 

des visceralen Blattes des Peritoneums darstellt. 

 

2.1.5 Das Kolonkarzinom 

Etwa 90% der kolorektalen Karzinome entwickeln sich aus gutartigen 

Kolonschleimhautadenomen durch Akkumulation bestimmter genetischer 

Veränderungen: Adenom-Karzinom Sequenz (chromosomale Instabilität). Die 

Entwicklung des Kolonkarzinoms ist durch aufeinander folgende Mutationsschritte 

gekennzeichnet. Die Mutation des APC Gens (adenomatous polyposis coli-suppressor 

gene) ist der erste Schritt in der Progression vom Adenom zum Karzinom. Bei der 

familiären Polyposis coli liegt eine Keimbahnmutation des APC Gens vor. In der Folge 
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kommt es zu Mutationen des K-ras Gens, des p53 Gens und schließlich zu Deletionen von 

Chromosom 18q. Ein zweiter Entstehungsweg von Kolonkarzinomen, der sich beim 

HNPCC (hereditary non polyposis colorectal cancer syndrome) Syndrom aber auch bei 

einem Teil der nicht hereditären Karzinome findet, ist der Ausfall eines Mismatch Repair 

Gens (Mutator Pathway). Wegen des Ausfalls des Reparaturgens werden spontane 

somatische Mutationen nicht mehr repariert. Insertionen und Deletionen akkumulieren 

und führen so zu einer genomische Instabilität. Der Verlust eines Reparaturgens ist 

immunhistochemisch feststellbar. Die daraus resultierende Mikrosatelliteninstabilität kann 

der Molekularpathologe nachweisen. Die Indikation für eine molekulargenetische 

Weiterabklärung ist dann gegeben, wenn der Patient die Bethesda Kriterien erfüllt 

(anamnestische, klinische und pathologische Merkmale). 

Die meisten Adenokarzinome des Kolons bilden Drüsen mit hochprismatischem Epithel. 

Die Drüsenlumina enthalten oft nekrotischen Detritus und variable Mengen von Schleim. 

Der intraluminale Detritus findet sich oft auch in den Metastasen und gibt einen 

morphologischen Hinweis auf den Primärtumor. Es gibt verschiedene histologische 

Subtypen wie muzinöse Karzinome, Siegelringkarzinome, medulläre Karzinome oder 

adenosquamöse Karzinome. Bestimmte Befunde weisen auf mikrosatelliteninstabile 

Tumoren hin: Wenig differenziertes medulläres Karzinom, zwei oder mehr 

morphologische Muster nebeneinander, Vermehrung der intra- und peritumoralen 

Lymphozyten, Lokalisation des Tumors im rechtsseitigen Kolon.  

Die Inzidenz ist deutlich erhöht in Ländern wie USA, Australien und Westeuropa im 

Vergleich zu Asien, Afrika und Südamerika. Darmkrebs ist in Deutschland bei Frauen die 

zweithäufigste Krebserkrankung (16,7 %), bei Männern die dritthäufigste (16,1 %). 

Jährlich erkranken über 27.000 Männer und ca. 30.000 Frauen neu an Darmkrebs. In 

Deutschland blieben die Neuerkrankungsraten für Männer und Frauen in den letzten 20 

Jahren etwa konstant. Die altersstandardisierte Inzidenz je 100.000 (Europabevölkerung) 

an bösartigen Neubildungen des Kolons beträgt etwa 47,1 für Männer pro Jahr und etwa 

30,3 für Frauen pro Jahr. Die altersstandardisierte Inzidenz je 100.000 

(Europabevölkerung) an bösartigen Neubildungen des Rektums beträgt etwa 30,9 für 

Männer pro Jahr und etwa 18,4 für Frauen Das mittlere Erkrankungsalter für Darmkrebs 

beträgt bei den Männern 67, bei Frauen 72 Jahre. Darmkrebs ist bei Frauen mit 15,4 % 

und bei Männern mit 12,6 % die zweithäufigste Krebstodesursache. Die 

altersstandardisierte Mortalität je 100.000 (Europabevölkerung) an Kolonkarzinomen 

betrug 1997 für Männer ca. 21,3 und für Frauen ca. 15,3. Für Rektumkarzinome lag sie 

bei 10,8 für Männer und bei 5,9 für Frauen (Krebsregister Saarland, 1998). 

Risikofaktoren sind Alter, fett- und cholesterinreiche Ernährung, entzündliche 

Darmerkrankungen (vor allem Colitis ulcerosa), vorausgegangenes Kolonkarzinom, 

Alkoholabusus >45g/Tag. (Giovannucci et al., 1993). Eine besondere Korrelation scheint 
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zwischen dem Auftreten von Rektumkarzinomen und Bierkonsum zu bestehen. 

Biertrinker, ab einem Genuss von 15 oder mehr Litern pro Monat, haben ein 1,3 bis 

1,9fach erhöhtes Risiko (Carstensen et al. 1990). 

Protektiv wirken Früchte, Gemüse, körperliche Aktivität und die Einnahme nicht 

steroidaler Antirheumatika. Das Risiko für ein Kolonkarzinom beginnt ab einem Alter von 

40 Jahren zu steigen. Bei Patienten <50 Jahre muss an die Möglichkeit einer genetischen 

Prädisposition gedacht werden. Eine genaue Familienanamnese ist deshalb wichtig. Bei 5-

10% der Patienten besteht eine autosomal-dominant erbliche Veranlagung. Dazu 

gehören das HNPCC (hereditary non polypous colorectal cancer)-Syndrom = Lynch 

Syndrom, die familiäre adenomatöse Polyposis und verschiedene hamartomatöse 

Polyposen. Kolonkarzinome können lange asymptomatisch sein. Am häufigsten klagen 

die Patienten über Bauchschmerzen, oder veränderte Stuhlgewohnheiten. Bei 30% sind 

okkulte Blutungen nachweisbar und 15% der Patienten haben eine mechanische 

Obstruktion. Rechtsseitige Tumoren sind meist größer und tendieren zu Blutungen. 

Linksseitige Tumoren führen eher zu einer Obstruktion. Als Screeninguntersuchung zur 

Frühdiagnose wird die Durchführung einer Koloskopie alle 10 Jahre ab dem 50. Altersjahr 

empfohlen. Bei hereditären Tumoren oder nach vorausgegangenem kolorektalem 

Karzinom sind häufigere Koloskopien indiziert. 

Die chirurgische Therapie des Kolonkarzinoms unter kurativer Zielsetzung besteht in der 

Resektion des tumortragenden Kolonsegmentes mit dem regionalen Lymphabflussgebiet, 

gegebenenfalls unter Mitentfernung adhärenter Organe. Die Resektion von (syn- und 

metachronen) Fernmetastasen (Leber, Lunge, u.a.) in kurativer Absicht ist indiziert, 

sofern eine vollständige Resektion möglich und das Risiko des Eingriffs vertretbar ist. 

Durch die Einführung zahlreicher neuer Medikamente konnte in den letzten Jahren das 

Überleben auch bei fortgeschrittenen Tumoren deutlich verbessert und können einen Teil 

der Lokalrezidive verhindern. Bei Patienten mit familiärer Polypose, multiplen Adenomen 

oder Karzinom bei Colitis ulcerosa wird eine totale Kolektomie vorgenommen.  

Die Prognose hängt ab vom Tumorstadium, von der Anzahl untersuchter Lymphknoten 

(je mehr Lymphknoten untersucht werden, desto besser die prognostische Aussagekraft), 

Vollständigkeit der Resektion, präoperativer CEA Wert. 
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Grundsätzlich kann ein Tumor in jedem Darmabschnitt entstehen. Maligne Tumore 

entwickeln sich dabei hauptsächlich aus der Darmschleimhaut (Tunica mucosa). 

Hinsichtlich ihrer Häufigkeit, der Behandlung und der Prognose unterscheiden sich die 

Karzinome in den genannten Regionen zum Teil erheblich voneinander. Tumoren im 

Dünndarm sind außerordentlich selten, während Kolonkarzinome und Rektumkarzinome 

(zusammengefasst kolorektale Karzinome) sehr häufig sind. Karzinome im Analbereich 

machen nur etwa zwei Prozent aller Darmkarzinome aus (Abb. 5)  

 

Abb. 5: Prozentuale Verteilung der Darmkrebslokalisationen. Jena Pharm 2007 

 

Die meisten kolorektalen Karzinome entwickeln sich aus Adenomen (Darmpolypen) im 

Rahmen der Adenom-Karzinom-Sequenz. Unter diesem Begriff wird eine regelhafte 

Abfolge von Veränderungen der Kolonschleimhaut normaler Morphologie über eine 

niedriggradige und hochgradige Dysplasie bis hin zum invasiven Karzinom 

Abb. 4: Kolorektalkarzinom (gelbe Linie) 
Polyp (gelb gestichelte Linie 
http://www.m-ww.de/krankheiten/krebs/darmkrebs.html 
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zusammengefasst (Jackman et al., 1951; Hermanek 1992; Morson 1974). Vogelstein et 

al. (1988) haben ein genetisches Modell der sequentiellen Akkumulation genomischer 

Läsionen bei der Genese eines klorektalen Karzinoms entwickelt. Dieses Modell beruht 

auf der Erkenntnis, dass kolorektale Karzinome unter Anderem aus der Aktivierung von 

Onkogenen in Kombination mit einer Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen 

entstehen. Ferner sind Mutationen in mindestens fünf Genen notwendig, wobei die 

Akkumulation der Mutation und nicht die zeitliche Abfolge entscheidend für den malignen 

Phänotyp des Tumors ist. Des Weiteren ist bekannt, dass mutierte Tumor-Suppressor-

Gene in einigen Fällen auch im heterozygoten Status Einfluss auf den Phänotyp der Zelle 

haben. Außerdem sind kolorektale Karzinome monoklonalen Ursprungs, d.h. sie 

entstehen durch klonale Expansion einer Zelle (Fearon et al., 1990). Es werden bis heute 

zwei verschiedene Grundmechanismen der Entstehung kolorektaler Karzinome 

beschrieben:  

1. Der so genannte gatekeeper pathway (Kinzler et al., 1995), der der von Vogelstein et 

al. Beschriebenen Akkumulation von Mutationen von Proto-Onkogenen wie z.B. K-ras, 

MYC, ERB und SRC und Tumor-Suppressor-Genen wie APC, MCC, p53 und Nm32 sowie 

einer Veränderung epigentischer Regulationsmechanismen der Genexpression, wie z.B. 

die der DNA-Methylierung (Fearon et al., 1990; Herman et al 1995).  

2. Der als caretaker pathway bezeichnete Mechanismus (Kinzler et al., 1997) basiert auf 

einer Mutation eines misatch-repair-Gens (msh1, msh3, msh6, mlh1, pms1, pms2,), die 

während der Replikation entstandene Basenfehlpaarungen beheben. (Bronner et al., 

1994; Fishel et al., 1993, Ikeda et al., 1998). Dieser Zustand wird als replication error 

positive (REP+) bezeichnet. Bei einer Inaktivierung der mismatch-repair-Gene 

akkumulieren Mutationen in der Zelle, wodurch sich ein maligner Zellphänotyp 

entwickelt. Diese beiden Mechanismen sind nicht streng voneinander getrennt zu 

betrachten, denn es sind verschiedene Überschneidungen bekannt. So scheint z.B. das 

APC Protein auch die Fähigkeit zu besitzen als caretaker zu agieren und DNA-mismatch-

repair-Gene scheinen direkten Einfluss auf die Zellproliferation zu haben (Fishel et al., 

1998, 2001; Fodde et al., 2001). Es gibt außerdem alternative oder ergänzende 

Konzepte wie den serrated pathway bei dem eine Inaktivierung von verschiedenen Genen 

durch eine Methylierung in den Vordergrund gestellt wird (Jass et al., 2002).  

Die Charakteristika der Entstehung von Kolonkarzinomen sind in Abb. 6 dargestellt. 
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Abb. 6: Karzinogenese-Stadien beim kolorektalen Karzinom. Oben: Stadien der Tumorentstehung bei 
sporadischen CRC (Tumor-Suppressor Pathway). Ausgangspunkt ist eine Mutation im APC-Gen, gefolgt von 
weiteren Funktionsverlusten in Zellzyklus regulierenden Genen (DCC, K-ras, p53).  
Unten: Tumorstadien bei MMR-Defizienz als Entstehungsursache beim replication error pathway. Ausfall von 
MMR-Genen bewirkt MSI gefolgt von weiteren Gen-Ausfällen. Beschleunigte Tumorinitiierung ohne eine 
gegenüber dem klassischen Pathway erhöhte Wachstumsrate (Vogelstein et al., 1988). 
 

2.1.6 Die Prostata 

Die Prostata, ist eine muskuläre, ca. vier Zentimeter große walnussförmige Drüse. Sie 

sitzt direkt unterhalb der Harnblase und umschließt dort ringförmig die Harnröhre. Ihr 

Sekret bildet den Großteil der Samenflüssigkeit und stimuliert die Beweglichkeit der 

Spermien. Der Prostatakrebs entsteht meist aus dem Drüsengewebe. Bei einem 

zwanzigjährigen Mann wiegt die Prostata etwa 20 Gramm. Ihr Gewicht nimmt im Laufe 

des Lebens zu und kann auf über 100 Gramm anwachsen. Sie liegt zwischen der 

Harnblase und dem Beckenboden, der hier den äußeren Schließmuskel der Harnröhre 

bildet. Hinter ihr befindet sich der Mastdarm, vor ihr der Unterrand des Schambeins, mit 

dem sie fest verbunden ist. Die Prostata besteht aus zahlreichen Drüsen, gefäßreichem 

Bindegewebe und Muskelfasern, eingehüllt in eine feste, bindegewebige Kapsel. Die 

Drüsen werden nach ihrer Lage in Außen- und Innendrüsen eingeteilt, ihre 

Ausführungsgänge münden einzeln in die Harnröhre neben dem Samenhügel. Der 

Samenleiter und der Ausführungsgang der Samenblase bilden zusammen das 

Spritzkanälchen, das die Prostata durchzieht und auf dem Samenhügel mündet 

 

2.1.7 Das Prostatakarzinom 

Typischerweise sind Prostatakarzinome in der Außenzone der Prostata lokalisiert. 

Makroskopisch imponieren sie als periphere, gelbe, harte Areale. Histologisch ist das 

Karzinom meist drüsig aufgebaut. Das Ausmaß der Drüsenbildung ist wichtig für die 

Bestimmung des Differenzierungsgrades nach Gleason. Der Differenzierungsgrad ist von 

prognostischer Bedeutung. Das Fehlen von Basalzellen im Karzinom und der Nachweis 

von basophilem intraluminalem Sekret ist wichtig für die Abgrenzung gegen normale und 
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präkanzeröse Prostata. Basalzellantikörper helfen das Fehlen oder Vorhandensein von 

Basalzellen besser zu beurteilen und somit die Karzinomdiagnose zu erleichtern. Häufig 

zeigen Karzinomzellen prominente Nucleolen. Die Herkunft eines metastasierenden 

Adenokarzinoms aus der Prostata lässt sich immunhistochemisch mit Antikörpern gegen 

Prostata spezifisches Antigen (PSA) und Prostata spezifische saure Phosphatase (PSAP) 

beweisen.  

In mehreren Studien ist eine Assoziation zwischen fettreicher, faserarmer Ernährung und 

Prostatakarzinom-Inzidenz nachgewiesen worden (Walsh et al., 2000; Whittemore et al, 

1995). Bei Ostasiaten, deren Ernährung auf Sojaprodukte, Reis und Gemüse basiert ist 

die Inzidenz sehr gering. Ein Erklärungsansatz basiert auf dem in dieser Nahrung 

reichlich enthaltenen Phytoöstrogen (Isoflavonoide, Lignane) das 5-α-Reduktase enthält 

und damit die Konvertierung des Testosterons in seine aktiven Metaboliten hemmt. 

Die Familienanamnese eines Prostatakarzinoms erhöht das Risiko der Erkrankung um das 

3- bis 6fache (Bratt 2000). Das Risiko steigt auf das 9fache an, wenn bei 

Blutsverwandten 1. und 2. Grades ein Prostatakarzinom auftrat (Steinberg et al., 1990).  

Symptome fehlen lange. In Spätstadien kommt es zur Obstruktion der Harnwege mit 

Hydronephrose und Urosepsis. Knochenmetastasen verursachen Schmerzen und 

pathologische Frakturen.  

Die Diagnosestellung erfolgt durch Nadel- (Core) Biopsie bei Patienten mit erhöhtem PSA 

im Serum. Problematisch ist die heute einfacher gewordene Frühdiagnose, da dank PSA 

Bestimmung zahlreiche klinisch nicht relevante Tumoren entdeckt und gelegentlich 

überbehandelt werden. Wenn der Tumor organbegrenzt ist, kann eine radikale 

Prostatektomie in kurativer Absicht durchgeführt werden. Eine Strahlentherapie kann 

sowohl in Frühstadien als auch bei fortgeschrittenen Karzinomen zur Anwendung 

kommen.  

Wichtig für die Prognose sind Tumorstadium und Differenzierungsgrad (Gleason siehe 

Material und Methoden). Weiter prognoserelevant ist die Wachstumsgeschwindigkeit 

(Ki67 Labeling Index) sowie die Expression gewisser Onkogene z.B. bcl2 oder Tumor-

Suppressor-Gene wie p53 durch die Tumorzellen.  

Die Therapie richtet sich nach der Art und Ausbreitung des Tumors. Zur Bezeichnung der 

Tumorstadien wird die internationale TNM-Klassifikation verwendet (siehe Material und 

Methoden). Drei Merkmale des Tumors sind darin zur Stadieneinteilung wichtig: Die 

Tumorgröße, die Zahl der von Metastasen betroffenen Lymphknoten sowie das 

Vorhandensein von Tochtergeschwülsten in anderen Organen (Fernmetastasen). 

Es gibt folgende Möglichkeiten der Hormontherapie: 

• Unterdrückung der Bildung von Testosteron durch Kastration; möglich sind die 

chirurgische Entfernung des Hodengewebes unter Belassung der Hodenkapsel 

sowie eine medikamentöse Kastration mit LHRH-Antagonisten 
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• Blockade der Wirkung von körpereigenen Geschlechtshormonen an den 

Tumorzellen durch die Gabe von Antiandrogenen 

• Gabe von weiblichen Geschlechtshormonen (Östrogenen), um dem männlichen 

Testosteron entgegenzuwirken 

• Chemotherapie 

Zu den unterschiedlich stark ausgeprägten Nebenwirkungen einer Hormontherapie zählen 

Libidoverlust, Erektionsschwierigkeiten, Hitzewallungen, mentale Beeinträchtigung, 

nachlassender Bartwuchs und häufig schmerzhaften Brustschwellungen. 

Bei Hormon resistenten Prostatakarzinomen ist der Tumor nicht bzw. nicht mehr für 

Hormone sensibel und die Blockade von Testosteron daher keine Wirkung hat, kann bei 

30-50% dieser Fälle durch die Einnahme eines Zytostatikums (Chemotherapie) 

Besserung erzielt werden. 

Der äußere Drüsenanteil der Prostata und Prostatakrebszellen sind von Androgen 

abhängig, um wachsen und überleben zu können. Androgene sind die wichtigsten 

Regulatoren für das Verhältnis zwischen der Zellproliferation und dem Zelltod.  

Der größte Teil des im Blut zirkulierenden Androgens ist Testosteron, welches 

überwiegend von den Leydigzellen des Hodens gebildet wird. Hier ist das Testosteron fast 

ausschließlich an Albumin und Sex-Hormon-bindendes-Globulin (SHBG) gebunden. Wenn 

das Testosteron in die Prostatazellen eintritt werden 90% des Testosterons vom Enzym 

5-α-Reduktase (SRD5A2) in Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt. DHT hat eine sehr 

viel höhere Bindungsaffinität zum Androgenrezeptor (AR) als Testosteron. Der AR besteht 

aus einer Aktivierungsdomäne, einer Ligand-bindenden-Domäne und einer DNA-

bindenden-Domäne. Ebenso wie andere Rezeptoren ist der AR im inaktiven Zustand an 

Heat-shock-proteine (HSP) gebunden, die ein Binden an die DNA verhindern. Das Binden 

von DHT an den Androgenrezeptor hat eine Dissoziation des AR vom HSP zur Folge. 

Der dimerisierte AR kann allein oder zusammen mit Co-Aktivatoren wie z.B. ARA70 an 

den androgenspezifischen Promotorsequenzen binden. Die Aktivierung oder Repression 

der Ziel-Gene hat eine biologische Antwort, wie z.B. Wachstum, Erhaltung der Zelle oder 

die Produktion von Prostata spezifischen Antigenen (PSA) zur Folge (Abb. 7).  

Die primäre Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms besteht in der 

Androgenablation, die chirurgisch und medikamentös erreicht werden kann. Durch die 

Androgenablation wird die Rate der Zellvermehrung reduziert und das Sterben der Zellen 

erhöht sich. Diese antihormonelle Therapiestrategie erreicht bei mehr als 75% der 

betroffenen Patienten eine Stabilisierung der Erkrankung. Nach etwa 18 Monaten 

entwickeln nahezu alle Patienten eine hormonrefraktäre Progression ihrer Krankheit 

(Hormon resistentes Prostatakarzinom, HRPC). Diese Androgen- Unabhängigkeit hat zur 

Folge, dass die Anti-Androgen Behandlung nicht mehr anspricht und es somit keine 

effektive Behandlungsmethode für das HRPC gibt (Messing et al., 2006). 
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Abb. 7: Androgen Wechselwirkung in einer Androgen sensitiven Zelle (nach Feldman et al., 2001) 

 

 

2.1.8 Die Benigne Prostatahyperplasie 

Bei der benignen, nodulären Prostatahyperplasie (BPH) handelt es sich um eine mit 

knotigem Umbau einhergehende Vergrößerung der Drüse bei hormoneller Dysbalance im 

Alter des Mannes. Die Inzidenz der Prostatahyperplasie nimmt mit dem Alter so stark zu, 

dass fast alle Männer die das 70. Lebensjahr erreichen, davon betroffen sind. Davon ist 

aber nur die Hälfte wirklich behandlungsbedürftig.  

Die Prostatahyperplasie beruht kausalpathogenetisch auf einer Testosteron-Östrogen-

Dysbalance infolge einer Hormonverwertungsstörung in der Prostata. Dabei kommt es 

aus noch unbekannter Ursache zu einer Aktivitätszunahme der 5-α-Reductase im 

Prostatastroma und dadurch wiederum zur unphysiologischen Anhäufung des androgenen 

Wirkungsvermittlers Dihydrotestosteron und seines Metaboliten Androstendiols sowie 17-

β-Östradiol. Beide führen synergetisch zur Stromaproliferation mit Aktivierung der 

glatten Muskelzellen. Die unterschiedlichen Grade der teils fibromuskulären, teils 

glandulären Hyperplasie sind die Folgen einer Stoffwechselantwort der Prostata auf 

Östrogen-, Dihydrotestosteronmetabolite. Eine enge Verknüpfung der 

Geschlechtshormon-Dysbalance und der Prostatahyperplasie zeigt sich auch in der 

Beobachtung, dass sich bei präpubertären Kastraten keine, bei Kryporchismus, 

Leberzirrhose oder sexuell sehr aktiven Männern selten eine Prostatahyperplasie 

entwickelt (Albrecht, 2004). Die Proliferation des Prostatagewebes betrifft vor allem die 

kranial-zentrale Zone der Prostata, wodurch der peripher-kaudale Teil kapselförmig 

komprimiert wird. Dies erklärt warum es zu einer frühzeitigen Kompression der Urethra 

und zur Harnabflussstörung kommt. Häufig bildet sich median am Harnröhreneingang ein 

in die Harnblase ragender hyperplastischer Knoten (Abb. 8).  
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Abb. 8: Anatomischer Querschnitt durch das männliche Becken  
www.medizin.de/gesundheit/deutsch/377.htm 

 

Dieses knotenförmig angeordnete hyperplastische Prostatagewebe, führt zu einem 

Sekretstau mit retentions-zystischem Drüsenumbau. Dabei kann in manchen Knoten die 

Proliferation glatter Muskelzellen in Form myomartiger Wucherungen überwiegen. 

Obwohl die sekretorische Aktivität der neu gebildeten Drüsen vermindert ist, gleichen die 

hyperplastischen eher den präexistenten Drüsen. Durch den Wachstumsdruck des 

wuchernden Prostatagewebes werden unter Umständen Gefäße so komprimiert, dass es 

zu ischämischen Nekrosen kommt (Prostatainfarkt)  

Die Erschwerung des Harnabflusses durch die knotig vergrößerte Prostata führt zu einer 

kompensatorischen Hypertrophie der Harnblasenmuskulatur in Form einer so genannten 

Balkenharnblase mit Pseudodivertikeln. Hinzu kommen rezidivierende Infektionen der 

Harnblase, Urethren und Nieren mit unter Umständen lebensbedrohlicher Urosepsis oder 

Urämie wegen Hydronephrose und Schrumpfnieren. Es kann bei einem Teil der 

betroffenen Männer dabei zu einer Kompression der Harnröhre kommen. Dies führt zu 

einem erhöhten Blasenausflusswiderstand, welcher wiederum zu erhöhtem Blasendruck 

und Restharnbildung führt. 

 

2.2 Tumorbeurteilungskriterien 

2.2.1 TNM-Klassifikation 

T (Tumor)  

T bezeichnet die Ausdehnung des Primärtumors. 

• T0: keine Anzeichen eines Primärtumors oder der primär Tumor ist unbekannt 

(CUPS, cancer of unknown primary). 

hyperplastischer Knoten 

Prostata 

Harnblase 
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• Tis/Ta: Tumore, die die Basalmembran noch nicht infiltriert haben. Ihre Prognose 

ist im Allgemeinen günstig. 

• T1, 2, 3 oder 4: zunehmende Größe des Primärtumors oder Befall weiterer 

Gewebe, z.B. für Brustkrebs:  

o T1: größte Tumorausdehnung höchstens 2 cm 

o T2: größte Tumorausdehnung mehr als 2 cm, aber höchstens 5 cm 

o T3: größte Tumorausdehnung mehr als 5 cm 

o T4: Tumor jeder Größe mit direkter Ausdehnung auf die Brustwand oder 

Haut 

• TX: keine Aussage über den Primärtumor möglich. 

Ta gibt es nur bei bestimmten Organen (Nierenbecken und Harnleiter, Harnblase, 

Harnröhre, Penis). Dort können Ta-Tumoren mit einer besseren Prognose als Tis 

Tumoren verbunden sein. 

 

N (Nodus)  

N beschreibt das Vorhandensein bzw. das Fehlen von regionären 

Lymphknotenmetastasen. 

• N0: keine Anzeichen für Lymphknotenbefall. 

• N1, 2 oder 3: zunehmender Lymphknotenbefall. Einteilung z.B. nach ipsi- oder 

kontralateralem Befall und Beweglichkeit, sowie Lokalisation in Relation zum 

Primärtumor. 

• NX: keine Aussagen über Lymphknotenbefall möglich. 

Da die Entdeckung von Lymphknotenbefall davon abhängt, wie intensiv nach dem Befall 

gesucht wird, muss in der Regel je nach Organsystem eine Mindestzahl von Lymphknoten 

(z.B. 12 beim Kolonkarzinom) untersucht worden sein, um mit ausreichender Sicherheit 

sagen zu können, dass kein Befall in der entsprechenden Region vorliegt. Häufig wird die 

Angabe wie viele Lymphknoten von wie viel untersuchten Lymphknoten befallen waren, 

der N-Kategorie hinten angefügt, z. B. N0 (0/13). 

Zunehmend gibt es Tumoren (z.B. Mammakarzinom), bei denen es als ausreichend 

angesehen wird, nur den so genannten Schildwächterlymphknoten (sentinel lymph node) 

zu untersuchen. Das ist der erste Lymphknoten (manchmal auch mehr als einer), der die 

Lymphe aus dem Gebiet des Tumors aufnimmt. Finden sich in ihm keine Metastasen, so 

ist die Wahrscheinlichkeit, in den nachgeschalteten Lymphknoten Metastasen zu finden, 

sehr gering. Umgekehrt müssen die nachgeschalteten Lymphknoten genau untersucht 

werden, wenn der Schildwächter befallen ist. Wurde dieses Verfahren angewendet, wird 
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die pN-Kategorie durch (sn) gekennzeichnet, also z.B. pN0(sn)=histologisch keine 

Lymphknotenmetastasen, pN1(sn)=Befall des (der) Schildwächterlymphknoten. 

 

M (Metastasen) 

M bezeichnet das Vorhandensein bzw. das Fehlen von hämatogenen Fernmetastasen. In 

der Regel ist die Klassifikation nur nach einem Staging möglich. 

• M0: keine Anzeichen für Fernmetastasen. 

• M1: Fernmetastasen vorhanden. 

• MX: keine Aussage über Fernmetastasen möglich. 

Zusätzlich kann die Lokalisation der Metastasen angegeben werden und dadurch die Lage 

der Tumormetastase spezifiziert werden. Dabei stehen die aus dem Englische 

abgeleiteten Abkürzungen PUL für Lunge, OSS für Knochen, HEP für Leber, BRA für 

Gehirn, LYM für Lymphknoten, MAR für Knochenmark, PLE für Pleura, PER für Peritoneum 

(Bauchfell), ADR für Nebenniere, SKI für Haut und OTH für andere Lokalisationen. Als 

Beispiele seien hier angeführt: 

• M1OSS: Knochenmetastasen 

• M1PUL: Lungenmetastasen 

 

2.2.2 Histologische Einteilung von Pankreaskarzinomgewebe 

Histologie der PanINs nach Hruban et al. (2001) 

  

Abb. 9: Schematische Darstellung der Pancreatic Intraepithelial Neoplasia (PanIN). Progress der Läsionen von 
PanIN-1A zu PanIN-3, welche bereits einem Carcinoma in situ entspricht.  
www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/0100312Xh.htm 
 

Pankreas-Gangepithel normaler Morphologie 
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PanIN-1A: (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia 1-A): Epithel mit muzinöser 

Hypertrophie. Flaches hochprismatisches Epithel mit basal lokalisierten Zellkernen mit 

reichlich supranukleärem Muzin. Die Zellkerne sind klein und rund bis oval (Abb. 9 und 

11).  

 

 

PanIN-1B: (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia 1-B): Epithel mit adenomatöser 

Hyperplasie und papillären Proliferationen. Es bilden sich intraduktale Mikropapillome und 

adenomartig vermehrte interlobuläre Gänge (Abb. 9 und 12).  

 

 

PanIN-2: (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia 2): Flaches oder papilläres Epithel mit 

Pseudostratifizierung. Die prominenten Zellkerne weisen leichtgradige Atypiezeichen auf, 

Abb. 10: Normales Gangepithel: Flaches bis 
kubisches einreihiges Epithel ohne vermehrte 
Muzinproduktion, basalständige regelmäßig angeordnete 
gleichförmige Kerne ohne Atypien (H&E, x200). 

 

Abb. 11: PanIN-1A: Einreihiges zylindrisches Epithel 
mit gleichförmigen basalständigen Zellkernen und 
kräftiger Muzinproduktion, keine Kernatypien. Sehr 
selten eine Mitose (H&E, x200). 

 

Abb. 12: PanIN-1B: Identischer Zelltyp wie PanIN-
1A, jedoch papilläres, mikropapilläres oder basal 
pseudostratifiziertes Wachstumsmuster (H&E, x100). 
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wie Kerngrößenschwankungen, Verlust der Polarität, Hyperchromatismus und irreguläre 

Mitosen (Abb. 9 und 13). 

 

 

PanIN-3: (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia 3): Carcinoma in-situ. Epithel mit 

papillärer oder mikropapillärer Struktur. Die Zellkerne zeigen deutlichen 

Orientierungsverlust und Pseudostratifizierung. Die großen, teilweise multiplen Nucleolen 

weisen vermehrt atypische Mitosen auf, mit apikaler Orientierung. Es finden sich des 

Weiteren intraduktale, irreguläre Drüsenneubildungen sowie Nekrosen und Zellschutt im 

Lumen. (Abb. 9 und 14). 

 

 

Duktale Metaplasie (DM) auch azinäre Gangmetaplasie genannt. Kleine bis mittelweite, 

selten ektatische Gangstrukturen mit einer flachen zytologisch unauffälligen 

Epithelauskleidung, welche in der Regel von narbig umgebautem Pankreasgewebe 

ummauert werden. Dies sind regenerative Proliferate neuer Drüsen 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 

zentroazinären Zellen, welche im Normalgewebe zwischen den Azinuszellen und den 

ersten duktalen Zellen lokalisiert sind (Hezel et al., 2006). Histologisch muss ein duktales 

Pankreaskarzinom differential diagnostisch ausgeschlossen werden. (Abb. 15). 

Abb. 13: Flaches oder papilläres Wachstumsmuster 
des Epithels, die Kerne weisen leichtgradige 
Atypiezeichen auf wie Kerngrößenschwankungen, 
Verlust der Polarität, Pseudo-Stratifizierung und 
Hyperchromasie. Atypische Mitosen, intraluminale 
Drüsenbildungen oder Zellschutt im Lumen finden sich 
nicht (H&E, x200). 

Abb. 14: Zytologisch entsprechen diese Läsionen 
bereits Karzinomzellen, jedoch ist eine Invasion der 
Basalmembran nicht vorhanden sodass ein carcinoma in 
situ vorliegt. Die Epithelien weisen schwergradige 
Atypiezeichen auf wie Verlust der Kernpolarität mit zum 
Lumen verschobenen vergrößerten unregelmäßig 
geformten und stark hyperchromatischen Kernen, 
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Abb. 15: Primäre Gangmetaplasie im Pankreasgewebe bei chronischer Pankreatitis. Links: Dicht bei einander 
liegende, in der Übersicht läppchenförmig angeordnete Gangproliferate eingemauert von Narbengewebe bei 
lange bestehender chronischer Entzündung. Keine erhaltenen Azini (HE, x40). Rechts: Vergrößerte Darstellung 
einer duktalen Metaplasie Das Epithel ist unauffällig mit leichtgradiger chronischer Entzündung (HE, x400). 
 

 

2.2.3 Histologische Einteilung von Prostatakarzinomgewebe 

Histologisch handelt es sich in 97% um Adenokarzinome. Diese bilden verschiedene 

Wachstumsmuster und kommen entweder in Form hoch- oder wenig differenzierten 

glandulären, kribriformen oder soliden Karzinoms vor. Dabei haben die hoch 

differenzierten glandulären eine niedrige, die soliden Prostatakarzinome eine hohe 

Malignität. Bei vielen Prostatakarzinomen finden sich diese Wachstumsmuster 

nebeneinander (= pluriforme Karzinome). Zur prognostischen Bewertung wird ein so 

genanntes Grading nach Gleason durchgeführt. Dabei wird das Drüsenmuster beurteilt 

nach dem kleinsten und dem höchsten erkennbaren Gleason-Score und die Werte addiert 

(Gleason et al., 1974). Ein hoher Gleason-Score geht mit einer schlechten Prognose 

einher. 

Gleason 1: hoch differenziertes Adenokarzinom 

Gleason 2: kleinere Drüsen, umschriebener Herd 

Gleason 3: mittelgradig differenziertes Adenokarzinom, ungleichmäßig strukturierte 

Drüsen, diffus infiltrierend, nukleäre Atypien, große Nucleolen 

Gleason 4: Fusion der kleinen Drüsen, kribriformes Muster 

Gleason 5: gering differenziertes (anaplastisches) Karzinom, solide Stränge oder 

intraduktal, polymorphe Tumorzellen, basophiles Zytoplasma, viele Mitosen (Abb: 16) 

 



MATERIAL UND METHODEN  ________________________________________________ 

 35

 

Abb. 16: Gewebemorphologie der der Gleason Stadien 1-5.  
www.psa-rising.com/caplinks/medical_biopsy.htm 

 

Grading des Prostatakarzinoms 

G1 = gut differenziert: Gleason-Score 2-4 

G2 = mittelgradig differenziert: Gleason-Score 5-6 

G2-G3 = mittelgradig bis gering differenziert: Gleason-Score 7 

G3 = gering differenziert: Gleason-Score 8-10 

 

2.3 Präparatgewinnung 

2.3.1 Operative Tumorresektion – des Pankreaskarzinoms 

Bei diesem Verfahren wird das Tumorgewebe je nach Ausdehnungsgrad durch den 

Chirurgen mechanisch teilweise oder komplett entfernt.  

Bei gesicherter Diagnose des Pankreaskarzinoms wird eine partielle 

Duodenopankreatektomie durchgeführt (OP nach Kausch-Whipple), bei der ein Teil des 

Pankreas (Pankreaskopf) und die Gallenblase mit distalem Gallengang sowie das 

Duodenum und der distale Magen (bis zur Grenze der kleinen Ligatur) ektomiert wird. 

Die Verbindung von Magen und Ileum wird durch Anastomosierung von 

Pankreasschwanz, Ductus hepaticus und Magen durch eine Jejunumschleife vollzogen. 

Auf die Entfernung des distalen Magens wird heute oft verzichtet (pyloryserhaltende 

Operation, Traverso Modifikation), da keine Prognoseverbesserung mit ausgedehnter 

Teilresektion des Magens verbunden ist (Paquet, 1998). 

Das so gewonnene Gewebe wird umgehend durch einen Pathologen in einem so 

genannten Schnellschnittverfahren begutachtet. Die Präparate wurden dazu unfixiert mit 

einem Kryomikrotom geschnitten und einer Standard HE-Färbung unterzogen.  
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2.3.2 Operative Tumorresektion – des Kolonkarzinoms 

Bei der Operation des Kolonkarzinoms werden ein Teil des Darmes und das angrenzende 

Bindegewebe mit Lymphknoten entfernt. In der Regel können die beiden Schnittflächen 

des Darmes wieder miteinander vernäht werden, so dass die Passage des Speisebreies 

durch den Darm nach Heilung erfolgen kann. In einigen Fällen muss ein künstlicher 

Darmausgang gelegt werden (sog. Anus praeter).  

 

2.3.3 Operative Tumorresektion – des Prostatakarzinoms 

Bei lokal begrenztem Prostatakarzinom wird eine radikale Operation der Prostata, bei der 

Prostata, Samenbläschen und die regionalen Lymphknoten entfernt werden, 

durchgeführt. Diese so genannte radikale Prostatektomie kann auf drei unterschiedliche 

Arten erfolgen: 

• als retropubische radikale Prostatektomie (RRP) 

• als radikale perineale Prostatektomie (RPP) durch Schnitt am Damm (zwischen 

After und Hodensack) 

• minimal-invasiv (laparoskopisch) 

RRP und RPP werden extraperitoneal, also ohne Eröffnung der Bauchhöhle durchgeführt. 

Die RPP ist weniger zeitaufwändig und mit geringeren Blutungen verbunden, aber der 

Zugang ist relativ schmal und die Lymphknoten können nicht mit entfernt werden. 

 

2.3.4 Transurethrale Resektion – bei benigner Prostatahyperplasie 

Dieses Operationsverfahren ist eine mikroinvasive Resektionstechnik bei der über die 

Harnröhre ein so genanntes Resektoskop, ein Rohr, das eine Optik sowie eine 

Drahtschlinge zur Resektion enthält, eingeführt wird. Der Operateur kann unter 

Sichtkontrolle mit der Drahtschlinge Prostatagewebe abtragen. Die Schlinge wird 

elektrisch erhitzt, wodurch Blutungen zum Stillstand gebracht werden. Das abgetragene 

Prostatagewebe wird mit Spülwasser, welches durch das Resektoskop eingebracht wird, 

in die Blase gespült. Je nach Art des eingesetzten Resektoskops kann das Spülwasser mit 

dem abgetragenen Gewebe kontinuierlich während der Operation abgesaugt werden oder 

muss in Intervallen, nach Entfernen der Technik, über das äußere Rohr (Trokar) des 

Resektoskops abgelassen werden. 
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Abb. 17: Darstellung einer intraoperativen Situation einer transurethralen Resektion  
www.prostatakrankheit.de/. ../1093859055743.htm 

 

Die, wie oben beschrieben, gewonnenen Tumorgewebe-Resektate (Pankreas-, Kolon- und 

Prostata-Karzinome) wurden umgehend durch einen Pathologen in einem so genannten 

Gefrier-Schnellschnittverfahren zur Beurteilung der Schnittränder begutachtet. Die 

Präparate wurden dazu unfixiert mit einem Kryomikrotom geschnitten und einer 

Standard Hämatoxylin-Eosin-Färbung unterzogen.  

 

2.4 Präparatfixierung 

Natives Gewebe wird zur Konservierung in 4%iger Formalinlösung fixiert. Der 

Fixierungsvorgang beruht auf einer Vernetzung der Proteine durch die Bildung von 

Methylenbrücken zwischen den Seitenketten der Eiweiße: 

R1 - H + HCHO → R1 - CH2OH + HR2 → R1 - CH2 - R2 + H2O 

Nukleinsäuren werden bei der Formalinfixierung durch Blockierung wichtiger 

Seitengruppen vor dem Abbau durch Nukleasen geschützt. 

Das konservierte Präparat wird durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwässert und in 

das Zwischenmedium Xylol überführt. Von hier aus erfolgt die Überführung in das 

Einbettmedium Paraffin. Von den Blöcken wurden mit einem Handmikrotom Schnitte 

angefertigt, die auf Glas- oder Folienobjektträger gezogen wurden.  

 

2.5 Entparaffinierung  

Zur Entparaffinierung wurden die Präparate zweimal für 5min in Xylol überführt, danach 

kurz in eine absteigende Alkoholreihe getaucht (100%-100%-96%) und anschließend mit 

destilliertem Wasser gespült.  
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2.6 Färbemethoden 

2.6.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Präparate wurden routinemäßig für mikroskopische Diagnostik, Mikrodissektion, DNA-

Analysen etc., einer Färbung unterzogen. Dabei wurden die Präparate nacheinander mit 

den Farbstoffen Hämatoxylin und Eosin gefärbt.  

 

Tabelle 1: HE-Färbeprotokoll 

Durchführung Dauer 

Hämatoxylin nach Mayer 5 min 

mit Leitungswasser spülen  kurz 

mit warmem Leitungswasser bläuen.  5 min 

Eosin 0,1%ig, pH6,  5 min 

Spülen mit destilliertem Wasser  kurz 

EtOH 70%ig und 96%ig  kurz 

50°C Wärmeschrank zum trocknen  1 h 

 

 

2.6.2 Toluidin-Färbung 

Tabelle 2 Toluidin-Färbeprotokoll 

Durchführung Dauer 

Aceton bei –20°C 2 min 

lufttrocknen  kurz 

Toluidinblau 2 sec 

EtOH/DEPC 75% bei –20°C kurz 

Aceton bei –20°C kurz 

lufttrocknen  kurz 

 

2.6.3 Methylenblau-Färbung 

Tabelle 3 Methylenblau- 

Färbeprotokoll 

Durchführung Dauer 

EtOH 75% 30 sec 

DEPC-H2O 30 sec 

Methylenblau 1:5  30 sec 



MATERIAL UND METHODEN  ________________________________________________ 

 39

Durchführung Dauer 

EtOH 75% 30 sec 

EtOH 95% 30 sec 

EtOH 100% 30 sec 

Xylen  30 5 min 

2.6.4 Arcturus-Färbung 

Tabelle 4 Arcturus-Färbeprotokoll 

Durchführung Dauer 

EtOH 75% 30 sec 

DEPC-H2O 30 sec 

100µl Staining Sol.  20 sec 

Aqua dest 30 sec 

EtOH 75% 30 sec 

EtOH 95% 30 sec 

EtOH 100% 30 sec 

Xylen  5 min 

 
2.7 Laser Mikrodissektion  

Die Laser Mikrodissektion erlaubt das Ausschneiden von kleinsten Arealen aus gefärbten 

Schnittpräparaten unter mikroskopischer Kontrolle. Selbst einzelne Zellkerne können so 

gewonnen werden. Das Ausschneiden erfolgte dabei mit einem gepulsten UV-Laser, 

dessen fokussierter Strahl entlang der Kontur des interessierenden Areals geführt wurde 

Diese Technik gewährleistete eine äußerst schonende Präparatbehandlung. Da ohne 

jeglichen mechanischen Kontakt mit dem Gewebe gearbeitet wurde, war die Gefahr einer 

Kontamination mit Fremd-DNA sehr gering. Die vorliegende Untersuchung erfolgte mit 

dem Mikrodissektionsverfahren der Firma Leica.  

 

 

Abb. 18: Leika Mikrodissektionsmodul (http://www.leika.de) 
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Da die Zellen ohne mechanische Berührung und ohne Anwendung zusätzlicher 

physikalischer Kräfte, in die Reaktionsgefäße fielen, war dieses Verfahren wie bereits 

erwähnt aufgrund geringster Kontaminationsgefahr besonders für die Analyse von RNA 

geeignet.  

 

2.7.1 Mikrodissektionsprozess 

Aus den gefärbten und ungefärbten Präparaten wurden unter lichtmikroskopischer 

Kontrolle mittels Lasermikrodissektion einzelne Zellen aus Tumor-Vorläuferläsionen und 

Normalgewebe herausgeschnitten. Zwischen 50 und 500 Zellen wurden pro Cup 

gesammelt.  

 

Abb. 19: Laser Mikrodissektion von PanINs. Rechts: HE-gefärbtes Schnittpräparat mit einer PanIN-1A. Links: 
Laser mikrodisseziertes Gewebeareal mit sauberem und kontaminationsfreiem Ausschneiden der gewünschten 
Zellpopulation eines Ganges (Vergrößerung x100).  
 
2.8 DNA Isolierung aus mikrodissezierten Zellen 

Für die weitere Aufarbeitung musste die genomische DNA der Zellen isoliert werden. 

Dazu war es nötig alle Proteine aus dem Zellpräparat zu entfernen. Dies geschah unter 

Zugabe des Enzyms Proteinase K, das zusammen mit TL-Puffer in den Cup-Deckel 

gegeben wurde, in welchen das Zellpräparat beim Ausschneiden fallen sollte. Folgende 

Reagenzien wurden verwendet:  

Tabelle 5: Proteinase K Behandlung 

Reagenzien 

20 µl TL-Puffer 

1 x Taq PCR Puffer 

2 mg/ml Proteinase K 

3 % Tween 20 

 

Die Ansätze wurden für 16 bis 20 Stunden bei 50°C inkubiert, anschließend 12 min bei 

13000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die Proteinase K durch Inkubation für 10min bei 
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94°C inaktiviert. Es folgte eine Amplifikation der erhaltenen DNA mittels PCR (siehe 

unten). 

 

2.9 RNA-Isolierung aus ungefärbten FFPE-Gewebeschnitten 

Die ca. 10 µm dünnen FFPE-Gewebeschnitte wurden direkt in Reaktionsgefäße überführt. 

Durch eine absteigende Xylol/Ethanolreihe wurde das Paraffin aus dem Gewebe entfernt. 

Dem entparaffinierten Gewebe wurden 100 µl Lysepuffer, 16 µl SDS (4%ig) und 40 µl 

Proteinase K hinzugefügt, kurz gemischt und über Nacht bei 55°C auf einem 

Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Anschließend wurde der Überstand für die 

Gesamt-RNA Gewinnung und Aufreinigung abgenommen. Es wurden drei verschiedene 

Aufreinigungs-Kits auf ihre RNA Ausbeute hin überprüft. 

 

2.9.1 HighPure-RNA-Paraffin-Kit (Roche, Mannheim) - zur RNA Isolierung 

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurde unter Anderem das HighPure-RNA-Paraffin-Kit 

der Firma Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) verwendet. Die Durchführung 

erfolgte nach Herstellerangaben. 

 

Tabelle 6 Komponenten des HighPure-RNA-Paraffin-Kit 

Komponenten 
Lysepuffer 

Proteinase K 
Bindungspuffer 
Waschpuffer I 
Waschpuffer II 

DNase I 
DNase Inkubationspuffer 

Elutionspuffer 

 

2.9.2 Paradise Reagent System (Arcturus, CA, USA) - zur RNA Isolierung 

Das Paradise Reagent System-Kit der Firma Arcturus wurde getestet und nach 

Herstellerangaben verwendet. 

Tabelle 7 Komponenten des Paradise Reagent System 

Komponenten Bezeichnung 

Conditioning Buffer CB 

Ethanol Solution EtOH 

Wash Buffer1 W1 

Wash Buffer 2 W2 
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Komponenten Bezeichnung 

Elution Buffer EB 

Pro K Mix  
Reconstitution Buffer  

DNase Mix DNase 
DNase I Buffer DNB 
Binding Buffer BB 

 

2.9.3 RNeasy-Micro-Kit (Qiagen, Hilden) - zur RNA Isolierung 

Das RNeasy-Micro-Kit der Firma Qiagen wurde nach Herstellerangaben verwendet.  

Tabelle 8: Komponenten des RNeasy-Micro-Kits 

Komponenten 

Buffer RLT 

Buffer RW1 

Buffer RPE 

RNase-free water (bottle) 

RNase-free water (tube) 

Buffer RDD 

RNase-free DNase 

Carrier RNA, poly-A 

 

2.9.4 RNA-Isolierung aus humanem Frischgewebe 

Für die von RNA-Isolierung aus humanem Frischgewebe, wurde ein nicht fixiertes, 

tiefgefrorenes Gewebsstück verwendet. Die Isolierung wurde mit Hilfe des Trizol-

Chloroform-Protokolls durchgeführt 

 

Tabelle 9: Reagenzien für die Trizol-Chloroform-Isolierung 

Reagenzien 

Trizol (Life Technologies) 

Chloroform (ChCl3) 

Isopropanol 

80% Ethanol 

DEPC-Wasser 

 

Anhand des folgenden Protokolls wurde die Total-Isolierung durchgeführt.  

 

• 30- 40 mg Gewebe von der Gewebeprobe mit einem sterilen Skalpell abtrennen  

• Gewebestück in 600 µl Trizol aufnehmen 
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• Gewebestück mit sterilen Dispergierwerkzeuges (S25- 8 G) Ultra Turrax T 25 

basic auf Eis zerkleinern und homogenisieren 

• 5 min bei RT inkubieren 

• Zugabe von 120 µl CHCl3 und für 15 sec durch invertieren mit der Hand 

vermischen und anschließend für 2-3 min bei RT inkubieren 

• 15 min Zentrifugation bei 12000x g bei 4°C in einer Kühlzentrifuge  

• Überstand in ein neues steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß überführen und darauf hin 

bei 4°C und 12000x g erneut zentrifugieren 

• Überstand in ein neues 1,5 ml Eppendorf Gefäß überführen und 300 µl gekühlten 

Isopropanol hinzu geben 

• 10 min Inkubation bei RT 

• Zentrifugation für 10 min mit 12000x g bei 4°C 

• Den Überstand verwerfen. Pellet mit 300 µl gekühltem 80% Ethanol waschen 

• Zentrifugation für 5 min mit 7500x g bei 4°C. Überstand verwerfen 

• Trocknen des Pellets bei RT für 10-15 min 

• Lösen des Pellets in 30 µl DEPC-Wasser bei RT 

 

2.10 RNA-Aufreinigung 

Die Aufreinigung der RNA wurde unter Verwendung des RNeasy-Mini-Kits (Qiagen, 

Hilden) nach Herstellerangaben durchgeführt.  

 

Tabelle10: Komponenten des RNeasy-Mini-Kits 

Komponenten 

Buffer RLT 

Buffer RW1 

Buffer RPE 

RNase-free water  

 

2.11 Messung der RNA-Quantität mit Hilfe eines Spektralphotometers 

Zur Konzentrationsbestimmung und Reinheitsüberprüfung von RNA-Lösungen wurden 

UV-Spektren mit einem Spektralphotometer (NanoDrop, ND-1000 Spectrophotometer) 

gemessen. Für das RNA-Spektrum wurde für die Adsorptionsmessung in Wasser die 

folgende Abhängigkeit zugrunde gelegt:1 A260 entspricht 40µg/ml RNA 

 

2.12 PCR-Methoden 

2.12.1 Reverse Transkription und Quantitative real-time-PCR 

Die real-time PCR erlaubte die Quantifizierung von spezifischer mRNA, welche aus 

unfixierten Zellen isoliert wurde. Dazu wurde zuerst in einer Reverse-Transkriptase-
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Reaktion die RNA in cDNA umgeschrieben und die Produktzunahme während der PCR 

durch eine fluorimetrische Echtzeitbestimmung quantifiziert. Die Detektion des 

entstehenden DNA-Produktes geschah mit Hilfe des interkalierenden Fluorophoren SYBR 

Green 1. Der Farbstoff lagert sich in doppelsträngige DNA ein und verändert dadurch 

seine Fluoreszenzeigenschaften. Für die real-time PCR wurde das QuantiTectTM SYBR® 

Green RT-PCR KIT (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers verwendet. 

 

Tabelle 11: QIAGEN QuantiTect SYBR Green RT-PCR 

Komponenten 

2x SYBR Green 
QuantiTect RT Mix 
RNase-free water 

Primer 
 

Tabelle 12: RT- PCR-Programm 

Programm Zeit 
Temperatur 

(°C) 
Ramp 

Reverse 
transcription  20 min 50 20°C/s 
Initial activation 
step 15 min  94 20°C/s 
Cycling 45x    
Denaturation  15 sec 94 20°C/s 
Annealing 20 sec 65 20°C/s 
Extension 15sec 72 20°C/s 
Melting curve    
 15sec 95 20°C/s 
 5 sec 50 20°C/s 
 0 85 1°C 
 15 sec 95 20°C/s 
 30 sec 40 20°C/s 

 

Nach jedem Zyklus wurde die Zunahme des PCR-Produktes anhand der erhöhten 

Fluoreszenz gemessen. Am Ende der real-time PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse 

durchgeführt, um die Spezifität und die Reinheit des erhaltenen Produktes zu prüfen. 

Tabelle 13: RT-PCR-Primer 

MSI-Primer Gen Basensequenz 

Annealing-

temp. 

Actin1f 5'-CCT TGA TTG CAC ATT GTT-3' 50.2°C 

Actin1r 
β-Actin  

5'-CAT TCT CCT TAG AGA GAA GTG-3' 55.9°C 

Actin2f β-Actin 5'-GAATGA TGA GCC TTC GTG CCC-3' 61.8°C 
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MSI-Primer Gen Basensequenz 

Annealing-

temp. 

Actin2r  5'-TAC AGG TAA GCC CTG GCT GCC TC-3' 66.0°C 

CDK4f 5'-CCT CCT CCA TCT TTC TAC AGA GA-3' 60.6°C 

CDK4r 
CDK4 

5'-AGG ACC CCA AAT ATA AAG GTA GG-3' 58.9°C 

MCM3f 5'-CAA TTG GTG GAG AGA AGC TCT GA-3' 60.6°C 

MCM3r 
MCM3 

5'-ATG GCT AAG TTT ATT CAA CAT CTC G-3' 58.1°C 

MCM6f 5'-AGA AAG CAA GAC AGA TTA ATA TAG G-3' 56.4°C 

MCM6r 
MCM6 

5'-ATA CTT GTG GAG TAC ATT TTG ACA-3' 55.9°C 

cmycf 5'-GGT TCA AAA GAC TCA GAC AGC-3' 57.9°C 

cmycr 
c-MYC 

5'-CCT CAT CAC AAA AAT ACT TTA TTT C-3' 54.8°C 

DRAf DRA 5'-TGG CAT ATT TTT CAC ATA TCT AGT ATG-3' 57.4°C 

DRAr DRA 5'-CGC CAC TAT ACT GCT AAA CCT AT-3' 58.9°C 

 

2.12.2 PEP-PCR 

Da bei einer Lasermikrodissektion nur sehr geringe Mengen an DNA gewonnen werden, 

wurde eine Whole Genome Amplifikation mittels einer primer-extension-preamplifikation-

polymerase-chain-reaction (PEP-PCR) durchgeführt, zur Vervielfältigung des gesamten 

Genoms (Dietmaier et al., 1999, Zhang et al., 1992). Es wurden dafür Primer eingesetzt, 

die unspezifisch in einer linearen PCR-Reaktion das Genom zu ca. 99% amplifizieren 

(15mer Random-Primer). Dabei entstanden nach 50 Zyklen ungefähr 70 bis 100 Kopien 

einzelner genetischer Segmente (Newton et al., 1994). Der entscheidende Vorteil dieser 

Präamplifkations-PCR lag darin, dass aus den wenigen Zellen, die bei der 

Lasermikrodissektion gewonnen wurden, nun Ausgangsmaterial für bis zu 20 spezifische 

PCR-Reaktionen vorlagen. Ohne diesen Präamplifikationsschritt wäre nur eine einzige 

spezifische PCR-Untersuchung möglich.  

Bei einer PEP-PCR wurden folgende Reagenzien eingesetzt:  

 

Tabelle 14: In 40µl PEP- Mix sind enthalten: 

Komponenten 

0,05mmol/l Gelatine 

16µmol/l 15mer random Primer 

0,2mmol/l dNTPs 

3,6 U Taq Expand High Fidelity Polymerase 

2,5mmol/l MgCl2, in 1 x PCR Buffer No. 3 von Roche 

20µl genomische DNA. 
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Die Proben wurden in einen Eppendorf Mastercycler überführt, in dem 50 Zyklen einer 

PEP-PCR ablaufen.  

Tabelle 15: PEP-PCR-Programm  

Zyklus Temperatur/ Dauer 

1 92°C für 90sec 

2 92°C für 40sec 

3 37°C für 2min 

4 Steigerung 0,1°C/sec bis 55°C  

5 55°C für 4min 

6 68°C für 30sec 

7 Schritte 2 bis 7 werden 49 mal durchlaufen 

8 68°C für 15min 

9 4°C 

 

2.12.3 Mikrosatelliten-PCR 

Die mit der PEP-PCR linear amplifizierte DNA wurde als Ausgangsmaterial für eine 

spezifische, exponentielle PCR eingesetzt. Es wurden Mikrosatelliten Marker (Tabelle 45) 

aus dem Bereich der Genloci von p16INK4, p53 und DPC4 verwendet, um homozygote 

Deletionen oder loss of heterozygosity (LOH) als Ausdruck einer Geninaktivierung zu 

detektieren. Korreliert wurden die molekulargenetischen Untersuchungen mit 

immunhistochemischen Expressionsanalysen des Genprodukts dieser Gene sowohl im 

Tumorgewebe als auch in PanINs siehe unten. 

Mikrosatelliten (syn. SSR - simple sequence repeats oder auch SSLP - simple sequence 

length polymorphism) sind kurze, nicht kodierende DNA-Sequenzen, die im Genom eines 

Organismus oft wiederholt werden. Oftmals konzentrieren sich viele Wiederholungen am 

selben Locus (Auffindungsort) einer Sequenz. Die wiederholte Sequenz in einem 

Mikrosatelliten besteht aus zwei bis vier Nukleotiden und kann 10- bis 100-mal 

wiederholt auftreten. Mikrosatelliten sind die häufigste Form repetitiver DNA. Als 

repetitive DNA bzw. repetitive DNA-Elemente wurden DNA-Bereiche im Erbgut 

bezeichnet, deren Sequenz aus sich wiederholenden Abschnitten besteht. Am häufigsten 

sind die Dinukleotidwiederholungen vom Typ (CA)n. Diese machen etwa 0,5% des 

Genoms aus.  
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Tabelle 16: Es wurden insgesamt 18µl der folgenden Reagenzien eingesetzt: 

Komponenten 

2,5mmol/l MgCl2, in 1 x PCR Puffer No. 2 von Roche 

0,2mmol/l dNTPs 

0,3µmol/l Primer  

0,5 U Taq Expand High Fidelity Polymerase 

2µl präamplifizierte DNA  

 

Die Amplifikation der Regionen wurde in einem Eppendorf Mastercycler durchgeführt. 

Tabelle 17: MSI-PCR-Programm 

Zyklus Temperatur/ Dauer 

1 95°C für 3min 

2 95°C für 30sec 

3 X°C für 45sec 

4 72°C für 1min 

5 Schritte 2 bis 5 werden 49 mal durchlaufen 

6 72°C für 10min 

7 4°C 

Schritt 3 gibt die Anealing-Temperatur des MSI-Primers an, d.h. diese Temperatur ist je 

nach PCR bzw. eingesetztem Primer variabel (siehe Tabelle 18). 

 

Tabelle 18: MSI-Primer (MWG-Biotech AG, Berlin, Germany) 

MSI-Primer Gen Basensequenz 

Annealing 

Temp. 

p53F3 5'-GTT GGC TCT GAC TGT ACC AC-3' 
p53R3 

p53 
5'-CTG GAG TCT TCC AGT GTG AT-3' 

57°C 

p53ivs1a 5'-GCA CTT TCC TCA ACT CTA CA-3' 
p53ivs1b 

p53 
5'-AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG-3' 

54°C 

TP53ALU up 5'-AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG-3' 
TP53ALU down 

p53 
5'-GCA CTT TCC TCA ACT CTA CA-3' 

58°C 

TP53ALS-up 5'-TCG AGG AGG TTG CAG TAA GCG GA-3' 
TP53ALS-down 

p53 
5'-AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG-3' 

50°C 

D17S1678 f 5'-TTT GGG TCT TTG AAC CCT TG-3' 
D17S1678 r 

p53 
5'-CCA CAA CAA AAC ACC AGT GC-3' 

54°C 

D18S63 left 5'-AGC TCA TGT TGG ATG TAT CA-3' 
D18S63 right 

DPC4 
5'-GTC AGA CTA CGC GCC TT-3' 

56°C 

PKY11 f 5'-TTG TTG ATT CTG CCT TCA AAG TCT TTT AA-3' 
PKY11 r 

p16 
5'-CGT TAA GTC CTC TAT TAC ACA GAG-3' 

56°C 

PKY3 f p16 5'-CAC CTC AGA AGT CAG TGA GT-3' 56°C 
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MSI-Primer Gen Basensequenz 

Annealing 

Temp. 

PKY3 r  5'-GTG CTT GAA ATA CAC CTT TCC-3'  
D9S942 f 5'-GCA AGA TTC CAA ACA GTA-3' 
D9S942 r 

p16 
5'-CCA CAA CAA AAC ACC AGT GC-3' 

50°C 

 

 

2.13 Sequenzierung 

Um zu überprüfen, ob die amplifizierten PCR-Produkte die gewünschte Sequenz haben, 

wurden die PCR-Produkte mit dem ABI PRISM 310® Genetic Analyzer (Perkin Elmer 

Biosystems, Weiterstadt) sequenziert. Dazu wurden die Produkte auf einem 

Polyacrylamid-Gel (PAGE) analysiert. Für die Sequenzierung eigneten sich PCR-Produkte 

mit einer Mindestmenge von 10-20 ηg.  

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des HighPure-PCR-Product-Purification-Kits der Firma 

Roche Molecular Biochemicals aufgereinigt um kontaminierende Primer, Nukleotide, Salze 

und das Enzym aus dem Ansatz zu entfernen. Die Zusammensetzung der eingesetzten 

Lösungen ist in Tabelle 19 aufgeführt, das Protokoll des Herstellers wurde leicht 

abgeändert befolgt. 

 

Tabelle 19: Bestandteile des HighPure-PCR-Product-Purification-Kit 

Komponente Funktion Zusammensetzung 

Bindepuffer 
fördert Bindung von 
Nukleinsäuren an 

Glasvlies 

3 M Guanidinium-
Thiocyanat 
10 mM Tris-HCl 
5% Ethanol (v/v); pH 6,6 
 
 

Waschpuffer 

Entfernung von 
Primern, 

Nukleotiden, Salzen, 
Polymerase 

20 mM NaCl 
2 mM Tris-HCl 
in 80% Ethanol; pH 7,5 

Elutionspuffer 
fördert Lösung der 
DNA von Glasvlies 

10 mM Tris-HCl; pH 8,5 

 

Die gereinigte DNA wurde in einer Sequenzierungsreaktion eingesetzt, bei der 

Fluoreszenz-markierte Di-Desoxynukleotide in den neu synthetisierten DNA-Strang 

eingebaut werden. In der Sequenzierungsreaktion entstehen unterschiedlich lange 

Fragmente, die je nach Nukleotid am 3´-Ende mit unterschiedlichen 

Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. 

Die Zusammensetzung eines Reaktionsansatzes ist in Tabelle 20 aufgeführt, das 

Sequenzier-Programm zeigt Tabelle 21. Nach der PCR wurde ein Ansatz mit 5 µl 3 M 
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Natriumacetat und 80 µl 75%igem Isopropanol versetzt. Die Proben wurden 15 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und die Ansätze 20 min bei maximaler Geschwindigkeit 

zentrifugiert und der Überstand vorsichtig entfernt. Das Pellet wurde mit 200 µl 75% 

Isopropanol gewaschen und eine min bei 90°C im Thermocycler getrocknet. Anschließend 

wurde die DNA in 20 µl TSR, template suppression reagent resuspendiert und für zwei 

Minuten zur Denaturierung der Doppelstränge bei 94°C im Thermocycler inkubiert und 

auf Eis gelagert.  

 

Tabelle 20: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes zur Sequenzierung 

Volumen Substanz Zusammensetzung 

3 µl Terminator Ready Reaction Mix 
enthält Nucleotide, 
Polymerase, Puffer, MgCl2 

1,5 µl Template-DNA  

2 µl Primer  2 µM Primer 

3,5 µl HPLC-Wasser  

 

 

Tabelle 21: PCR-Programm zur Sequenzierung 

Schritt Dauer/ Temperatur Wiederholung 

Sequenzierung 
10 s 96°C Denaturierung 

5 s 50°C Primer-Annealing 
4 min 60°C Elongation 

25 x 

Abkühlen 4°C 1 x 

Der Ansatz wurde in ein mit einer Gummimembran verschlossenes Reaktionsgefäß 

überführt und in den ABI Prism 310 Genetic Analyzer eingesetzt.  

Das Gerät nimmt über eine Kapillare eine definierte Menge der zu untersuchenden Probe 

auf. Die enthaltenen DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch in der Kapillare 

aufgetrennt und am Ende der Kapillare detektiert. Die Zeit für das Passieren der Kapillare 

ist proportional zur Länge der DNA. Ein Auswertungsprogramm ermöglichte die 

Darstellung der untersuchten Gen-Sequenz als Fluorogramm. Zur Verifizierung der 

Ergebnisse wurden die erhaltenen Gen-Sequenzen mit den in der pubmed-Datenbank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) gespeicherten Referenzen verglichen. 
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2.14 Gelelektrophorese 

2.14.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) zur elektrophoretischen Auftrennung von 

DNA wurde mit folgenden Reagenzien durchgeführt. 

 

Tabelle 22: PAGE-Gel 

Reagenzien 

4,5ml Aqua dest. 

0,9ml Acrylamid 40% 

0,6 ml 10-fach Tris-Borsäure-EDTA-Puffer (10 x TBE) 

100µl Ammoniumpersulfat 10% (APS) 

5µl Tetramethylendiamin (TEMED) 

 

Durchführung: 

1. Zusammensetzen der Gelkammer 

2. Ansatz der Gel-Reagenzien und der Proben mit 1µl 10 x Ladepuffer und 5µl PCR 

Produkt (siehe oben) 

3. Gießen der Kammer und Einsetzen des Probenkamms 

4. Beladen des Gels mit den Proben 

5. Aufsetzen der Pufferkammer und Befüllen mit Puffer (1 x TBE) 

6. Strom anlegen mit einer Spannung von 130 bis 140mV, einer Stromstärke von 

400mA für 30 bis 40 Minuten 

7. Färben mit Ethidiumbromid 

8. Nachweis eventueller Banden mittels Gel Doc 2000 (BioRad) 

 

2.14.2 Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese 

Die Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese (FAA) wurde mit folgenden Reagenzien 

durchgeführt. 

Tabelle 23: FAA-Gel 

Reagenzien und Durchführung 

1,8 g Agarose wurden in 110 ml DEPC-Wasser gelöst 

Zufügen von 15 ml 10x MOPS-Puffer (200 mM MOPS, 80 mM NaOAc, 10 mM 

EDTA pH 7) 

Zugabe von 24,9 ml Formaldehyd 
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Das Formaldehyd destabilisierte vorhandene sekundär Strukturen der RNA. Dadurch 

wurden die RNA-Fragmente während der Elektrophorese entsprechend ihrer Größe 

aufgetrennt.  

 

Tabelle 24: Zu 1 µg RNA wurden nachstehende Reagenzien zugefügt: 

Reagenzien 

10 µl Formamid 

3,5 µl Formaldehyd 

2 µl 10x MOPS-Puffer 

2 µl Gel-Lade-Puffer (50% Glycerol, 1 mM EDTA, 0,25% Bromphenolblau 

(BPB)) 

1 µl Ethidiumbromid (EtBr) 

Denaturierung des Proben-Gemisches bei 65 °C für 15 min  

Auftrag der Proben (ca. 19,5 µl) auf das Gel.  

 

Das Gel lief bei 60 V für ein bis zwei Stunden in 1x MOPS-Puffer. Der Nachweis 

eventueller Banden wurde mit einer speziellen Fluoreszenzkamera dokumentiert. 

 

2.14.3 Silbergelelektrophorese 

Silbergele haben bessere Trenneigenschaften als Polyacrylamidgele aufgrund ihrer 

feineren Vernetzungsstruktur. Schon 0,02 µg Amplifikat ergeben erkennbare Banden bei 

der Silberfärbung. 

Die Proben wurden bei 95°C denaturiert, um einzelsträngige DNA zu erhalten. Das Gel 

wurde aus folgenden Reagenzien hergestellt: 

 

Tabelle 25: Silbergel 

Reagenzien 

19,4ml Formamid 

10,5ml Acrylamid (40%) 

6,1ml 10 x TBE-Puffer 

24,6ml Harnstofflösung 

500µl APS 

50µl TEMED 
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Durchführung: 

1. Zusammensetzen der Gelkammer 

2. Ansatz der Gel-Reagenzien (siehe oben) 

3. Gießen der Kammer und einsetzen des Probenkamms 

4. Nach Auspolymerisierung des Gels, Überführen in die Elektrophorese- 

Apparatur. 

5. Befüllen der Pufferkammer 

6. Entfernung des Probenkamms und anschließendes Warmlaufen des Gels 30 

bis 60 min. 

7. Ansatz der Proben (3 µl Ladepuffer, 5 µl PCR-Produkt), anschließend 

denaturieren bei 95°C für 4 min. 

8. Beladen des Gels mit den Proben 

9. Das Programm wird gestartet mit einer Spannung von 3000mV und einer 

Stromstärke von 400mA für 1h45min  

Färbung: 

Zum Färben des Silbergels wird eine Kammerwand entfernt und ein Rahmen aufgesetzt. 

Danach wird das Gel wie folgt behandelt: 

1. Gel kurz mit destilliertem Wasser spülen  

2. Gel 5 min mit 10%igem Ethanol bedecken 

3. Gel 3 min mit 1%iger Salpetersäure bedecken 

4. Gel kurz mit destilliertem Wasser spülen 

5. Gel 20 min mit 1%iger Silbernitratlösung bedecken 

6. Gel 2 min mit destilliertem Wasser spülen 

7. Mehrmals das Gel mit Natriumcarbonat-Formalin spülen, bis Banden zu erkennen 

sind 

8. Gel 2 min mit 10%iger Essigsäure bedecken 

9. Gel 2 min mit destilliertem Wasser spülen 

10.  Rahmen entfernen und Gel mit Papier (Vorderseite) und PE-Folie (Rückseite) 

bedecken 

11.  Trocknen des Gels in einem Geltrockenapparat ca. 60 min. 

 

2.15 Fragmentanalyse 

Zur Verifizierung der im Silbergel gefundenen LOH-Daten wurde eine Fragmentanalyse 

der Untersuchung angeschlossen. Es wurden dazu die fluoreszenzmarkierten PCR-

Produkte mit dem ABI Prism 310 GeneticAnalyzer untersucht 
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Tabelle 26: Fragmentanalyse 

Reagenzien Menge in µl 

DNA 0,5 – 1,5 

Formamid 20 

TAMRA 500® (Längenstandard) 0,5 

 

Voreinstellungen für die Kapillarelektrophorese: 

• Länge bis zum Detektor: 30 cm 

• Injektionszeit 10 s 

• Injektionsspannung 7,0 kV 

• Laufspannung 13,0 kV 

• Lauftemperatur 30 C 

• Laufzeit 18 min . 

 

2.16 DNA-Mikroarray Untersuchungen 

2.16.1 Qualitätskontrolle der RNA mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer 

Die LabChip-Technologie von Agilent Technologies 2100 (Agilent Technologies, Inc., Palo 

Alto, CA, USA) basiert auf dem Prinzip der Mikrofluidik, der Steuerung winziger 

Flüssigkeitsmengen in miniaturisierten Systemen. In der Biowissenschaft können mit 

dem LabChip (Abb. 20) viele verschiedene qualitative und quantitative biochemische 

Analysen durchgeführt werden. Das Innere eines LabChips besteht aus Systemen 

winziger geschlossener Kanäle und Wells, die in einen Glas- oder Kunststoff-Mikrochip 

geätzt sind. Durch Druck oder elektrokinetische Kräfte werden die Proben kontrolliert 

durch die vorgegebenen Kanäle, transportiert, aufgetrennt und detektiert. Anhand des 

Elektropherogramms (Abb. 21) lassen sich der Grad der Degradation der RNA 

nachweisen und das Verhältnis der beiden rRNA-Peaks. (18s rRNA zu 28s rRNA) 

berechnen. Des Weiteren bietet es die Möglichkeit, die Area under Curve (AUC) der 

beiden rRNA-Peaks zu berechnen, was eine Kontrolle der RNA-Qualität ermöglicht.  

 

 

 

Abb. 20: RNA 6000 Pico LabChips 
(www.Agilent.com) 
 

28S rRNA 

18S rRNA 

Marker 

Abb. 21: Darstellung der beiden ribosomalen Peaks und des Marker 
Peaks eines Elektropheogrammes 
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Für die verschiedenen Messaufgaben standen verschiedene LabChip Kits zur Verfügung, 

die die notwendigen Reagenzien und LabChips beinhalten. Die Durchführung erfolgte 

nach Herstellerangaben.  

 

2.16.2 Amplifikation der RNA 

Die Amplifikation der isolierten RNA erfolgte mit dem RiboAmp OA RNA 2 Round 

Amplifikations Kit von Arcturus (Kat.No. KIT0206, Arcturus, UK).  

Das RiboAmp OA RNA Amplifikations Kit ermöglichte die Herstellung von antisense-RNA 

(aRNA) im Mikrogramm Bereich ausgehend von gesamt RNA, die im Nanogramm Bereich 

lagen. 1 µg RNA wurde in die Amplifikation eingesetzt.  

 

Tabelle 27: Komponenten des RiboAmp OA RNA Amplifikations Kits 

Komponente Bezeichnung  

1stStrand Master Mix  1 

1stStrand Enzyme Mix  2 

1stStrand Nuclease Mix  - 

2ndStrand Master Mix  1 

2ndStrand Enzym Mix  2 

IVT Buffer  1 

IVT Master Mix  2 

IVT Enzym Mix  3 

DNase Mix  4 

Primer A  A 

Primer B  B 

Kontroll-RNA (0.2 µg/µl)  C 

 

 

 

Tabelle 28: Komponenten des RiboAmp OA RNA Aufreinigungs-Kit 

Komponente Bezeichnung 

DNA Bindungs- Puffer DB 

DNA Wasch Puffer DW 

DNA Elution Puffer DE 

RNA Bindungs- Puffer RB 

RNA Wasch Puffer RW 

RNA Elution Puffer RE 
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Die lineare RNA Amplifikation mit dem RiboAmp OA RNA Amplifikations Kit umfasste fünf 

Schritte pro Amplifikationsrunde.  

Die messenger-RNA (mRNA) der isolierten Gesamt-RNA wurde in der ersten Strang 

Synthese in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben, dabei wurde auch eine T7-

Promotor-Sequenz am 5’-Ende in die cDNA eingefügt. Diese cDNA wurde als Template für 

die Generierung eines zweiten Stranges genutzt, so dass ein doppelsträngiges DNA 

Molekül (dsDNA) entstand. Nach der Isolierung der dsDNA mit MiraCol-Säulen wurde die 

dsDNA mit dem eingebauten T7-Promotor als Template für eine in-vitro-Transkription 

genutzt. Hierbei entstanden viele Kopien aRNA, die komplementär zu der Sequenz der 

Ausgangs mRNA waren.  

Für eine zweite Amplifikationsrunde wurde der gesamte Vorgang wiederholt und die 

aRNA aus der ersten Runde wurde als Ausgangs-RNA verwendet (Abb. 22) 

 

 

 

Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben (Arcturus, Version C). 

 

Tabelle 29: Verwendetes PCR-Pogramm 

Runde 1 

Zyklus Temperatur / Zeit Synthese 

1 65°C, 5min 
2 4°C, halten 
3 42°C, 45 min 
4 37°C, 20 min 
5 95°C, 5 min 
6 4°C, halten 

1st Strand 

Abb. 22: Schematische Darstellung des Ablaufs der ersten 
Runde der Amplifikation (www.affymetrix.com) 
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Runde 1 

Zyklus Temperatur / Zeit Synthese 

7 25°C, 5 min 
8 37°C, 10 min 
9 70°C, 5 min 
10 4°C, halten 

2nd Strand 

11 42°C, 3 h 
12 4°C, halten 
13 37°C, 15 min 
14 4°C, halten 

IVT 

 

Runde 2 

Zyklus Temperatur / Zeit Synthese 

1 65°C, 5min 
2 4°C, halten 
3 25°C, 10 min 
4 37°C, 45 min 
5 4°C, halten 

1st Strand 

6 95°C, 2 min 
7 37°C, 15 min 
8 70°C, 5 min 
9 4°C, halten 

2nd Strand 

 

Labelling mit GeneChip® Expression 3’-Amplification Reagents for IVT Labelling 

(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) erfolgte nach Herstellerangaben 

 

2.16.3 Auswertung von Affymetrix Oligonukleotid-Mikroarrays 

Mikroarrays von Affymetrix werden durch ein kombiniertes Verfahren von 

Photolithografie und kombinatorischer Chemie hergestellt. Zehn- bis hunderttausend 

verschiedene Oligonukleotid-Proben werden dabei direkt auf dem Array synthetisiert. Die 

DNA-Oligonukleotide, die ein bestimmtes Transkript repräsentieren, sind auf so 

genannten Probe Sets lokalisiert (Abb. 23). Jedes Probe Set besteht aus 16 – 20 probe 

pairs, die jeweils aus 2 verschiedenen probe cells, den perfect match (PM) und mismatch 

(MM), zusammengesetzt sind. Die PM-Oligonukleotide sind exakt komplementär zu einem 

Sequenzabschnitt in einem spezifischen Transkript. Die MM-Oligonukleotide sind ebenfalls 

komplementär zu diesem Sequenzabschnitt, weisen jedoch an einer zentralen Position 

einen homomerischen Basen- mismatch auf. Das PM-Oligomer ist identisch zu der 

Sequenz des Gens, das durch das Probenset repräsentiert wird. Das MM Oligomer enthält 

eine Basentransversion in der Mitte der Sequenz und dient der Kontrolle von 

unspezifischen Bindungen (Robert et al., 1999; Affymetrix, Mikroarray Suite” Users 

Guide, Version 5). Jede Probe Cell beinhaltet wiederum Millionen Kopien eines 

spezifischen Oligonukleotids. 
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Während des Scannens wird jede Probe Cell in Pixel unterteilt, und die Rohintensitäts- 

Daten pro Pixel ermittelt. Die Ermittlung eines Intensitätswertes pro Probe Set 

(=Transkript) erfolgt in zwei Schritten mit Hilfe der Affymetrix Mikroarray Suite Software 

(MAS), Version 5.0. Zur Kontrolle der Hybridisierungsqualität eines Array-Experiments 

enthält der Array Probe Sets mit nicht-eukaryontischen Oligonukleotiden: bioB, bioC, 

bioD und cre. Die entsprechenden Transkripte (Spike-Kontrollen) wurden dem 

Hybridisierungscocktail zugegeben (siehe 2.16.2, Tab. 27) und müssen später in der 

absoluten Analyse im Absolut Call den Status Present aufweisen. bioB repräsentiert dabei 

das unterste Detektionslimit, da es in der geringsten Konzentration (1.5 pM) zugegeben 

wird. Als interne Kontrollen für die Qualität der cDNA-Synthese und der in-vitro 

Transkription, wurden die Quotienten aus den 3´ und 5´ Average Difference -Werten (AD 

3´/5´) der Housekeeping -Kontrollen GAPDH und Actin Probe Sets bestimmt. Die 

Quotienten sollten zwischen 1 und 2 liegen; Quotienten über 2 weisen z.B. auf 

inkomplette IVT-Reaktionen bzw. unvollständige cDNA-Synthesen hin. 

 

Abb. 23: Schematische Darstellung zum Aufbau eines Probensets eines Affymetrix-Oligonukleotid-
GeneChips. Ein Probenset setzt sich aus 16 verschiedenen Probenpaaren zusammen, die jeweils aus einer 
perfect match- und einer mismatch-Probenzelle bestehen (Lipshutz und Fodor, 1999) 
 

2.16.4 Vergleichende Expressions-Analyse 

In biologischen Assays treten Variabilitäten der Daten auf, die durch nicht-biologische 

Faktoren beeinflusst werden. So können z.B. Schwankungen der Menge und Qualität der 

verwendeten cRNA, der Färbung oder andere experimentelle Variablen zu 

unterschiedlichen Hybridisierungs-Intensitäten führen. Um dennoch einen zuverlässigen 

Vergleich mehrerer Arrays durchzuführen, müssen diese Faktoren minimiert werden. Dies 

wird durch Skalierung des Arrays erreicht. Es ist bei allen Arrays ein globales Scaling 

über alle Probe Sets durchgeführt worden. Bei dieser Methode wurden die Daten jedes 

Experiments mit einem Skalierungsfaktor multipliziert, um alle Arrays auf eine identische 

Durchschnittsintensität zu bringen (Abb. 26). 



MATERIAL UND METHODEN  ________________________________________________ 

 58

Die Intensitäten jedes einzelnen Probenpaares wurden dazu verwendet, eine qualitative 

und quantitative Expressionsmessung durchzuführen. Durch den Vergleich der 

Signalintensitäten der Expressionsanalyse mit den Signalintensitäten eines Kontroll-Chips 

konnte die relative Abundanz eines Transkripts ermittelt werden. In dieser Arbeit wurde 

der humane GeneChip-Satz HG-Focus der Firma Affymetrix (Santa Clara, USA) auf dem 

ca. 8.000 Gene repräsentiert werden, verwendet. 

Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden gemäß dem Affymetrix-

Standardprotokoll durchgeführt (Abb. 24) 

 

Tabelle 30: Reagenzien für Affymetrix-Mikroarrays 

 
Komponente Zusammensetzung 

Antikörperlösung 1 

10 µg/ml Streptavidin-Phycoerythrin 

(SAPE),1x Färbepuffer, 2 mg/ml 

acetyliertes BSA, RNase-freies Wasser 

Antikörperlösung 2 

100 µg/ml Ziegen-IgG, 3 µg/ml 

biotinylierter, Streptavidin- Antikörper, 1x 

Färbepuffer, 2 mg/ml, acetyliertes BSA, 

RNase-freies Wasser 

5x Fragmentierungspuffer 
200 mM Tris-Acetat (pH 8,1), 1,5 mM 

Kaliumacetat, 150 mM Magnesiumacetat 

12x MES-Stock 
1,22 M MES Natrium-Salz, 0,89 M MES 

freies saures Monohydrat 

2x MES Hybridisierungspuffer 
2x MES-Stock, 2 M NaCl, 40 mM EDTA, 

0,02% Tween 20 

2x Färbepuffer 
2x MES-Stock, 1,85 M NaCl, 0,1% Tween 

20 

Waschpuffer, nicht-stringent 

0,9 M NaCl, 60 mM NaH2PO4, 6 mM EDTA, 

0,01% Tween 20 

 

Waschpuffer, stringent 
1x MES Stock, 26 mM NaCl, 0,01% 

Tween20 

Hybridisierungscocktail 

10 µg fragmentierte cRNA, Kontroll-cRNA: 

bioB, bioC, bioD und Cre, (1,5; 5; 25 und 

100 pM), 50 pM Kontroll-Oligonukleotide, 

0.1 µg/µl sonifizierte Hering-Spermien-

DNA, 0.5 µg/µl acetyliertes BSA, 1x MES 

Hybridisierungspuffer 
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2.16.5 Synthese und Fragmentierung der Biotin-markierten cRNA 

Die Synthese Biotin-markierter cRNA erfolgte unter Verwendung des ENZO BioArray High 

Yield RNA Transkript Labeling Kit nach Herstellerangaben (Cat: 42655-10, Enzo 

Diagnostic, Farmindale USA). 

 

Tabelle 31: Komponenten des ENZO BioArray High Yield RNA Transkript Labeling Kits 

Komponente Beschreibung 

10x T7 HY Reaction Buffer, 40 µl Tris gepuffertes NaCl, MgCl2 und 

Spermidine, mit Stabilisierer 

10x Biotin-markierte 

Ribonucleotide, 40 µl 

10-fach konzentrierte Mischung 

aus ATP, CTP, GTP, UTP, Bio-UTP 

and Bio-CTP 

10x DTT, 40 µl 100mM DTT 

10x RNase Inhibitor Mix, 40 µl 20 units/µl in Storage Buffer 

20x T7 RNA Polymerase, 20 µl 50 units/µl in Storage Buffer 

 

Für die Synthese von Biotin-markierter cRNA wurde doppelsträngige cDNA als 

Ausgangsmaterial verwendet. Mit dem BioArray RNA Transcript Labeling Kit, das für den 

Gebrauch für Affymetrix Mikroarrays optimiert ist, wurde eine in vitro-Transkription für 

vier bis fünf Stunden bei 37 °C durchgeführt. Die T7-RNA-Polymerase synthetisierte 

einzelsträngige biotinylierte RNA-Moleküle (cRNA). Die Biotin-markierte cRNA wurde mit 

dem RNeasy Mini Kit aufgereinigt und in 21 µl Wasser eluiert. Anschließend erfolgte eine 

Quantifizierung der cRNA durch eine Adsorptionsmessung an einem Spektralphotometer 

bzw. Nanodrop. 

20 µg cRNA wurde in Fragmentierungspuffer für 35 min bei 95°C fragmentiert. Der 

Ansatz wurde bis zur Hybridisierung bei -20°C gelagert. 

 

2.16.6 Hybridisierung, Waschen und Scannen der Genechips 

10 µg der fragmentierten cRNA und 100x Kontroll-cRNA Stock wurden wie folgt 

weiterbehandelt: 

Tabelle 32: 

Durchführung 
 
Denaturierung für 5 min bei 65°C  
Einsetzen in Hybridisierungscocktail  
Denaturierung des Cocktails für 5 min bei 99°C.  
Abkühlung auf 45°C für 5 min.  
Prä-Hybridisierung des verwendeten Genechips für 10 min bei 45°C mit 1x 
MES Puffer.  
Hybridisierung des Genechips mit 200 µl des abzentrifugierten 
Hybridisierungscocktails für 16 h bei 45°C unter Rotation  
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Durchführung 
 
Waschen des Genechip in einer Waschstation (Affymetrix Fluidics Station 400) 
t unter Verwendung des nicht-stringenten Waschpuffers (10x 2 mixes/25°C) 
und des stringenten Waschpuffers (4x 15 mixes/50°C) Programm Euk1-vs-
Euk2.v3.  
Zur Detektion und Verstärkung der Fluoreszenzsignale wird der Chip 
nacheinander mit den Antikörperlösungen 1 und 2 behandelt und abschließend 
gewaschen.  
Scannen des Chips mit einer Auflösung von 3 µm/Pixel mit dem HP Gene-
Array-Scanner (Affymetrix). Zur Identifizierung der einzelnen Probenzellen 
positioniert der Computer ein Gitter über den gesamten Chip (Grid-Alignment). 
Die Orientierung des Gitters erfolgt anhand der Kontroll-Oligonukleotide, die 
am Rand des Chips hybridisieren. 

 

 

 

Abb. 24: Darstellung der Arbeitsschritte für ein Mikroarray-Experiment. Modifiziert nach Affymetrix 
(www.affymetrix.com). 
 

 

 

 

 

Abb. 25: Grid-Alignment. Nach dem Scannen wird ein Gitter über dem gesamten Chip positioniert. Die 
Kontroll-Oligonukleotide (Oligo B2), die am Rand des Chips hybridisieren, geben die Orientierung des Gitters 
an. Anhand des Gitters können die einzelnen Probenzellen identifiziert werden. Affymetrix, Mikroarray Suite” 
Users Guide, Version 5  
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2.17 Statistische Algorithmen für die Auswertung der Microarrays 

2.17.1 Skalierung: 

Zum Vergleich der Hybridisierungsmuster der einzelnen DNA-Array-Experimente wurden 

die Gesamtintensitäten der einzelnen DNA-Arrays normalisiert. Dazu wurde eine 

Kombination zweier Normalisierungsalgorithmen gewählt. Die erste Normalisierung 

wurde mit der Affymetrix-Standardsoftware (MAS5) durchgeführt. Hierbei erfolgte eine 

Skalierung der Gesamtintensitäten aller DNA-Arrays auf einen gemeinsamen Wert, wie in 

Abb. 26 gezeigt.  

 

 

 

 

 

Unspezifische Nukleinsäurebindungen rufen ein so genanntes Hintergrund-Rauschen 

(Background) hervor. Dadurch erhält nahezu jede DNA Sonde einen Signalwert über Null. 

Um exprimierte Gene von nicht exprimierten Genen unterscheiden zu können, wurde das 

Verhältnis aus perfect match - zu mismatch -Intensitäten für jedes RNA-Transkript 

gebildet. Der MAS5 Algorithmus legte anhand diese Verhältnisses fest, ob ein Transkript 

detektierbar (present call) oder nicht detektierbar war (absent call). 

Da die Nukleinsäure-Hybridisierungen den üblichen biologischen und technischen 

Schwankungen unterlagen, ist eine Normalisierung, basierend auf einer linearen 

Skalierung von Signalwerten problematisch. Daher erfolgte die Normalisierung in der 

Programmiersprache R (Version 2.1.1) zusätzlich mit Hilfe des im Bioconductor-Pakets 

implementierten RMA-Algorithmus (Gentleman et al., 2004, Bolstad et al., 2003, Irizarry 

et al., 2003a, Irizarry et al., 2003b). Hierbei wurde zunächst eine Hintergrundkorrektur 

durchgeführt. Das Ziel war die Verteilung der logarithmierten Hybridisierungs-

Intensitäten zwischen den verschiedenen Arrays anzugleichen. Eine erfolgreiche 

Normalisierung zeichnete sich durch nahezu identische Median-Hybridisierungssignal-

Intensitäten der verschiedenen Arrays aus. Dies konnte in einer Box-Plot-Analyse 

Abb. 26: Scaling Faktor. Standardisiert die durchschnittliche Signalstärke von jedem Experiment auf ein 
vom Benutzer festgelegten Wert. [nach Affymetrix, Microarray Suite, User Guide] 
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kontrolliert werden. Ein Box-Plot ist eine graphische Darstellung der Häufigkeitsverteilung 

einer Variablen, die Zentrum, Streuung, Schiefe und Spannweite der Verteilung (inkl. 

möglicher Ausreißer) in einer Grafik zusammenfasst. Die Box umfasste die 

Signalintensitäten zwischen 25 und 75 Perzentile. Der Median wurde durch einen 

senkrechten Strich in der Box verdeutlicht. Durch zwei Linien ober- und unterhalb der 

Box wurden mögliche Ausreißer gekennzeichnet. 

 

2.17.2 Expressionsmatrix: 

Nach der Normalisierung aller Arrays wurden die Signalintensitäten in Form einer Matrix 

erhalten, bestehend aus den verschiedenen Arrays und den verschiedenen Transkripten 

eines Arrays. Diese Anordnung wurde als Expressionsmatrix bezeichnet und war der 

Ausgangspunkt für weitere bioinformatische Analysen. 

 

2.17.3 Korrelationsmatrix: 

Durch die Berechnung eines Korrelationskoeffizienten zwischen zwei DNA-Arrays konnten 

Ausreißer beim Vergleich der einzelnen DNA-Arrays identifiziert werden. Für die 

Erstellung einer Korrelationsmatrix wurden die Korrelationskoeffizienten für alle 

möglichen Array-Paare berechnet. Da die Verteilung der logarithmierten Intensitäten 

eines DNA-Arrays nicht der Normalverteilung folgen muss, wurde eine nicht-

parametrischer Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman gewählt. 

 

2.17.4 SAM-Algorithmus: 

Zur Identifizierung signifikanter Genexpressionen wurde der im Bioconductor 

implementierte SAM-Algorithmus angewendet (Tusher et al., 2001). SAM steht für 

Significance Analysis of Microarrays und berechnet für jedes Gen ein Maß für die 

Genexpressionsänderung. Hierbei wurde für jedes Transkript in der Expressionsmatrix 

der Mittelwert über alle Signalintensitäten innerhalb eines Gewebetyps gebildet und die 

Differenz zwischen den Signal-Mittelwerten eines Transkripts aus den zu vergleichenden 

Gewebetypen gebildet. Um jedem Transkript eine relative Differenz (di) zuzuordnen 

wurde der Differenzwert zur Standardabweichung aller Expressionswerte pro Transkript 

ins Verhältnis gesetzt. Die Signifikanz der differenziellen Expression wurde mit Hilfe von 

Permutationen ein Gen-spezifischer t-Test berechnet. Bei der Permutation wurden pro 

Transkript die Signalwerte zwischen den verschiedenen Gewebetypen vertauscht und 

somit zusätzliche relative Differenzen berechnet. Der Mittelwert aller durch Permutation 

berechneten relativen Differenzen pro Transkript entsprach dem Erwartungswert (dp), 

der mit dem berechneten Wert di verglichen wurde. Je größer die Differenz Delta 
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zwischen di und dp war, je höher war die Signifikanz unterschiedlicher Genexpressionen 

eines Transkripts zwischen zwei Gewebetypen.  

Der SAM-Algorithmus ermöglichte zudem die Bestimmung der Anzahl von zu 

erwartenden, falsch-positiven Ergebnissen bei einem vorgegebenen Grenzwert Delta. Es 

handelte sich hierbei um Transkripte, deren differenzielle Genexpression rein zufällig 

auftraten. Je größer Delta gewählt wurde, desto weniger falsch positive Ergebnisse waren 

zu erwarten und die Gruppe an signifikant veränderten Genexpressionen wurde kleiner. 

Ein Nachteil war, dass auch die Anzahl der true positive reduziert wurde. 

 

2.17.5 Kombination aus RMA- und dem MAS5 Algorithmus zur Identifizierung 

exprimierter Gene 

Zur Identifizierung differenziert exprimierter Gene bei der Prostata-Karzinogenese wurde 

mit dem RMA- (Irizarry et al., 2003) und dem MAS5 Algorithmus (Affymetrix Inc., Santa 

Clara, CA) jeweils eine Expressionsmatrix erstellt, bestehend aus den untersuchten 

Gewebetypen und 8793 Transkripten. Anschließend wurden aus der RMA-

Expressionsmatrix alle Transkripte eliminiert, die in der MAS5-Expressionsmatrix in jeder 

der drei Gruppen mindestens einen absent call aufwiesen. Für jedes Transkript jeder 

Gruppe wurde ein Mittelwert-Signal berechnet.  

 

2.17.6 Clusteralgorithmen 

Zur Identifizierung von Hybridisierungsmustern die unter allen durchgeführten 

Experimenten besonders ähnlich waren, wurde eine Clusteranalyse durchgeführt. Ziel 

dieser Methode war eine Einteilung der Proben und Gene in Klassen aufgrund der 

gemessenen (normalisierten) Expressionsprofile. Diese Analyse diente dazu Gruppen 

coregulierter Gene zu identifizieren, zur Identifikation von räumlichen oder zeitlichen 

Expressionsmustern, zur Qualitätskontrolle. Ferner zur Identifikation bisher unbekannter 

Tumorsubklassen, zur Überprüfung und zur Einteilung in bekannte und neue 

Tumorsubklassen und zur Identifikation experimenteller Verzerrungen (Artefakte). Auch 

simultanes Clustern von Genen und Proben war möglich.  

Es wurden zwei Kategorien von hierarchischen Clusteranalyseverfahren unterschieden 

(divisiv und agglomerativ): 

Es wird eine Hierarchie erzeugt von der untersten Stufe, in der jede Klasse ein Objekt 

(Expressionsprofil) enthält, bis zur höchsten, in der alle Objekte in einer Klasse sind. 

Dabei wird ein Abstandmaß (oder Ähnlichkeitsbegriff) zwischen zwei Expressionsprofilen 

von Genen/Proben festgelegt. Dieses Maß wird zur Definition des Abstandes eines 

Expressionsprofils zu einer Klasse und zwischen zwei Klassen angewendet. 
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a. Agglomerativ (AGNES) bedeutet, dass von unten nach oben geclustert 

wird. Dabei ist jedes einzelne Expressionsprofil zu Beginn ein Cluster. In 

jedem weiteren Cluster-Schritt wurden die Expressionsprofile oder Cluster 

mit dem kleinsten Abstand zusammengefasst, bis am Ende alle 

Expressionsprofile in einem Cluster zusammengefasst sind. 

b. Divisiv (DIANA) bedeutet von oben nach unten clustern. Dieses 

Verfahren fasst zu Beginn alle Expressionsprofile zu einem einzigen Cluster 

zusammen. In jedem weiteren Cluster-Schritt erfolgt die beste Aufspaltung 

des Clusters, bis jedes Cluster nur noch ein Expressionsprofil enthält. 

Die Darstellung der hierarchischen Klasseneinteilung ist typischerweise das 

Dendrogramm oder ein Color Image Plot.  

Hierarchische Clusterverfahren vermeiden die Festlegung auf eine bestimmte Anzahl von 

Clustern, indem sie für jede Anzahl eine Einteilung bereitstellen. 

Es wurden je nach Clustermethode verschiedene Abstandmaße für Vektoren x=(x1,...,xn), 

y=(y1,...yn) verwendet, wie z.B. der Euklidische Abstand oder der Korrelationskoeffizient 

Manhatten Metrik. 

Hierzu wurde zunächst mit der Funktion daisy in der Programmiersprache R eine 

euklidische Distanzmatrix zwischen allen möglichen Array-Paaren berechnet. Basierend 

auf dieser Distanzmatrix wurde anschließend ein Dendrogramm erzeugt, welches sehr 

ähnliche DNA-Array Hybridisierungsmuster in unmittelbarer Nachbarschaft zeigte. 

 

 

 

Formel für Euklidische Distanz: d(i, j) =  

 

2.17.7 HOPACH-Analyse 

Der hierarchische Cluster Algorithmus HOPACH (Hierarchical Ordered Partitioning and 

Collapsing Hybrid) ist eine Mischung aus einem agglomerativen und divisiven 

Clusterverfahren. Der Algorithmus generiert eine Hierarchie, indem wiederholt die 

Ausgangs Daten solange mittels des PAM Algorithmus aufgetrennt werden, bis in jedem 

Level der best mögliche Zusammenschluss erfolgt ist (Kaufman und Rousseeuw, 1990). 

HOPACH benutzt dabei die so genannten Mean/Median Split Silhouette (MSS) Kriterien 

um die homogensten Cluster eines Levels zu identifizieren (van der Laan und Pollard, 

2003). 
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2.17.8 Standardabweichung 

Die Standardabweichung (SD) ist in der Stochastik ein Maß für die Streuung der Werte 

einer Zufallsvariablen um ihren Mittelwert. Sie ist für eine Zufallsvariable X definiert als 

die positive Quadratwurzel aus deren Varianz und wird als notiert. Die 

Varianz einer Zufallsvariable ist das zentrierte Moment zweiter Ordnung der zugehörigen 

Verteilung, der Erwartungswert das erste Moment. 

Liegt eine Beobachtungsreihe  der Länge N vor, so sind empirischer 

Mittelwert und empirische Standardabweichung die zwei wichtigsten Maßzahlen in der 

Statistik zur Beschreibung der Eigenschaften der Beobachtungsreihe. 

 
2.18 Immunhistochemie (IHC) 

2.18.1 Immunhistochemische Expressionsanalysen 

Es wurden an Geweben mit duktalem Pankreaskarzinom und hormonresistenten 

Prostatakarzinom immunhistochemische Expressionsanalysen für das p53 Protein 

durchgeführt. In Geweben mit chronischer Pankreatitis wurden die Expression der 

Proteine p53, p16 und DPC4 in PanINs untersucht.  

An Geweben der Prostatahyperplasie, des Prostatakarzinoms und des hormonresistenten 

Prostatakarzinoms wurden ferner immunhistochemische Analysen für die Proteine COX2 

und BCL2 durchgeführt.  

 

2.18.2 Protein-Überexpression 

Zum Nachweis einer Überexpression von p53 und BCL2 Protein wurde das folgende 

Färbeprotokoll durchgeführt: Serienschnitte (4 µm) der Formalin fixierten in Paraffin 

eingebetteten Gewebe wurden auf silanisierte Objektträger (Dako, Hamburg) aufgezogen 

und einer Färbung mittels des Tecan- Immunostainer Genesis RSP 200 für monoklonale 

mouse und polyklonale rabbit Primärantikörper unterzogen. 

 

Tabelle 33: IHC-Protokoll-I 

Reagenzien und Durchführung 
 

Inkubation bei 56°C für 1 Stunde.  
Entparaffinierung durch Inkubation in Xylen für 2 x 10 Minuten 
Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe  
100% Ethanol für 2 x 5 Minuten,  
96% Ethanol für 2 x 5 Minuten und in  
70% Ethanol für 2 x 5 Minuten.  

Inkubation für 20 Minuten in 0,3%-iges Methanol-H2O2 (30%-ig)-Bad bei RT 
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Reagenzien und Durchführung 
 

abspülen der Schnitte in H20. 

Antigen Demaskierung durch Erhitzen der Schnitte für 30 Minuten und 

Bedampfung bei 96°C in Citratpuffer pH 6,0.  

 

Die monoklonale Maus-Antikörper p53 RIA und BCL2 wurden 1:30 verdünnt eingesetzt. 

Die Gegenfärbung der Schnitte erfolgte mit Hämatoxylin, im Anschluss wurden die 

Schnitte mit Aquatex (Fa. Merck) eingedeckt. Die Überexpression des p53 Proteins im 

Kern der Zelle wurde als positive Anfärbung gewertet, wobei die Evaluation der Färbung 

nach Baas et al. (1994) durchgeführt wurde: hoher Färbeindex (>30%), niedriger 

Färbeindex (>1%, <30%), negativ (<1%). Als Positivkontrolle dienten Schnittpräparate 

mit Pankreaskazinomgewebe und bekannter p53 Protein Überexpression. Als 

Negativkontrolle dienten Schnittpräparate ohne Inkubation mit dem Primärantikörper.  

 

Zum Nachweis eines Ausfalls der Proteinexpression von p16, COX2 und DPC4 wurde ein 

modifiziertes IHC-Protokoll verwendet.  

Abweichungen: von oben genanntem Protokoll sind die  

• Inkubationszeit bei 56°C für 4 Stunden 

• Verdünnung der monoklonalen Maus-Antikörper von 1:100.  

Eine negative Färbereaktion für das p16 Protein wurde diagnostiziert bei fehlender 

Anfärbung des Zellkerns oder des Zytoplasmas der duktalen Epithelien bei gleichzeitig 

positiver Anfärbung der Stromazellen (Wilentz et al., 1998). Eine negative Färbereaktion 

für das DPC4 Protein wurde bei einer Anfärbung der Zellmembran und des Zytoplasmas 

der duktalen Epithelien von weniger als 5% der Epithelien diagnostiziert. Der eingesetzte 

Antikörper galt als hoch spezifisch und sensitiv für die Detektion eines Gendefekts am 

DPC4 Genlokus bei Ausfall des DPC4 Proteins (Wilentz et al., 2000). Als weitere 

Positivkontrolle dienten Schnittpräparate mit Pankreaskazinomgewebe und bekanntem 

Ausfall des p16 Protein und DPC4 Protein. Als Negativkontrolle dienten Schnittpräparate 

ohne Inkubation mit dem Primärantikörper.  

 

2.19 Interphase-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  

Neben der molekulargenetischen Analyse der PanIN Läsionen in chronischer Pankreatitis 

wurden auch zytogenetische Analysen mittels Interphase Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung (Interphase-FISH) an Laser mikrodissezierten PanINs zur Bestimmung des 

Aneuploidiestatus durchgeführt. Diese Arbeiten erfolgten in enger Zusammenarbeit mit 
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Herrn Mario Baumgart, Klinik für Allgemeinchirurgie Universitätsklinik Göttingen (PD Dr. 

med. B.M. Ghadimi; Leiter: Prof. Dr. H. Becker). 

An 10 µm dicken Serienschnitten der zuvor mittels PCR untersuchten PanINs wurden 

jeweils zwei Centromer-DNA-Sonden (Qbiogene, Heidelberg) nach Markierung mit 

unterschiedlichen Fluorochromen hybridisiert. Es wurde ein 2-Farben-FISH-Assay 

zusammengestellt, bei der entweder Sonden für die Centromere 7 und 8 oder für die 

Centromere 7 und 17 eingesetzt wurden.  

Das Laser mikrodissezierte Gewebe wurde wie folgt behandelt:  

 

Tabelle 34: Zellkernaufbereitung 

Reagenzien und Durchführung 
Entparaffinierung und Rehydrierung wie oben beschrieben.  
Inkubation mit Protease XXIV bei 45°C für 60 min.  
Pipettieren der Kernsuspension auf eine Spezialsäule (60 µm Matrix)  
Zentrifugation für 5 min bei 10.000 rpm Überstand verwerfen.  
Pellet mit 1x PBS waschen, zentrifugieren, Überstand verwerfen.  
Fixieren der isolierten Kerne mit einem Methanol und Essigsäure Gemisch 
(3:1)  
Lösung auf positiv geladenen OT tropfen  
Dehydrieren und bis zur FISH-Analyse bei -20°C aufbewahren  

 

 
Es wurden FISH-Sonden für Chromosomen gewählt, die aufgrund kürzlich veröffentlichter 

CGH Ergebnisse häufig eine Aneuploidie in duktalen Pankreaskarzinomen zeigten 

(Solinas-Toldo et al., 1996; Mahlamäki et al., 1997 und 2002; Gorunova et al., 1998; 

Ghadimi et al., 1999). Zur Aufdeckung der chromosomalen Aneuploidie wurden für das 

dual-colour FISH Experiment Centromer spezifische alpha-satellite Sonden für die 

Chromsomen 3 (D3Z1, Rhodamine), 7 (D7Z1, Rhodamine), 8 (D8Z1, Fluorescein) und 17 

(D17Z1, Fluorescein) (Qbiogene, Heidelberg, Germany) gewählt.  

Nach der Hybridisierung folgte die Detektion. Hier wurden die Objektträger zunächst 

einer Reihe von Waschvorgängen unterzogen, die den Hybridisierungsmix von den 

Objektträgern abwuschen.  
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Tabelle 35: FISH 

Reagenzien und Durchführung 

4 x waschen SSC (Sodium Chlorid, Sodium Citrat) / 0,3% NP-40 (nicht ionisches 
Detergenz) bei RT für 30 min  

Inkubation mit M NaSCN bei 80°C für 30 min 

Slides auf RT bringen und 2 x waschen mit SSC für 5 min  

Inkubation mit 0,005% Pepsin in 0,01N Hydrochlorid  

2 x waschen in SSC, dehydrieren und lufttrocknen 

Hybridisieren nach Herstellerangaben 

2µl jeder Probe wird mit Hybridisierungspuffer auf ein Endvolumen von µl gebracht 

Aufbringen auf OT, eindecken und mit Fixogum abdichten 

Denaturieren bei 80°C für 5 min 

Inkubation für 12-16 h bei 37°C 

Deckgläser entfernen und 4 x mit SSC / 0,3% NP-40 für 3 min waschen 

2 x waschen mit SSC bei RT für 5 min 

Dehydrieren, lufttrocknen und mit Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4`-6`Diamidino-2-
phenylindol) gegenfärben  

 

Es wurden mindestens 100 Kerne pro mikrodissezierter Probe ausgezählt und die 

Hybridisierungs-Signale mit einem Leica DM-RBE Mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany) 

ausgewertet. Es wurden die Filter FITC und TRITC (Chroma Technologies, Rockingham, 

USA) mit x63 oder x100 Planarobjektiv (Leica) eingesetzt. Die Bildaufnahme erfolgte 

über eine mit einem Mikroskop verbundene CCD-Kamera Sensys, Photometrics, 

München, Germany). Die Auswertung erfolgte mittels der Leica CW-4000 Software. 

 

2.20 Patientenkollektive. 

Die untersuchten in Paraffin eingebetteten Gewebe entstammten von Patienten mit 

chronischer Pankreatitis, normaler Kolon Mucosa, Kolonkarzinom, Prostatahyperplasie 

und Prostatakarzinom aus dem Archiv des Instituts für Pathologie Klinikum Kassel. 

 

2.20.1 Patienten mit chronischer Pankreatitis.  

Von 21 Patienten mit chronischer Pankreatitis standen in Paraffin eingebettete 

Gewebeblöcke zur Verfügung. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Resektion lag 

zwischen 34 und 78 Jahren (Median 55,23 Jahre). Sechzehn der Patienten waren 

männlich, fünf 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 Nikotinkonsum zu Grunde. 



MATERIAL UND METHODEN  ________________________________________________ 

 69

Tabelle 36: Patienten mit Pancreatic Intraepithelial Neoplasias 

Patient ID PanIN 
CP1 0, 1a, 1b, 2, 3, DM 
CP2 0, 1a, 1b, 2, 3, DM 
CP3 0, 1a, DM 
CP4 1a, 2 
CP5 1a, 1b, 2,  
CP6 2 
CP7 0, 1a, 1b, 2 
CP8 0, 1a, 1b, 2, DM 
CP9 0, 1a, 1b, 2, DM 
CP10 0, 1a, 1b, 2, 3, DM 
CP11 0, 1a, 1b, 2, DM 
CP12 1a, 1b, DM 
CP13 0, 1a, 1b, 2 
CP14 0, DM 
CP15 0, 1a, 1b, DM 
CP16 0, 1a, 1b, 2, DM 
CP17 0, 1a, 1b, 2, DM 
CP18 0, 1a, 1b, 2,  
CP19 0, 1a,  
CP20 1a, 1b, DM 
CP21 0, 1a, 1b, DM 

 

2.20.2 Patienten mit normaler Kolon Mucosa und Kolonkarzinom 

Tabelle 37: Patienten mit normaler Kolon Mucosa und Kolorektal Karzinom 

Patient ID TNM 

C3 pT3,pN1,pMX,R0, G2 

C5 pT2,pN0,pMX,R0, G2 

C7 pT3,pN0,pMX, R0, G2 

C8 pT2,pN0,pMX,R0,G2 

C9 pT4,pN2,pMX,R1,G3 

C10 pT4,pN0,pMX,R1,G3 

N273 - 

N282 - 

N301 - 

N335 - 

N367 - 
TNM: 

• T= Tumor, Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten des Primärtumors 
• N= Nodus = Lymphknoten, Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen 
• M= Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen 

prep. Art: TUR = transurethrale Prostata-Gewebe-Resektion; TR = totale Prostatektomie 
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2.20.2 Patienten mit Prostatakarzinom 

 

Tabelle 38 Patienten mit Prostatakarzinom 

Patient 
ID Diagnose Alter TNM 

% 
Tumor-
Zellen 

prep. 
Art  

PCA_121 PCA 74M81 40/3 G2 pT4a pN2 pM1 R0 90TUR 
PCA_193 PCA 65klinisch gesichertes PCA 90TUR 
TNM: 

• T= Tumor, Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten des Primärtumors 
• N= Nodus = Lymphknoten, Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen 
• M= Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen 

prep. Art: TUR = transurethrale Prostata-Gewebe-Resektion; TR = totale Prostatektomie 

2.20.3 Patienten mit hormonsensitivem Prostatakarzinom 

 

Tabelle 39 Patienten mit hormonsensitivem Prostatakarzinom 

Patient 
ID Diagnose Alter TNM 

% 
Tumor-
Zellen 

prep. 
Art 

BPH_132 BPH/PCA 58M81 40/3 G3 pT2c pN0 pMX R0 /TUR 
PCA_17 PCA 65M81 40/3 G2-3 pT2c pN0 pMX R0 70TR 
TNM: 

• T= Tumor, Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten des Primärtumors 
• N= Nodus = Lymphknoten, Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen 
• M= Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen 

prep. Art: TUR = transurethrale Prostata-Gewebe-Resektion; TR = totale Prostatektomie 

2.20.4 Patienten mit frühem hormonrefraktärem Prostatakarzinom 

 

Tabelle 40 Patienten mit frühem hormonrefraktärem Prostatakarzinom 

Patient 
ID Diagnose Alter TNM 

% 
Tumor-
Zellen 

prep. 
Art  

HRPC_269HRPC 68M81 40/3 G2 pT2c pN0 pMX R0 90TUR 
HRPC_120HRPC 56M81 40/3 G2 pT2c pN0 pMX R0 80TUR 
HRPC_125HRPC 67M81 40/3 G2 pT2c pN0 pMX R0 90TUR 
HRPC_122HRPC 57M81 40/3 G3 pT2c pN0 pMX R1 90TUR 
TNM: 

• T= Tumor, Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten des Primärtumors 
• N= Nodus = Lymphknoten, Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen 
• M= Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen 

prep. Art: TUR = transurethrale Prostata-Gewebe-Resektion; TR = totale Prostatektomie 
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2.20.5 Patienten mit spätem hormonrefraktärem Prostatakarzinom 

 

Tabelle 41 Patienten mit spätem hormonrefraktärem Prostatakarzinom 

Patient 
ID Diagnose Alter TNM 

% 
Tumor-
Zellen 

prep. 
Art  

HRPC_58 HRPC 89M81 40/3 G3 pT3a pNX pMX R1 90TUR 
HRPC_126HRPC 63M81 40/3 G2 pT2c pN0 pMX R0 90TUR 
HRPC_123HRPC 82M81 40/3 G2 pT3a pNX pMX R0 80TUR 
HRPC_124HRPC 83M81 40/3 G3 pT2c pN0 pMX R0 90TUR 
TNM: 

• T= Tumor, Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten des Primärtumors 
• N= Nodus = Lymphknoten, Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen 
• M= Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen 

prep. Art: TUR = transurethrale Prostata-Gewebe-Resektion; TR = totale Prostatektomie 

 

2.20.6 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie 

 

Tabelle 42 Patienten mit benigner Prostatahyperplasie 

Patient 
ID Diagnose Alter TNM 

% 
Tumor-
Zellen 

prep. 
Art 

BPH_142 BPH 62benigne Prostata Hyperplasie /TUR 
PCA_193 BPH 65klinisch gesichertes PCA 90TUR 
BPH_138 BPH 68benigne Prostata Hyperplasie /TUR 
BPH_217 BPH 63benigne Prostata Hyperplasie /TUR 
BPH_199 BPH 64benigne Prostata Hyperplasie /TR 
BPH_132 BPH/PCA 58M81 40/3 G3 pT2c pN0 pMX R0 /TUR 
TNM: 

• T= Tumor, Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten des Primärtumors 
• N= Nodus = Lymphknoten, Fehlen bzw. Vorhandensein von regionalen Lymphknotenmetastasen 
• M= Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen 

prep. Art: TUR = transurethrale Prostata-Gewebe-Resektion; TR = totale Prostatektomie 

 

2.21 Substanzen und Geräte. 

 
Tabelle 43: Substanzen und Geräte 

Substanz / Gerät Hersteller 
ABC-Immunhistochemie Ventana Biotech Systems, Tucson, AZ 

Aqueous Mounting Medium Aquatex, Merck, Darmstadt, GR 

Agarose Bio Whittaker BMA, Rockland, ME, USA 

Antikörper DPC4 Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, 
USA 

Antikörper p53 DO7 Novocastra, Newcastle-upon-Tyne, UK 
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Substanz / Gerät Hersteller 
Antikörper p16 Pharmingen, Heidelberg, GR 
Anti-Taq Antikörper Gibco, Eggenstein, GR 
Aqua dest. Merck, Darmstadt, GR 
Big Dye Terminator Sequencing Kit Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 
Biotech Techmate 1000 Immunostainer Ventana Biotech Systems, Tucson, AZ 

CCD-Kamera Gel Doc 1000 Bio Rad, Hercules, CA, USA 
DMSO Roth GmbH, Karlsruhe, GR 
DNA molecular weight marker II Roche, Penzberg, GR 
DNA-Isolationskit Qiagen, Valencia, CA, USA 
EDTA-Lösung Merck, Darmstadt, GR 
Ethanol 100% Merck, Darmstadt, GR 
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen, GR 
Falconröhrchen  Falcon, Fisher Scientific, Springfield, 

NJ, USA 
Hämatoxylin/Eosin Merck, Darmstadt, GR 
Injektionsnadeln steril Microlance, Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ 
Laser Mikrodissektionsmikroskop Leica, Wetzlar, GR 
Master Cycler Eppendorf, Hamburg, GR 

Membrane Slides for Lasermicrodissection Molecular Machines & Industries, 
Glattbrug, CH 

Methylenblau Merck, Darmstadt, GR 
Microcon-100 Microconcentrators Amicon Inc. Beverly, MA, USA 
Mikromanipulator MP285 Sutter Instruments, Novato, CA, USA 

MJ Research Thermocycler PTC100 MJ Research, Watertown, MA, USA 

PCR Primer City of Hope, Ca, USA 
PCR Reagenzien Roche, Penzberg, GR 
Pepsin  Sigma-Aldrich, Schnelldorf, GR 
Perkin Elmer 9600 Thermocycler Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 
Probe-on Slides Ventana Medical Systems, Tucson, AZ 

Proteinase K Qiagen, Valencia, CA, USA 
Protease Typ XXIV Sigma-Aldrich, Schnelldorf, GR 
Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, GR 
Silanisierte Objektträger DAKO, Hamburg, GR 
Sonden Centromere 7, 8, 17 Qbiogene, Heidelberg, GR 
Taq Expand High Fidelity Polymerase Roche, Basel, CH 
Taq PCR Puffer Roche, Basel, CH 
Tecan-Immunostainer Genesis RSP 200 TECAN, Crailsheim, GR 
Tungsten Nadeln Frederick Haer, Brunswick, MA, USA 

Tween 20 Roche, Basel, CH 
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3 ERGEBNISSE 
 
3.1 Untersuchungen zur Wertigkeit von Biomarkern der frühen Karzinogenese 

beim duktalen Pankreaskarzinom, in Geweben chronischer Pankreatitis sowie 

kolorektalen Karzinomen und hormonresistenten Prostatakarzinomen. 

 

3.1.1 Immunhistochemische Expressionsanalysen der Tumor-Suppressor-Gene 

p16 INK4, p53 und DPC4 in Geweben chronischer Pankreatitis 

Es wurden immunhistochemische Expressionsanalyse von Pankreaskarzinomen und deren 

Vorläuferläsionen durchgeführt, weil hierdurch eine indirekte Funktionskontrolle von 

Genen auf Proteinebene im Gewebe möglich war. Hierbei konnte z.B. eine 

Überexpression eines Proteins auf eine vorliegende Mutation im Gen hindeuten. Auch 

eine negative Protein-Färbung im Vergleich zum sonst positiv gefärbten Normalgewebe, 

konnte auf eine vorliegende Genmutation hindeuten. 

Immunhistochemisch untersucht wurden Formalin fixierte in Paraffin eingebettete 

Gewebe (FFPE-Gewebe) von zehn Patienten mit chronischer Pankreatitis auf 

Expressionen der Proteine p53, p16 und DPC4. Die Ergebnisse wurden im Anschluss mit 

den molekulargenetischen Untersuchungen korreliert.  

Es wurden 262 Pankreasgänge analysiert. 73 Gänge zeigten normales Epithel, 104 Gänge 

PanIN-1A, 44 Gänge mit PanIN-1B, 25 Gänge PanIN-2 und 16 Gänge PanIN-3. PanIN-3 

Läsionen konnten nur bei Studienpatient CP10 gefunden werden. 

Es wurden weder eine p53 Proteinüberexpression noch ein Verlust der Anfärbung für 

DPC4 Protein in PanIN-1A bis PanIN-2 in den Gewebeproben der Patienten CP 1-9 

gefunden. Ein Expressionsverlust des p16 Proteins wurde in fünf PanIN-2 Läsionen (20%) 

nachgewiesen. PanIN-1A, -1B und DM Läsionen zeigten eine reguläre p16 

Proteinexpression. 

Im Gewebe von CP10 war eine schwache Überexpression von p53 Proteins in zwei von 16 

PanIN-2 Läsionen (12%) festzustellen. Dabei lag gleichzeitig ein LOH und eine 

heterozygote Sequenzänderung im Exon 8 (siehe Abb: 28) am p53 Genlokus vor. Alle 

PanIN-3 Läsionen wiesen eine p53 Überexpression auf, die in den Gangepithelien 

unterschiedlich stark ausgeprägt waren (Abb. 27). Gleichzeitig war in diesen Läsionen 

kein p16- und DPC4 Protein detektierbar. In zehn der 16 PanIN-2 Läsionen (62%) zeigte 

p16 Protein vereinzelt Färbeverlust. In vier dieser PanIN-2 Läsionen war gleichzeitig ein 

p16INK4-LOH festzustellen oder eine Sequenzänderung im Exon 2 des p16INK4 Gens.  
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3.1.2 Molekulargenetische Analysen von Geweben mit chronischer Pankreatitis 

Die Gewebeproben aus chronischer Pankreatitis wurden des Weiteren 

molekulargenetischer Analyse unterworfen. Es erfolgte eine Gen Analyse mittels 

Mikrosatelliten-PCR für p16INK4, p53 und DPC4. Eine Gensequenzanalyse der Gene p16INK4 

und p53 wurde bei Studienpatient CP10 durchgeführt. 

Es wurden die in Tabelle 19 aufgeführten MSI-Primer verwendet, welche in der Literatur 

für die LOH-Analyse und Detektion homozygoter Deletionen der Gene p16INK4 und DPC4 

beschrieben wurden (Cairns et al., 1995; Hahn et al., 1996). 

Aus den Geweben von 21 Patienten mit chronischer Pankreatitis wurden insgesamt 443 

normale Gänge, duktale Metaplasie sowie PanIN Läsionen Laser mikrodisseziert. Die 

Anzahl der Gänge in den einzelnen Patientengeweben lag zwischen 3 und 108 Gängen.  

Die Resultate der Mikrosatellitenanalyse der Genloci p53, p16INK4 und DPC4 sind in 

Tabelle 44 zusammengefasst. Von den 443 mikrodissezierten Gängen wurden aus 389 

(87,8%) Gängen geeignete DNA zur Mikrosatelliten- und Sequenzanalyse isoliert. Im 

Einzelnen wurden 74 normale Gänge, 81 Duktale Metaplasien, 122 PanIN-1A, 66 PanIN-

1B, 31 PanIN-2 und 15 PanIN-3 Läsionen mittels Mikrosatellitenanalyse untersucht. 

PanIN-3 Läsionen konnte nur im Gewebe des Studienpatienten CP10 gefunden werden. 

Eine Mikrosatelliteninstabilität (MSI) wurde in sieben von 389 (1,8%) Gängen 

diagnostiziert, davon fünf Läsionen (2 DM, 2 PanIN-1A, 1 PanIN-1B) bei zwei 

Studienpatienten am DPC4-Lokus und zwei Läsionen (1 DM und 1 PanIN-2) bei einem 

Studienpatient am p16INK4-Lokus. 

 

 

Abb. 27: Immunhistochemische 
Detektion von p16, DPC4 und p53 Protein in 
einer PanIN-3-Läsion des Studienpatienten 
CP10.  
(A) Ausfall der Proteinexpression für p16 
(dunkle Pfeile) und (B) DPC4-Protein im 
Gangepithel mit hochgradiger Kerndysplasie 
der und deutlicher Architekturstörung des 
Epithels (helle Pfeile).  
In (C) und (D) ist eine Überexpression von 
p53 (dunkle Pfeile) zu erkennen von dem 
nicht das gesamte Epithel betroffen ist 
(helle Pfeile).  
(A, B x100; C x40; D x200). C D 

A B 
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Tabelle 44: Mikrosatellitenananlyse der Tumor-Suppressor-Gene p53, p16INK4 und DPC4 

PanIN p53-LOH p16INK4-LOH DPC4-LOH 

N 0/59 (0%) 0/51 (0%) 1/53 (1,8%) 

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

1A 2/97 (2,1%) 2/74 (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%) 

 
* in Geweben von 21 Patienten mit chronischer Pankreatitis. Gegeben ist die LOH-Frequenz einzelner Tumor-
Suppressor-Gene in Prozent der jeweils informativen Gänge. N = normaler Gang; DM = Intraduktale papillär-
muzinöse Neoplasie Läsion 
 

Es kam zu einer Akkumulation von Mutationen aller drei Tumor-Suppressor-Gene mit 

steigendem PanIN Grad (Tab. 47). Ein signifikanter Anstieg der LOH Ereignisse war für 

den p53 und p16INK4 Genlokus im Übergang von PanIN-1B zu PanIN-2 zu erkennen 

(p16INK4: p=0,02; p53: p=0,012). Am DPC4 Genlokus konnte eine Zunahme der LOH-

Ereignisse gezeigt werden, der jedoch nicht signifikant war (p=0,191). Im Übergang von 

PanIN-2 zu PanIN-3 war ein signifikanter Anstieg der LOH-Ereignisse der Genloci aller 

drei Tumor-Suppressor-Gene (p16INK4: p=0,042; p53: p=0,011; DPC4: p=0,001) zu 

erkennen. Die in den Duktale Metaplasien verzeichnete LOH-Rate von 5,8% am p16INK4 

Lokus war nicht signifikant höher im Vergleich zur LOH-Rate der Genloci p53 (p=0,203) 

und DPC4 (p=0,303). In den untersuchten Gangläsionen wurden nur LOHs eines Tumor-

Suppressor-Gens gefunden. Eine Ausnahme hiervon bildeten die Gangläsionen von 

Studienpatient CP10, welcher unten separat aufgeführt wird. Eine homozygote Deletion 

der Gene p16INK4 und DPC4 wurde in keiner Gangläsion aller untersuchten 

Studienpatienten mit chronischer Pankreatitis detektiert. 
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Abb. 28: Beispiele für LOH am p16INK4 Lokus, p53 Lokus und DPC4 Lokus. Laser mikrodissezierte Zellgruppen 
wurden durch I-PEP-PCR präamplifiziert und die LOH mit nachfolgender spezifischer Mikrosatelliten-PCR 
nachgewiesen. Um potenzielle homozygote Deletionen am p16

 NK4-Lokus und DPC4-Lokus zu entdecken wurde 
eine Multiplex-PCR mit dem Primer PKY11 durchgeführt (längeres PCR-Produkt, obere Banden am p16INK4-
Lokus, im DPC4-Lokus nicht im Bild), welcher eine Genregion zwischen dem p16INK4-Gen und p15-Gen markiert. 
Oben links: Am DPC4 Lokus fand sich ein LOH in Reihe 8 in einer DM-Probe (roter Pfeil). 
Oben rechts: Am p16INK4 Lokus konnte eine Mikrosatelliteninstabilität nachgewiesen werden (Reihe 4, 
zusätzliche Banden (roter Pfeil). 
Unten links: Am p53 Lokus fand sich ein LOH in Reihe 2 in einer PanIN-1A Probe (roter Pfeil). 
Unten rechts: Am p16INK4 Lokus konnte ein LOH in Reihe 3 in einer PanIN-2 Probe nachgewiesen werden (roter 
Pfeil). In Reihe 4 (PanIN-1A Probe) und Reihe 7 (MD) ist ein Pseudo-LOH (schwarze Pfeile) zu erkennen, 
welches in nachfolgender Mikrosatelliten PCR nicht bestätigt werden konnte.  
 

Da der Studienpatienten CP10 eine ungewöhnlich hohe Anzahl an PanIN-2 und PanIN-3 

Läsionen zeigte, wurde dieser isoliert von den anderen Studienpatienten betrachtet und 

besonders intensiv molekulargenetisch und zusätzlich zytogenetisch untersucht. 

In der Sequenzanalyse von p16INK4 Gens sind fünf Punktmutationen detektiert worden. 

Drei der Mutationen waren in Exon 2 und zwei im Intron 1. Das p53 Gen wies eine 

Sequenzänderung im Exon 8 auf. Die Prolin nach Leucin Transition im Exon 8 des p53 

Gens wurde in heterozygoter Form bei einer duktalen Metaplasie und einer PanIN-1A 

nachgewiesen. In PanIN-2 und PanIN-3 Läsionen wurde sowohl eine heterozygote als 

D18S63 

 S N 1A DM 1A 1B N DM 2 1B 

PKY11 

PKY3 

p16-Lokus DPC4-Lokus 

p16-Lokus 

PKY11 

PKY3 

 1A N 2 1A 1A N DM H2O +  
p53-Lokus 

 N 1A DM 1B 2  

TP53ALS 

N=Normal; 1A=PanIN-1A; 1B=PanIN-1B; 2=PanIN-2; DM= Intraduktale papillär-muzinöse Neoplasie; 
H2O=negative Kontrolle; +=positive Kontrolle; S=Standard  

D18S63 

 N 1A DM 2  
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auch eine homozygote Sequenzänderungen nachgewiesen. Diese Prolin nach Leucin 

Transition konnte in allen PanIN-3 Läsionen gefunden werden, wobei es sich in der 

Mehrzahl um homozygote Sequenzänderungen handelte. In nur einer der 15 

mikrodissezierten PanIN-3 Läsionen konnte kein detektierbares LOH am p53 Genlokus 

gefunden werden. Drei der vier PanIN-3 Läsionen mit heterozygoten Sequenzänderungen 

im Exon 8 des p53 Gens zeigten ein LOH in der Mikrosatellitenanalyse. In PanIN-2 

Läsionen wurde die Prolin nach Leucin Transition im Exon 8 des p53 Gens in sechs der 16 

mikrodissezierten Gänge detektiert, wobei die Hälfte der Sequenzänderungen in 

heterozygoter Form auffielen. Zwei der drei heterozygoten Sequenzänderungen wurden 

in der Mikrosatellitenanalyse von einem LOH begleitet, die beiden anderen LOHs wurden 

zusammen mit homozygoten Sequenzänderungen nachgewiesen. In zwei der 

homozygoten Sequenzänderungen im Exon 8 konnte kein LOH zu detektiert werden. Ein 

LOH ohne begleitende Sequenzänderung im Exon 8 wurde nicht gefunden. 

 

Die Sequenzanalyse von Exon 1 und Exon 2 des p16INK4 Gens ergab ein ähnliches 

Spektrum von Sequenzänderungen und begleitendem LOH in der Mikrosatellitenanalyse. 

Im p16INK4 Gen konnten insgesamt fünf Mutationen gefunden werden, wobei eine 

Insertion von zwei Basen (TG, Pos. 263, Exon 2) in 19 PanINs nachgewiesen worden ist, 

davon nur einmal in heterozygoter Form (eine PanIN-2 Läsion ohne begleitendes LOH am 

p16INK4 Genlokus in der Mikrosatellitenanalyse). Alle PanIN-3 Läsionen zeigten die 

Insertion im Exon 2, wobei nur in acht Fällen gleichzeitig ein LOH am p16INK4 Genlokus 

detektiert wurde. In 2 der 3 PanIN-2 Läsionen sowie der DM-Läsion konnte ein LOH bei 

gleichzeitiger Insertion, in 3 PanIN-2 Läsionen sind LOHs ohne begleitende 

Sequenzänderung gefunden werden.  

Eine G>A Transition im Exon2 (Pos 277) ohne gleichzeitige Insertion wurde in einer 

PanIN- 2 und einer DM nachgewiesen, wobei hier ein LOH am p16INK4 Genlokus nicht 

gefunden wurde. 

Ferner wurde eine C>T Transition im Exon 2 (bp 344, Arg>Cys) ohne LOH in einer 

PanIN-2 nachgewiesen. Im Intron 1 konnte eine C>T Transition in einer PanIN-1A 

(heterozygot, ohne LOH) in einer Entfernung von 25 bp zum Beginn des Exon 2 sowie 

GCCGGTCTCTCCCAGGACAGG 

Abb. 29: Die Sequenz Analyse zeigt einen 
Nucleotid-Austausch von C → T in Exon 8 (bp- 
835) des TP53 gene mit einem Aminosäure-
Austausch von Prolin nach Leucin 
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eine G>A Transition (homozygot ohne LOH) 12 bp vom Beginn des Exon 2 entfernt 

gefunden werden. 

Während alle PanIN-3 Läsionen sowohl p16INK4 als auch p53 Gensequenzänderungen 

aufwiesen und in 80% ein LOH am DPC4 Genlokus nachgewiesen worden war, war in 

sechs der 16 PanIN-2 Läsionen (38%) und in zwei der neun DM (22%) ein LOH oder eine 

Sequenzänderung in zwei der drei untersuchten Gene detektiert worden. In PanIN-1A 

und PanIN-1B Läsionen wurden keine multiplen Genalterationen gefunden. 

Ein LOH am DPC4 Genlokus wurden in 12 (80%) der PanIN-3 Läsionen und in 3 (19%) 

der PanIN-2 Läsionen nachgewiesen. Eine Sequenzanalyse des DPC4 Gens wurde nicht 

durchgeführt. 

 
Tabelle 45: Sequenzänderungen der Gene p16INK4 und p53 im Gewebe des  

Studienpatienten CP10. 

PanIN n 
p16 insTG 
Exon 2 
(bp263) 

p16 G>A 
Exon 2 
(bp277) 

p16 C>T 
Exon 2 
(bp344) 

p16 C>T 
Intron1 
(bp-25) 

p16 G>A 
Intron1 
(bp-12) 

p53 C>T 
Exons 8 (bp14501) 

N 14 0 0 0 0 0 0 

DM 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 

 
*n = mikrodissezierte Pankreasgänge; het = heterozygote Sequenzänderung; N = normaler Gang; 
DM = Intraduktale papillär-muzinöse Neoplasie Läsion 
 
 

Tabelle 46: Gesamte Sequenzänderungen 

PanIN n= p16 Seq. p53 Seq. het. Seq. p16 LOH p53 LOH  DPC4 LOH 

No 14 0 0 0  0 0 0 

DM 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%) 

 
Übersicht über die Mutationen der Gene p16INK4 und p53 sowie gesamte LOH der Genloci p16INK4, p53 und DPC4 
im Gewebe des Studienpatienten CP10. n = informative mikrodissezierte Pankreasgänge; Seq = 
Sequenzänderung; het = heterozygote Sequenzänderung; No = normaler Gang; DM = Intraduktale papillär-
muzinöse Neoplasie Läsion  
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Abb. 30: Sequenzausschnitt p16INK4 Exon 2 Studienpatient CP10. Oben: Homozygote Insertion TG bp 263 
PanIN-3. Unten: Heterozygote Insertion TG bp 263 PanIN-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 31: Sequenzausschnitt p16INK4 Intron 1 und Exon 2 Studienpatient CP10. 
A: p16INK4 Exon 2 Transition G>A (Pfeil) bp 277 (gly/glu) Intraduktale papillär-muzinöse Neoplasie. 
B: p16INK4 Exon 2 Transition C>T (Pfeil) bp 344 (arg/cys) PanIN-2. 
C: p16INK4 Intron 1 heterozygote Sequenzänderung C>T (Pfeil) bp –25 PanIN-1A. 
D: p16INK4 Intron 1 Transition G>A bp –12 PanIN-1B. Gezeigt ist die Upstream-Sequenz C>T (Pfeil). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 32: Sequenzausschnitt p53 Exon 8 Studienpatient CP10. Links: Heterozygote Sequenzänderung 
Transition C>T (Pfeil) bp14501 (pro/leu) DM. Rechts: Homozygote Sequenzänderung Transition C>T (Pfeil) 
bp14501 (pro/leu) PanIN-3. 
 

A B 

C D 
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3.1.3 Interphase-FISH bei chronischer Pankreatitis. 

In ausgewählten PanINs, DM und normalen Pankreasgängen wurde bei Studienpatient 

CP10 eine zytogenetische Analyse mittels Interphase-FISH zur Untersuchung einer 

Aneuploidie der duktalen Epithelien durchgeführt. Eingesetzt wurden Sonden, welche an 

den Centromeren der Chromosomen 7, 8, und 17 hybridisieren. Von manuell 

mikrodissezierten Pankreasgängen wurden die Signale von 237 bis 300 Kernen einzelner 

Gangläsionen ausgezählt (Abb. 33), wobei jeweils eine Dreifachbestimmung durchgeführt 

wurde (Tab. 50). Es konnte ein gradueller Anstieg aneuploider Zellkerne der 

Gangläsionen DM und PanIN im Vergleich zum normalen Gangepithel festgestellt werden. 

Dabei waren zwischen 3% und 8% der Kerne mit vom diploiden Chromosomensatz mit 

abweichenden Signalen detektiert worden. In DM waren zwischen 15% und 18% der 

Zellkerne mit aneuploiden Signalen nachgewiesen worden. Insbesondere bei Chromosom 

8 und 17 konnten Monosomien gefunden werden, was auf einen LOH hindeutet. Die 

Anzahl aneuploider Zellkerne in PanIN-1A und PanIN-1B Läsionen unterschieden sich 

nicht wesentlich. Die Anzahl aneuploider Zellkerne lag zwischen 10% (Chromosom 7) und 

18% (Chromosom 17). In PanIN-2-Läsionen waren 8 bis 21% der Zellkerne aneuploid 

(Chromosom 7). Für die untersuchten Regionen wurden Monosomien häufiger gefunden 

als Trisomien und Tetrasomien (Tab. 50) In PanIN-3 Läsionen wurden die höchsten 

Anzahlen aneuploider Zellkerne gefunden. Die Anzahl lag zwischen 18% (Chromosom 7) 

und 29% (Chromosom 17). Tetrasomien wurden nur in vereinzelten Kernen detektiert, 

höhergradige zytogenetische Alterationen konnten nicht nachgewiesen werden. Eine 

Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abbildung 33, 34 und Tabellen 50 und 51 

dargestellt.  
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Abb. 33: Repräsentative Beispiele für die Messung der Aneuploidie in Zellen von PanINs und DM nach 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) von Centromersonden der Chromosomen 7, 8 und 18. 
A: Monosomie -Chromosom 7, Trisomie Chromosom 17 eines Zellkerns einer DM. 
B: Monosomie Chromosom 7, Monosomie Chromosom 17 eines Zellkerns einer PanIN-1A. 
C: Monosomie Chromosom 7, Disomie Chromosom 17 eines Zellkerns einer PanIN-1B. 
D: Disomie Chromosom 7, Trisomie Chromosom 8 eines Zellkerns einer PanIN-2. 
E: Trisomie Chromosom 7, Trisomie Chromosom 8 eines Zellkerns einer PanIN-3. 
F: Diploider Chromosomensatz Centromer 7 und 8 eines Zellkerns einer PanIN-3. 
 
 

Tabelle 47: Ergebnisse der Auszählung der FISH-Signale einzelner Gangläsionen. 

Angegeben ist das Ergebnis nach Dreifachauszählung bei Patient CP10. 

 
Ploidie
Ch 7  %   

Ploidie 
Ch 8 %    

Ploidie 
Ch 17 %   

Fall 
Anzahl 
Kerne 

 
PanIN 1 2 3 4 

>=
5 1 2 3 4 

>=
5 1 2 3 4 

>=
5 

CP10 260 Normal 1 97 1 1   4 94 1 1   4 92 2 2   
CP10 230  DM 5 85 8 1   11 82 6 1   12 82 5 1   
CP10 282  1a 8 90 2    10 88 2    12 83 4 1   
CP10 300  1b 8 85 7    7 88 4 1   13 84 3    
CP10 300  1b 1085 5    9 86 5    13 82 4 1   
CP10 260  2 1379 8    12 81 7    13 82 5    
CP10 237  2 4 92 3 1   8 86 5 1   12 82 6    
CP10 254  3 7 82 9 2   8 80 11 1   11 71 17 1   
CP10 300  3 1182 6 1   13 77 9 1   11 78 10 1   

Ch = Chromosom 

Rot = Centromer 7 
Grün = Centromer 17 
PanIN-1A 

Rot = Centromer 7 
Grün = Centromer 17 
obstructive duct 

Rot = Centromer 7 
Grün = Centromer 8 
PanIN-3 

Rot = Centromer 7 
Grün = Centromer 17 
PanIN-1B 

Rot = Centromer 7 
Grün = Centromer 8 
PanIN-2 

Rot = Centromer 7 
Grün = Centromer 8 
PanIN-3 

A 

F E D 

C B 
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Tabelle 48: Ergebnisse der Auszählung der FISH-Signale einzelner Gangläsionen. 

Angegeben ist das Ergebnis nach Dreifachauszählung aller untersuchten Patienten 

PanIN Anzahl Ploidie  CEP3         
  Läsionen Kerne Mono SD Di SD Tri SD Tetra SD 
Normal 5 500 3,0 0,8 94,0 0,0 2,5 1,3 0,5 1,0 
1 2 200 2,5 0,7 89,5 0,7 7,0 0,0 1,0 0,0 
2 6 590 7,0 1,8 84,3 0,8 8,0 0,9 0,7 0,8 
3 5 500 8,3 1,4 79,5 1,8 11,3 0,8 0,8 1,0 
DM 5 500 5,8 2,2 84,5 1,7 9,6 1,3 0,1 0,3 
            
PanIN Anzahl  Ploidie  CEP7         
  Läsionen Kerne Mono SD Di SD Tri SD Tetra SD 
Normal 8 760 2,7 1,2 95,1 1,5 1,6 0,5 0,6 0,5 
1 14 1319 6,7 2,8 88,5 3,3 4,6 2,1 0,2 0,4 
2 10 950 8,6 2,6 83,3 2,7 7,7 1,8 0,3 0,4 
3 11 1054 8,8 1,6 81,1 1,2 8,8 2,3 1,3 0,8 
DM 8 730 6,7 2,2 85,6 1,1 6,8 2,4 0,7 0,7 
            
PanIN Anzahl  Ploidie CEP8        
  Läsionen Kerne Mono SD Di SD Tri SD Tetra SD 
Normal 8 760 3,9 1,2 94,0 1,4 1,6 0,5 0,5 0,5 
1 14 1319 7,4 2,7 87,5 1,5 4,6 1,8 0,5 0,5 
2 10 950 9,0 2,1 83,2 1,4 7,3 0,7 0,5 0,5 
3 11 1054 9,7 2,7 79,5 1,4 10,1 1,3 1,0 0,7 
DM 8 730 8,8 1,8 84,0 1,6 6,7 1,7 0,5 0,5 
            
PanIN Anzahl  Ploidie CEP17       
  Läsionen Kerne Mono SD Di SD Tri SD Tetra SD 
Normal 8 780 4,1 1,7 93,7 1,7 1,4 0,5 0,6 0,9 
1 14 1319 10,6 4,3 84,0 2,9 4,7 1,5 0,7 0,7 
2 9 850 9,9 2,2 83,6 1,7 6,0 1,2 0,5 0,4 
3 11 1054 8,9 2,1 77,4 3,7 12,2 2,9 1,5 0,7 
DM 8 730 9,9 1,5 82,8 0,8 6,8 1,6 0,5 0,7 

PanIN-1 = PanIN-1a + PanIN-1b; SD = Standardabweichung 
 

 
Abb. 34: Anzahl aneuploider Zellkerne in % nach FISH der Centromere der Chromosomen 7 (CEP 7), 8 
(CEP8) und 17 (CEP 17) in Zellen von normalem Pankreasgang (N), Intraduktale papillär-muzinöse Neoplasie 
(DM), PanIN-1A (1a), PanIN-1B (1b), PanIN-2 (2) und PanIN-3 (3).  
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3.2 Mikroarray-Expressionsanalysen von Kolon- und Prostatakarzinomgewebe 

3.2.1 RNA-Qulitätskriterien 

Die 8 µm dicken Kryomikrotomschnitte normaler Mucosa und Tumorgewebe wurden aus 

nativen Kolongeweben nach dem HE-Protokoll und dem Arcturusprotokoll angefärbt und 

Lasermikrodisseziert. Anschließend erfolgte die RNA Isolierung. Mittels des Agilent 

Bioanalyzer wurde die RNA Qualität überprüft. Die Degradation der RNA der nach dem 

Arcturus Protokoll gefärbten Proben war deutlich weiter fortgeschritten (Abb. 35, Spur 1 

und 2) im Vergleich zum Standard HE-Protokoll (Abb. 35, Spuren 3 und 4).  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 36: Mittels Bioanalyzer erstellte Elektropherogramme der Spur 1 oberes Bild und 4 unteres Bild aus 
Abb. 35 
 

Nach der Färbung und Mikrodissektion wurde die RNA mit Hilfe des RNeasy-Micro Kits 

(Qiagen, Hilden) aufgereinigt und am Bioanalyzer die Qualität der RNA bestimmt  

Die Abbildungen zeigen die ermittelten 28S/18S Ratio und die Area under Curve (AUC) 

für RNA aus Kolonkarzinomgewebe versus Normalgewebe. Die Ratio musste ≥ 0,8 und die 

AUC musste ≥ 10% sein, um gute Ergebnisse erzielen zu können 

 

Abb. 35: Darstellung eines digitalen Gelbild (Agilent Bioanalyzer), 
Proben 1 und 2 werden nach Arcturus Protokoll gefärbt und Proben 3 
und 4 mit HE gefärbt. Die 28S/18S Ratio der Proben 1 und 2 lag bei 
0,6 und die der Proben 3 und 4 bei 0,9. Sample 1 und 2 
Kolongewebeproben mit Arcturus Protokoll gefärbt. Sample 3 und 4 
Kolongewebeproben mit Standard HE-Protokoll gefärbt 
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Abb. 37: Darstellung des 28S/18S Ratios und der AUC von Kolonkarzinomgeweben 
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Abb. 38: Darstellung des 28S/18S Ratios und der AUC der Normalgewebe.  

 

Die Histogramme zeigten, dass alle Proben den festgelegten Qualitätsstandards, Ratio ≥ 

0,8 und AUC ≥ 10% genügten. Die durchschnittliche RNA-Qualität der Normalgewebe war 

geringer im Vergleich zum Gewebe der Adenokarzinome.  

 

3.2.2 Identifizierung differenziell regulierter Gene in Kolonkarzinomgeweben 

Zur Identifizierung differenziell regulierter Gene (Vergleich Normalgewebe des Kolon mit 

Kolonkarzinomgewebe) wurden die Expressionsdaten mittels des SAM-Algorithmus 

(Significance Analysis of Microarray) ausgewertet. Der Algorithmus verringert die Anzahl 

falsch-positiv detektierte Gene (false discovery rate, FDR). Mit einer vorgegebenen FDR 

von 0,001 sind 100 signifikant differenziell exprimierte Transkripte identifiziert worden 

(Tabelle 49). 

Diese Analyse gibt ferner den so genannten p-value und d-value für jedes Gen an. Der p-

value gibt die statistische Signifikanz der differenziellen Expression eines Gens an, der d-
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value das Maß der Deregulation. Ein negatives Vorzeichen gibt dabei eine Reprimierung 

an. 

 
 

Tabelle 49: Genliste der differenziell exprimierten Gene 
 

Rang d-value p-value Gen-Name 

1 19.3 0 
minichromosome maintenance deficient (S. 
cerevisiae) 3 (MCM3)   

2 -18.2 0 
lectin, galactoside-binding, soluble, 2 (galectin 2) 
(LGALS2)   

3 16.5 0 
v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma (avian) 
oncogene family, protein G (MAFG)   

4 13.9 0 
bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B 
(BAZ1B).   

5 13.6 0 
POP7 (processing of precursor, S. cerevisiae) 
homolog, clone MGC:1986  

6 -12.8 0 guanylate cyclase activator 1B (retina) (GUCA1B)   
7 -12.6 0 endothelin 3 (EDN3) 
8 12.2 0 serinethreonine kinase 15 (STK15)  

9 -11.8 0 
sodium channel, voltage-gated, type II, alpha 2 
polypeptide (SCN2A2)   

10 11.4 0 protein regulator of cytokinesis 1 (PRC1) 
11 11.4 0 serinethreonine kinase 6 (STK6) 

12 10.9 
1.00E-
05 

flap structure-specific endonuclease 1, clone 
MGC:8478  

13 -10.9 
1.00E-
05 IgG Fc binding protein (FC(GAMMA)BP) 

14 10.8 
1.00E-
05 cell division protein FtsJ (FJH1)  

15 10.7 
1.00E-
05 

Human ionizing radiation resistance conferring 
protein mRNA   

16 10.6 
1.00E-
05 

core-binding factor, beta subunit (CBFB), transcript 
variant 2   

17 10.5 
1.00E-
05 pregnancy-associated plasma protein A (EST) 

18 10.3 
1.00E-
05 

v-MYC avian myelocytomatosis viral oncogene 
homolog (MYC)   

19 10.3 
1.00E-
05 cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) 

20 10.2 
1.00E-
05 Scd mRNA for stearoyl-CoA desaturase 

21 10.2 
1.00E-
05 retinoid x receptor interacting protein (LOC51720)  

22 -10.1 
1.00E-
05 flavin containing monooxygenase 5 (FMO5)  

23 10.1 
1.00E-
05 Human ovarian beta-A inhibin mRNA 

24 9.9 
1.00E-
05 ribonuclease H1 (RNASEH1) 

25 9.9 
1.00E-
05 

HMT1 (hnRNP methyltransferase, S. cerevisiae)-like 
2 (HRMT1L2) 
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Rang d-value p-value Gen-Name 

26 9.8 
1.00E-
05 

ectodermal-neural cortex (with BTB-like domain) 
(ENC1) 
 

27 9.7 
1.00E-
05 nucleolin (NCL) 

28 -9.7 
1.00E-
05 

solute carrier family 17 (sodium phosphate), 
member 4 (SLC17A4)   

29 9.7 
1.00E-
05 GTF2I repeat domain-containing 1 (GTF2IRD1)  

30 9.6 
1.00E-
05 EST  

31 9.6 
1.00E-
05 EST  

32 -9.6 
1.00E-
05 

Solute carrier family 26, member 3 (SLC26A3). DRA 
(Downregulated in Adenoma) 

33 -9.6 
1.00E-
05 

calcium-activated chloride channel protein 1 
(CaCC1) 

34 9.5 
1.00E-
05 

heat shock 70kD protein 9B (mortalin-2), clone 
MGC:8684 

35 9.4 
1.00E-
05 histone fold protein CHRAC17 

36 9.4 
1.00E-
05 

ribonucleotide reductase M2 polypeptide, clone 
MGC:1551  

37 -9.4 
1.00E-
05 toll-like receptor 3 (TLR3) 

38 -9.3 
1.00E-
05 

hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2 
(HSD11B2) 

39 9.3 
1.00E-
05 meiotic checkpoint regulator (MCPR) 

40 9.2 
1.00E-
05 

minichromosome maintenance deficient (mis5, S. 
pombe) 6 (MCM6)  

41 -9.2 
1.00E-
05 GC36 

42 9.2 
1.00E-
05 

replication factor C (activator 1) 3 (38kD), clone 
MGC:5276    

43 9.2 
1.00E-
05 

non-POU-domain-containing, octamer-binding 
(NONO)   

44 9.2 
1.00E-
05 neighbor of COX4 (NOC4) 

45 9.1 
1.00E-
05 transcription factor-like 1 (TCFL1) 

46 9.0 
1.00E-
05 Human 2HOR0202  

47 9.0 
1.00E-
05 

cDNA: FLJ21804 fis, clone HEP00746, highly similar 
to HSU64791  

48 -9.0 
1.00E-
05 

chromogranin A (parathyroid secretory protein 1) 
(CHGA) 

49 8.9 
1.00E-
05 EST  

50 8.9 
1.00E-
05 similar to rat HREV107, clone MGC:1240  

51 8.9 
1.00E-
05 

farnesyl diphosphate synthase (farnesyl 
pyrophosphate synthetase)(FDPS) 

52 -8.9 
1.00E-
05 

Similar to villin-like, clone MGC:10896   
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Rang d-value p-value Gen-Name 

53 8.8 
1.00E-
05 RNA binding protein 1 (RNABP1) 

54 8.8 
1.00E-
05 

budding uninhibited by benzimidazole 1 (yeast 
homolog), beta (BUB1B) 

55 8.8 
1.00E-
05 interleukin-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK1)  

56 8.7 
2.00E-
05 Human CDw44 antigen 

57 8.6 
2.00E-
05 EST  

58 8.6 
2.00E-
05 

minichromosome maintenance deficient (S. 
cerevisiae) 2 (mitotin) (MCM2) 

59 8.5 
2.00E-
05 dyskeratosis congenita 1, dyskerin (DKC1) 

60 8.5 
2.00E-
05 

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta 
type, 5, clone MGC:2175 

61 8.5 
2.00E-
05 DNJ3CPR3 

62 -8.5 
2.00E-
05 

solute carrier family 21 (prostaglandin transporter), 
member 2 (SLC21A2)  

63 -8.5 
2.00E-
05 

tachykinin 3 (neuromedin K, neurokinin beta) 
(TAC3)  

64 8.5 
2.00E-
05 

brain cellular apoptosis susceptibility protein (CSE1) 
mRNA 

65 8.4 
2.00E-
05 

proteasome (prosome, macropain) subunit, beta 
type, 7 (PSMB7)  

66 8.3 
3.00E-
05 spermine synthase (SMS) 

67 -8.3 
3.00E-
05 

Alcohol dehydrogenase 3 (class I), gamma 
polypeptide (ADH3). 

68 8.3 
3.00E-
05 

U2 (RNU2) small nuclear RNA auxillary factor 1 
(non-standard symbol) (U2AF1) 

69 8.3 
3.00E-
05 16.7Kd protein (LOC51142). 

70 8.3 
3.00E-
05 thyroid hormone receptor interactor 13 (TRIP13) 

71 8.3 
3.00E-
05 ribophorin I (RPN1) 

72 8.2 
3.00E-
05 EST  

73 -8.2 
3.00E-
05 

amiloride binding protein 1 (amine oxidase (copper-
containing)) (ABP1). 

74 8.1 
3.00E-
05 timeless (Drosophila) homolog (TIMELESS) 

75 8.1 
3.00E-
05 folate transportercarrier (LOC81034) 

76 -8.1 
3.00E-
05 IMAGE-2270843  

77 8.1 
3.00E-
05 EST  

78 8.1 
3.00E-
05 Human snRNP polypeptide B 

79 8.1 
3.00E-
05 Human L-iditol-2 dehydrogenase  

80 8.1 
3.00E-
05 EST  
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Rang d-value p-value Gen-Name 

81 8.0 
3.00E-
05 EST  

82 7.9 
3.00E-
05 EST  

83 7.9 
4.00E-
05 chaperonin containing TCP1, subunit 7 (eta) (CCT7)  

84 7.9 
4.00E-
05 lysyl-tRNA synthetase mRNA 

85 7.9 
4.00E-
05 EST  

86 7.8 
4.00E-
05 

isolate Liv chaperone protein HSP90 beta 
(HSP90BETA)    

87 7.8 
4.00E-
05 NCK adaptor protein 2, clone MGC:1698   

88 7.8 
4.00E-
05 XPMC2 protein (LOC57109) 

89 7.8 
4.00E-
05 

protein disulfide isomerase related protein (calcium-
binding protein, intestinal-related), clone MGC:8346  

90 7.8 
4.00E-
05 

Chromosome 21 open reading frame 45 
(C21ORF45).  

91 7.8 
4.00E-
05 

DNA sequence from clone RP3-322L4 on 
chromosome 6 

92 7.7 
4.00E-
05 EST  

93 7.7 
4.00E-
05 

chaperonin containing TCP1, subunit 3 (gamma) 
(CCT3)  

94 7.7 
4.00E-
05 

non-metastatic cells 1, protein (NM23A) expressed 
in (NME1)  

95 7.6 
4.00E-
05 transketolase (tk) 

96 7.6 
5.00E-
05 ribonucleotide reductase M1 polypeptide (RRM1) 

97 7.6 
5.00E-
05 EST  

98 7.6 
5.00E-
05 15.5 kD RNA binding protein   

99 7.5 
5.00E-
05 EST  

100 7.5 
5.00E-
05 

palmitoyl-protein thioesterase 1 (ceroid-
lipofuscinosis, neuronal 1, infantile)   

 

Aus diesen 100 differenziell exprimierten Genen wurden sieben signifikant exprimierte 

Gene gefunden, von denen sechs Zellzyklus relevant und an der Telomer Erhaltung 

beteiligt sind. Hierbei handelt es sich um MCM2, MCM3, MCM6, CDK4, c-MYC, DKC1. Bei 

SLC26A3 (DRA) handelt es sich um ein Tumor-Suppressor-Gen, dessen Expression sich 

auf die Mukosa von Kolon-Normalgewebe beschränkt (Schweinfest et al., 1993). Die 

Expression von DRA in Adenokarzinomen des Kolon war im Vergleich zum Normalgewebe 

signifikant in der Expression reduziert. Diese Ergebnisse konnten mittels RT-PCR 

bestätigt werden. 
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3.2.3 RNA-Qualität von Formalin-fixiertem Kolon-Gewebe 

Ziel dieser Untersuchung war der Vergleich zwischen Frischgewebe und fixierten 

Gewebeproben im Hinblick auf die RNA-Qualität.  

Zur Untersuchung der RNA Qualität aus aservierten Gewebeproben wurden Formalin-

fixierte Paraffin (FFPE) Gewebeblöcke von Normal- und Tumorgewebe des Kolons 

ausgewählt, die in den Jahren zwischen 2001 und 2005 im Institut für Pathologie am 

Klinikum Kassel gesammelt worden waren. Um auszuschließen, dass die Färbe- bzw. 

Isolierungsmethode Einfluss auf die RNA-Qualität und -Quantität hat, wurden 

verschiedene Methoden angewandt. Ferner wurde untersucht, ob Fixieren und Einbetten 

unter Routinebedingungen die gleiche Ausbeute und Qualität erzielt, im Vergleich zur 

Gewebeaufbereitung unter sterilen Bedingungen.  

Zur Optimierung der RNA-Qualität nach Isolierung aus FFPE-Geweben wurden 

verschiedene Parameter der Gewebeaufarbeitung, manuelles abkratzen von Gewebe-

Schnittpräparaten, Zelldissektion mittels Lasermikrodissektion und verschiedene 

Färbemethoden auf ihren Einfluss auf die RNA-Degradation hin untersucht. Dazu wurden 

die Zellgewinnungsverfahren mit folgenden Färbemethoden kombiniert: Standart HE, 

Methylenblau, Arcturus und Toluidinblau (Abbildungen 39 bis 43). 
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2 000

gekratzte Zellen

 

Abb. 39: Gelbild gekratzter Zellen nach Isolierung mit Hilfe des Paradise-Kits und Arcturus bzw. HE-Färbung. 
Weder Isolierungs- noch Färbemethode scheint brauchbar zu sein.  
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Arcturus Toluidin HE

0502 03 04 03 04 05 02 03 04 05

gekratzte Zellen

Arcturus Toluidin HE

0502 03 04 03 04 05 02 03 04 05

Arcturus Toluidin HE

0502 03 04 03 04 05 02 03 04 05

gekratzte Zellen

 

Abb. 40: Gelbild gekratzter Zellen nach Isolierung mit Hilfe des Qiagen-Kits und Arcturus-, Toluidin- bzw. 
HE-Färbung. Hier ist zu erkennen, dass neuere Blöcke mit HE-Färbung am geeignetsten erscheinen. 
 
 
 
 
 
 
 

Toluidin Arcturus HE

0502 03 04 02 03 04 05 03 04 05

gekratzte Zellen

Toluidin Arcturus HE

0502 03 04 02 03 04 05 03 04 05

gekratzte Zellen

 

Abb. 41: Gelbild gekratzter Zellen aus verschiedenen Jahrgängen, nach Isolierung mit Hilfe des Roche-Kits 
und Toluidin-, Arcturus- bzw. HE-Färbung. Hier zeigt sich, dass die Toluidin-Färbung das beste Ergebnis 
erzielte. 
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Block 1

Arcturus

Paradise

Block 1

Toluidin

Roche

Block 2

HE

Roche

gekratzte Zellen

Block 1

Arcturus
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Block 1

Toluidin

Roche

Block 2

HE

Roche

gekratzte Zellen

 

Abb. 42: Gelbild gekratzter Zellen aus frischen, nicht steril gewonnener Gewebeblöcken, nach Isolierung mit 
Hilfe des Paradise-, bzw. Roche-Kits und Arcturus-, Toluidin  bzw. HE-Färbung. Toluidin-Färbung erbrachte hier 
das beste Ergebnis. 
 

Block1 Block2 Block3

sterile Gewebeblöcke, 80- 100 000 Zellen lasermikrodisseziert, Toluidinfärbung

Block1 Block2 Block3

sterile Gewebeblöcke, 80- 100 000 Zellen lasermikrodisseziert, Toluidinfärbung

 

Abb. 43: Gelbild lasermikrodissezierter gepoolter Zellen aus steril gewonnen Gewebeblöcken nach Isolierung 

mit Hilfe des Roche-Kits und Toluidin-Färbung. Deutlich sichtbares bestes Ergebnis. 
 

Nach Färbung und Mikrodissektion der Gewebe wurde die RNA mit Hilfe des Roche High-

pure-RNA-preparation-kit, dem Arcturus Paradise Reagent System und dem Qiagen 

RNeasy micro-kit isoliert und aufgereinigt. Am Bionanalyzer wurde die Qualität der RNA 

bestimmt. 

Die Effizienzen von reverser Transkription und PCR hängen stark von der Qualität und der 

Menge der als Ausgangs-Template verwendeten RNA ab. Es war daher sehr wichtig, 

intakte RNA als Ausgangs-Template einzusetzen. Selbst Spuren von kontaminierenden 

RNasen in der RNA-Probe könnten eine RNA-Degradation verursachen, was dann zu 

verkürzten cDNA-Produkten führt. Verunreinigungen wie z.B. durch Proteine, Poly-

Anionen (z. B. Heparin), Salze, EDTA, Ethanol, Phenol und andere Chemikalien können 
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die Aktivität und Prozessivität der reversen Transkriptasen und der Taq-DNA-Polymerase 

beeinflussen. Um eine reproduzierbare und effiziente RT-PCR sicherzustellen, war es 

wichtig, die Qualität und Menge der Ausgangs-RNA zu bestimmen. Für die Untersuchung 

wurden Primer hergestellt für das Housekeeping Gen β-Actin. Die Primer wurden so 

gewählt, dass die eine Hälfte des Primers mit dem 3'-Ende eines Exons und die andere 

Hälfte mit dem 5'-Ende des benachbarten Exons hybridisiert. Die Primer sollten dann an 

cDNA binden, die aus gespleißter mRNA als Template synthetisiert wurde, jedoch nicht 

an genomische DNA. Somit wurde die Amplifikation von DNA-Kontaminationen 

vermieden und der Grad der Degradation ermittelt. 

Es wurde gezeigt, dass die RNA-Isolierung mit dem Roche High-pure-RNA-preparation-kit 

kombiniert mit der Toluidin-Färbung das beste Ergebnis erzielte, mit einer AUC größer 

10% und einer 28S/18S Ratio größer 0,8 (Abb. 42). Ferner wurde gezeigt, dass FFPE-

Gewebeproben die unter sterilen Bedingungen fixiert und eingebettet wurden eine 

deutlich höhere Quantität mit im Schnitt 180ηg im Vergleich zu Gewebeproben die 

routinemäßig behandelt wurden mit durchschnittlich 60 ηg (Abb. 43). Nach Untersuchung 

mittels RT- und real-time-PCR für β-Actin zeigten die steril gewonnen Proben eine 

signifikant höhere Qualität im Vergleich zu den Proben, die unter Routinebedingungen 

gewonnen wurden. Anhand der Dergradationsuntersuchung wurde gezeigt, dass FFPE-

Gewebeproben aus den Jahren vor 2003 keine verwertbare RNA für retrospektive 

Untersuchungen enthielten. 

 

3.2.4 RNA Qualität von transurethral resezierten Prostata-Gewebeproben 

Es wurde RNA aus 16 Gewebeproben von neun Patienten mit hormonresistentem 

Prostatakarzinom (HRPC), die mittels transurethraler Resektion gewonnen wurden, 

isoliert. Die RNA-Qualität wurde durch die 28S/18S rRNA Ratio und der area under curve 

(AUC) Daten der 28S und 18S rRNA Peaks sowie der RNA integrity number (RIN) 

(Bionanalyzer, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) überprüft.  

 

3.2.5 Qualitätskontrolle von Mikroarray Daten der Prostata-Gewebeproben 

Es wurden Prostata-Gewebeproben von 34 Patienten mittels Mikroarray-Technik 

analysiert. Sechs BPH-Proben von fünf verschiedenen Patienten, zwölf PCA-Proben von 

neun verschiedenen Patienten und 16 HRPC von neun verschiedenen Patienten.  

Die Qualitätskriterien background, scaling factor (SF) und prozentualer Anteil der present 

calls sind in Abbildung 44 aufgeführt. 



ERGEBNISSE____________________________________________________________ 

 93

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abb. 44: Balkendiagramm der Qualitätskriterien background, scaling factor und prozentualer Anteil an 
present calls der einzelnen Prostata-Arrayexperimente. Hier fallen HRPC_125_E mit erhöhtem background und 
HRPC_125_C1 mit erhöhtem scaling factor auf. 
 
Der prozentuale Median der present calls lag bei 38,5%. 

Die RNA aller Gewebeproben mit Ausnahme der TU Resektate HRPC_120, HRPC_125_E 

und HRPC_125_C zeigten eine AUC größer 10% mit einem Median von 15,6 (Abb. 45).  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 45: Balkendiagramm des RNA-Qualtätskriterium AUC der einzelnen Prostata-Arrayexperimente 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 46: Balkendiagramm des Qualitätskriterium Relation 28S zu 18S RNA der einzelnen Prostata-
Arrayexperimente 

 

Die RNA aller TUR Gewebeproben hatten eine 28S/18S Ratio größer 0.8 mit einer 

mittleren Ratio von 1,15 (Abb. 46).  
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Ferner wurde ein RNA boxplot erstellt, in dem die durchschnittliche Signalintensität aller 

Transkripte auf dem HG_FOCUS Array dargestellt wurden, wobei die Probesets im Plot in 

5’ zu 3’ Bereich aufgetragen sind (Abb. 47) 

Der Plot zeigte, dass bis auf zwei Proben alle vergleichbare present call-Intensitäten 

aufwiesen. Die Probe HRPC_125_C1 zeigte bereits bei dem Kriterium AUC (>10) und 

background (extrem hoch) und bei der Boxplotanalyse nicht die geforderten Richtwerte 

und wurde aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. 

Ferner wurde die Gewebeprobe HRPC_85 ebenfalls aus der Analyse heraus genommen, 

da sich diese in allen Cluster Analysen im Vergleich zu allen anderen Gewebeproben 

different verhielt. Hier sei zu erwähnen, dass diese Probe als einzige von einem Hoden 

ablatierten Patienten stammt.  

 

 
 
Abb. 47: boxplot der Prostata Experimente nach Logarithmierung der Werte (shift zur Normalverteilung) 
erstellt mit dem Statistikprogramm R. Schwarz BPH, grün HRPC, rot PCa. Die Y-Achse spiegelt das Maß der 
Expressionsintensität wieder. 

 

3.2.6 Reproduzierbarkeit  

Es wurden technische und biologische Replikate hergestellt. Anhand dieser Replikate 

sollte die Reproduzierbarkeit der Experimente demonstriert werden. Dazu wurden 

mehrere markierte cDNA-Proben aus derselben RNA hergestellt (technische Replikate) 

bzw. wird RNA aus verschiedenen transurethral resezierten Gewebeproben desselben 

Patienten isoliert (biologische Replikate). Die so gewonnene markierte cDNA wurde auf 

HG-FOCUS Arrays (Affymetrix) hybridisiert.  

Abs. log. 
Hybridi-
sierungs-
intensität 

Patienten 
Proben 
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Um das Verhalten der technischen und biologischen Replikate zu prüfen, wurden die 

Pearson Korrelationskoeffizienten der verschiedenen Gruppen verglichen. Der 

Korrelationskoeffizient aller der HRPC Proben lag zwischen 0,88 und 0,98.  

3.2.7 Hierarchisches Clustern der Replikate 

Ziel dieser mathematischen Untersuchung war, dass die angewendeten Methoden zu 

reproduzierbaren Ergebnissen führen. Beim hierarchischen Clustern wurde gezeigt, dass 

sowohl die biologischen als auch die technischen Replikate jeweils in die gleiche Gruppe 

fallen.  

Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die etablierte Versuchsdurchführung zu 

reproduzierbaren Daten führt. Die durchgeführten Methoden waren sowohl technisch als 

auch biologisch reproduzierbar. 

 

 

 

Abb. 48: Dendrogramm in dem die Gruppe der biologischen Replikate gezeigt wird. HRPC_1_D, HRPC_6_1, 
HRPC_6_3, HRPC_6_4, HRPC_6_6 und HRPC_6421_4_05 (durch roten Kasten markiert); Pearson 
Korrelationskoeffizient 0,98 
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Abb. 49: Dendrogramm in dem die Gruppen der technischen Replikate gezeigt sind. HRPC_6421_4_05, 
HRPC_6_4, HRPC_581021_4_05, HRPC_5810, HRPC_72B, und HRPC_72B21_4_05 (mit roten Kästen markiert); 
Pearson Korrelationskoeffizient 0,98 

 

3.2.8 Vergleich von Expressionsprofilen transurethral gewonnener Resektate 

mit chirurgisch extrahierten Prostata-Gewebeproben  

Ziel dieser Untersuchung war, festzustellen ob HRPC-Material, dass mittels 

transurethraler Resektionsmethode (TUR) gewonnen wurde mit PCa-Material, dass 

chirurgisch entnommen wurde, zu vergleichen ist. Da die Schnittführung bei TUR mittels 

Elektrokauterisierung erfolgte d.h. mit erheblicher Temperatureinwirkung auf das zu 

untersuchende Gewebe zu rechnen war. Bei chirurgischer Schnittführung mittels Skalpell 

war nicht zu erwarten. Um die Expressionsprofile zwischen hormonresistenten und 

hormonsensitiven Prostatakarzinom Proben vergleichen zu können, musste deshalb der 

so genannte TUR Effekt untersucht werden. Die entstehende Hitze könnte Einfluss auf die 

RNA Qualität und damit auf entsprechende Expressionsprofile haben.  

Dazu wurden HG-FOCUS Array Expressions-Profile von fünf chirurgisch gewonnenen 

Resektaten (von Patienten mit PCa und BPH) verglichen mit sieben TU Resektaten (der 

gleichen Diagnose). Die RNA Isolierung und Proben Generierung erfolgtt nach 

beschriebenem Protokoll. Die Qualitätskontrolle erfolgte mittels Bioanalyzer Technik.  

Der mediane RIN Wert lag bei 7,25 (TUR). Nur bei einem TU Resektat (HRPC_120) war 

der RIN Wert unter 6,2. Die Qualitätskriterien Background, Noise, Scaling Factor, 

prozentualer Anteil der Present Calls und die 3’/5’ Ratio von GAPDH und β-Actin wurden 

zusammengefasst in Abbildung 46 aufgeführt. Diese Daten wurden mit den Array 

Expressionsdaten der anderen 16 TUR und 7 CR Gewebeproben verglichen. Es konnte 

gezeigt werden, dass die TU Resektate Ergebnisse den Mindestqualitätsanforderungen 
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entsprachen. Es konnten dennoch signifikante Unterschiede (p<0,05) bei den 

Qualitätskriterien AUC (p = 0,002) und RIN (p = 0,028) gezeigt werden. Um technische 

Effekte zu eliminieren, wurden die Expressionsdaten zwischen TUR und CR Proben der 

gleichen Diagnose unterschiedlichen Patienten verglichen; vier TUR PCa mit fünf 

chirurgisch gewonnenen PCa Resektaten. Von insgesamt 8746 mit dem Array 

detektierbaren Genen wurden 2471 in einer der beiden Gruppen nachgewiesen. Um hoch 

signifikant differenziell exprimierte Gene zwischen den zu vergleichenden Gruppen zu 

identifizieren, wurde der SAM Algorithmus (Significant Analysis of Microarrays, Tusher et 

al, 2001) angewendet. Mit einen False Discovery Rate (FDR) von 0,057 wurden 680 

differenziert exprimierte Genen gefunden. Die 680 differenziert exprimierten Gene waren 

alle bei TUR Gewebeproben reprimiert. Die TUR-spezifischen Gene wurden aus den 

folgenden Analysen ausgeschlossen 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Abb. 50: Zusammenfassung der Qualitätskriterien Background, Noise, Scaling Factor, prozentualer 
Anteil der Present Calls und die 3’/5’ Ratios von GAPDH und β-Aktin. CR = chirurgischer Resektat; TUR = 
transurethrale Resektion.  
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RP TUR RP TUR RP TUR 

RP TUR RP TUR RP TUR 

p = 0.033 

p = 0.029 p = 0.720 p = 0.579 

p = 0.055 p < 0.001 
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Mit den übrigen Genen wurde eine Expressionsmatrix erstellt, welche die mittleren 

Signalintensitätswerte von acht HRPC und acht PCa Patienten enthielt (mit ≥80% present 

oder marginal Signale in mindestens einer Gruppe). Von acht PCa Patientenproben waren 

vier PCa chirurgisch resektiert. Es konnte mittels der ANCOVA Kovarianzanalyse 

(Mansmann and Meister, 2005) gezeigt werden, das die Korrektur des biologischen 

Effekts (HRPC vs. PCa) gegenüber dem technischen Effekt (TUR vs. RP) eine Signifikanz 

von p = 0.0004 aufwies. Eine Korrektur des technischen Effekts zeigte gegenüber dem 

biologischen Effekt hingegen einen p-value von 0,06. Der biologische- überwog den 

technischen Effekt, trotzdem durfte der Einfluss des technischen Effektes nicht wie 

angenommen vernachlässigt werden. Die 680 TUR-Effekt spezifischen Transkripte / Gene 

wurden eliminiert und der ANCOVA Algorithmus wurde erneut auf die verbliebenen Gene 

angewendet. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich der biologische Effekt (p = 0.0013) 

weiterhin signifikant gegenüber technischen Effekt (p = 0.247) verhielt. Durch den 

Ausschluss der 680 TUR-Effekt spezifischen Gene wurde ein Vergleich der 

hormonresistenten Prostatakarzinom Patienten mit den hormonsensitiven 

Prostatakarzinom Patienten vorgenommen. Bei dem Vergleich konnte somit der Einfluss 

der technischen Effekte (unterschiedlichen Resektionsverfahren) weitgehend eliminiert 

werden und nur noch der biologische Unterschied zwischen den Patientengruppen eine 

Rolle spielte (siehe 3.2.10).  
 

3.2.9 Cluster Analyse der BPH, PCa und HRPC Proben 

Eine Cluster Analyse der BPH, PCa und HRPC Proben wurde durchgeführt um analysieren 

ob die einzelnen Gewebeproben gleicher Herkunft in eine Gruppe fielen. Dem 

Clusterverfahren wurden 2297 Gene und 21 Patienten zugrunde gelegt mit ≥80% present 

oder marginal Signalen in mindestens einer Gruppe (mit Eliminierung des TUR-Effekt). 

Die Expressionsprofile der Proben HRPC_125E und BPH_199 wurden wegen des 

Verhaltens im digestion plot aus der Untersuchung ausgeschlossen (Abb. 51) 

Von Patientenproben die mehr als einmal auftraten, wurde der mittlere Signalwert der 

Expression für die weitere Analyse verwendet. Zum Vergleich aller Gruppen wurde der 

HOPACH Algorithmus (van der Laan und Pollard, 2003) angewandt. Um die Stabilität der 

Cluster einzuschätzen wurde eine Bootstrap Analyse, die der HOPACH Algorithmus 

beinhaltete, durchgeführt (Abb. 52) 
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Abb. 51: Digestion plot zur Untersuchung der linearen RNA Degradation 

 

Abb. 52: HOPACH-Analyse zur Cluster-Stabilität von BPH-, PCA- und HRPC-Gewebeproben auf der Basis von 
2322 Genen 
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Es wurden vier Gruppen detektiert: eine reine BPH-Gruppe, eine PCa-Guppe, eine 

gemischte HRPC / PCa-Gruppe und eine reine HRPC-Gruppe. 

Nach divisivem und agglomerativem Clustern wurden die in der HOPACH Analyse 

gefundenen Gruppen bestätigt (Abb. 52, 53). 

Von Patient 132 sind zwei verschiedene TU Resektate in die Untersuchung eingeflossen. 

Das eine Resektat wies einen Tumoranteil von über 95% auf, das andere nur BPH 

Gewebe. So ist zu erklären, dass sowohl beim agglomerativen als auch beim divisiven 

Clustern BPH 132 in die PCA Gruppe clustert (Abb. 53). 

 

 

 BPH PCa HRPC/PCa HRPC 

 BPH PCa  HRPC  HRPC/PCa  

Abb. 53 oben divisives Clustern der 
einzelnen Array-Experimente, unten 
agglomeratives Clustern zur Analyse von 
Gruppenverhalten.  
Bei beiden Clusterverfahren ist zu sehen, 
dass BPH 132 mit PCA 193 clustert und ein 
sich Mischcluster aus HRPC und PCA 
Gewebeproben abzeichnet. 
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3.2.10 Identifizierung von Genen, die an der Entstehung von hormonresistenten 

Prostatakarzinomen beteiligt sind  

Um die differenziell regulierten Gene im Vergleich HRPC zu PCa Gewebeproben zu 

identifizieren, wurde eine Expressionsmatrix erstellt, die Daten von 1424 Transkripten 

mit ≥80% Present oder Marginal Calls von 8 HRPC und 8 PCa Gewebeproben enthielt. 680 

TUR spezifische Transkripte wurden auf diese Weise aussortiert. Mit Hilfe des SAM 

Algorithmus konnten 282 Transkripte als signifikant differenziell reguliert im Vergleich 

zwischen hormonresistenten und Hormon sensitiven Prostatakarzinomen eingestuft 

werden, mit einer false discovery rate (FDR) von ≤ 0.05. Die top ten der differenziell 

regulierten Gene sind in Abb. 54 Aufgeführt. Sechs der zehn Gene sind involviert im 

Energie-Stoffwechsel, die anderen sind potentiell beteiligt an der Trankription (ZFP36), 

am Zytoskelett-Signalweg (CDC42EP3), Stress Antwort (BAG3) und MAP-Kinase 

Signalweg (STK24). 

 

 
Abb. 54 „Top ten“ der differenziell regulierten Gene im Vergleich von HRPC (rot) und PCA (grün) 
Gewebeproben mit Hilfe des SAM Algorithmus. Die y-Achse zeigt den Logarithmus der absoluten, normalisierten 
Expressionswerte auf.  
 

3.2.11 HRPC spezifische Gene 

Es wurden drei Gene ermittelt, die nur bei HRPC-Patientenproben signifikant (p>0,05) 

differenziell exprimiert waren (Tabelle 50). 
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Tabelle 50 
 

Gene 
Symbol Probe Set ID Gene Title 

YWHAZ 200640_at 
Tyrosin 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase 
AKtivierungsprotein, zeta Polypeptide 

PSMA2 201317_s_at Proteasom Untereinheit, alpha Typ, 2 
ABCE1 201872_s_at ATP-Bindungskassette, Unterfamilie E (OABP) 
 
 
 

3.2.12 Vergleich der Genexpressionsprofile der fünf verschiedenen 

Krankheitsstufen: benigne Prostatahyperplasie BPH, Prostatakarzinom PCa, 

hormonsensitives Prostatakarzinom hsPCA, frühes hormonresistentes 

Prostatakarzinom fHRPC und spätes hormonresistentes Prostatakarzinom 

sHRPC 

Es wurde ein Vergleich der Genexpressionsprofile der fünf verschiedenen 

Krankheitsstufen durchgeführt, um zu klären ob es HRPC-spezifische Gene gibt, die ein 

bestimmtes Verlaufs Muster in unterschiedlichen Krankheitsstufen zeigten. Angefangen 

mit der benignen Prostatahyperplasie (BPH) über das ausschließlich chirurgisch 

behandelte lokale Prostatakarzinom (PCa), das Hormon behandelte lokale sensitive 

Prostatakarzinom (hsPCa), das mit LHRH behandelte Hormon resistente so genannte 

frühe Prostatakarzinom (fHRPC) und das mittels maximaler Androgenblockade (MAB) 

behandelte so genannte späte Prostatakarzinom (sHRPC). Dabei sollten Gene detektiert 

werden, die sich im Krankheitsverlauf gemäß der angenommenen Vorgaben 

(Geneexpressions Verlauf), wie im Folgenden erklärt, verhalten. Induktion = Strich nach 

oben, gleich bleibend reguliert = waagerechter Strich, reprimiert = Strich nach unten 

siehe Tabelle 51. 

 

Tabelle 51: Genexpressionsprofile der verschiedenen Krankheitszeitpunkte 

Genexpressionsprofil 
BPH – PCA – hsPCA – fHRPC - sHRPC 

Cluster 
Nr. 

Cluster 
Größe  

Gene 

 
 
 
 

1 1 TRIB1 
 
 

 
 
 
 
 

2 1 COX5A 

 
 
 
 
 

3 11 TACSTD1;AFF1;GUSB1; 
SLC25A13; FOXA1; OGT; 
DDAH1; MLX; EIF2AK1; 
HYPK; ZNF350 
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Genexpressionsprofil 
BPH – PCA – hsPCA – fHRPC - sHRPC 

Cluster 
Nr. 

Cluster 
Größe  

Gene 

 4 17 NOL5A; FKBP4; RPS17; 
GSPT1; ALCAM; RER1; 
RPN2; RPL23A; TUBB2; 
ABCC5; PTCH; EIF4B; 
NUDT4; DSG2; MCCC1; 
LOC51334; ARS2 
 
 

 5 15 QP-C; TPD52; PRDX4; 
PYCR1; ARMET; UGDH; 
STEAP1; SYT17; MCCC2; 
TMSB10; RPS26; GOLPH2; 
SS18L2; REPIN1; TRIM36 
 
 

 
 
 
 

6 1 MARCKSL1 
 
 

 
 
 
 

7 2 AZIN1; PSMD10 
 
 
 
 

 8 69 GSN; SPARCL1; TACC1; 
ACTA2; DSTN;HTRA1; 
SH3BGRL; VAMP3; VIM; 
DPYSL3; MYH11; CLIC4; 
ANXA2; OAT; IER3; JAK1; 
PPP1R12B; PGM1; 
CUGBP2; CDKN1A; AP3S1; 
CTSK; MYLK; LTBP1; 
GBP2; FBN1; SYNPO; 
C1QR1; ATXN1; CAV2; 
BCL2; FZD7; PURA; 
SCHIP1; 13CDNA73; 
DOC1; LMO2; EDNRA; 
APRIN; SSPN; CSF2RB; 
FOXF1; CSRP2; MEIS2; 
ACTN1; LGALS3; TUBA3; 
TAX1BP3; MEF2C; ID4; 
PSIP1; MAF; TGFB1I1; 
LEPR; PMP22; TPM1; C1R; 
MXRA7; CAST; RND3; 
FOXC1; RAB31; SORBS1; 
C5orf5; PLSCR4; JAM2; 
WFDC1; TNS1; KLF4 
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Genexpressionsprofil 
BPH – PCA – hsPCA – fHRPC - sHRPC 

Cluster 
Nr. 

Cluster 
Größe  

Gene 

 9 62 MCL1; EPAS1; TM9SF2; 
PRNP; SCP2; SF3A1; 
PPP2CB; RYBP; OPTN; 
ALS2CR3; SDFR1; KLF10; 
COPS2; EPS8; IFNGR1; 
SEC24B; DNAJB9; 
SUCLA2; DCTN6; MFAP1; 
STAM; FRZB; CTSO; IF; 
ARHGAP29; TCEAL1; 
SGCB; KAL1; UGP2; 
RAB1A; TLOC1; CTGF; 
HBP1; ADFP; PROSC; 
ENPP2; RTN4; COL4A1; 
MYL6; RHOQ; ATG12; 
CSNK1A1;SLC1A1; CFH; 
JAG1; NR3C1; ZFP106; 
GOLGA7; CAB39; KLHDC2; 
MAN1A2; ERBB2IP; 
MORF4L1; COPS4; VPS4B; 
FYCO1; GOLGA5; USP16; 
P2RY5; SLC38A2; USP3; 
RAB9A 
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Genexpressionsprofil 
BPH – PCA – hsPCA – fHRPC - sHRPC 

Cluster 
Nr. 

Cluster 
Größe  

Gene 

 10 108 MSN; CALM1; VCL; 
ABLIM1; BLCAP; PFKP; 
PLP2;NFE2L2; MBNL1; 
ANXA4; ALDH2; DUSP3; 
ETF1; PPP1R12A; CALD1; 
RRAGA;SFRS4; GC20; 
IL13RA1; IDH3A; TJP2; 
MXI1; PPP3CB; IDS; 
PITPNB; TNKS; INPP1; 
LPP; ABCD3; CDC23; 
WFS1; CRYZ; SMAD2; 
TP53BP2; AKAP11; 
S100A4; CEBPZ; DDB2; 
CAMLG; FEZ1; AGL; 
ZNF185; WBP4; LMOD1; 
MTR; DNAJB4; SF3A3; 
SLC9A6; E2F6; CREB1; 
CD83; TGFBR3; HLF; 
ARL4; ACTC; PER2; 
DNCI1; TAGLN; BTG3; 
SELE; PLAGL1; FLNC; 
ADD1; DSCR1; MACF1; 
ADH5; SPOP; STAU; 
TSPAN6; TNFRSF10B; 
NDUFS4; SURB7; ZA20D2; 
IDH3B; MCAM; RANBP5; 
CALM1; NOTCH2; YT521; 
MYST4; TPM4; NCAM1; 
SNAI2; SNAPC5; SACS; 
RABGAP1; CDKN1C; 
BMPR1A; CAP1; SHC1; 
RBM9; TMBIM1; PBEF1; 
BAG3; CCNB1IP1; NFYB; 
LMCD1; HECA; EIF4ENIF1; 
SART2; COPZ2; PTPLA; 
ADAMTS5; USP25; 
B4GALT5; WASF2; ITSN1; 
SLC24A3 

 11 13 CSRP1; CCND2; PAM; 
ACVR1; DCAMKL1; 
CX3CR1; ALDH1A2; C1S; 
ENTPD1; RGN; PRKCA; 
FXYD6; MSRA 
 

 12 25 WDR1; SERPING1; 
AKR1B1; ALDH3A2; ANK2; 
FAM8A1; DFNA5; NT5E; 
MEIS1; MLC1SA; COX7A1; 
PLN; GNAZ; RARB; KCNJ8; 
PLAG1; GSTM5; NDP; CLU; 
UROD; RXRB; LMO4; 
SERPINE2; GATM; HBXAP 
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Genexpressionsprofil 
BPH – PCA – hsPCA – fHRPC - sHRPC 

Cluster 
Nr. 

Cluster 
Größe  

Gene 

 13 85 PARK7; SMAP;CD63; 
LAPTM4A; ARL6IP5; 
PAFAH1B1; CD59; TXNIP; 
MGST3; TIA1;CCND3; 
PSMD7; SMAP; RNF14; 
SEC63; CREBL2; TJP1; 
VWF; ZMYND11; GBP1; 
UBE2B; CBFB; LEPR; 
APPBP2; RNF103; AXL; 
SYBL1; SP100; INPP5A; 
BAZ2B; RNF6; PGCP; 
KLF9; COX11; PKD2; 
GADD45A; TRIP4; NEBL; 
HNMT; NID2; PSMB9; 
RCBTB2; FAS; LAMA2; 
AKAP7; LDB2; CALM2; 
CRI1; ATP6V1E1; ATRX; 
ATP6V1D; RNF11; TCF12; 
NCOA1; BCL2L2; HBS1L; 
NR2F1; MAGI2; C9orf26; 
ASAH1; LAT; H3F3B; 
H2AFV; PSMD14; EFHA1; 
ROCK1;SEP7; FBXL7; 
PIK4CA; G0S2; SNX3; 
ZMYM6; COX7C; MEF2A; 
FEZ2; HLA-A; PUM2; 
NDUFA4; MAT2B; RPS27L; 
BRP44L; PRKD3; FTS; 
RAP2C; MORF4L1 

 14 5 KIF5B;CD53;ENTPD4; 
LOH11CR2A; LHFP 
 
 
 

 
 
 
 

15 20 PEA15;MMP2;FVT1; 
TNFAIP2; PLCG2; CLOCK; 
EBI2; CALD1; AQP1; 
PRKCB1; SLIT2; PARD3; 
CAPN3; FGFR1; CARS; 
OSR2; CECR1; SFXN3; 
TNS1; BNIP3L 
 

 
 
 
 

16 25 HSPD1; SCD; PAICS; 
ABCE1; VAPB; SLC33A1; 
CDC2; KRAS; PFN2; 
PDCD8; P4HA1; APLP2; 
MRPL3; DAP3; GATA2; 
ATR; SLC7A11; PCCB; 
HOXA9; NUSAP1; ZNF706; 
NDUFC2; SRPRB; ZNF544; 
ARPC5L 
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Genexpressionsprofil 
BPH – PCA – hsPCA – fHRPC - sHRPC 

Cluster 
Nr. 

Cluster 
Größe  

Gene 

 
 
 
 

17 41 ARF1; PRDX6; COX6A1; 
RBM4; COX8A; WSB2; 
SCAMP3; BNIP3; WDR23; 
COASY; ATP6V1A; 
SLC39A6; JTV1; UQCRH; 
NDUFV2; KATNB1; PDCD6; 
PMVK; COX17; CROT; 
FGF13; FANCC; MID2; 
ARPC3; ELOVL5; TXN; 
MDH2; EWSR1; POP7; 
TPI1; HOXA10; SATL1; 
EIF4E2; MTCH2; RBX1; 
TRIB3; IHPK2; SLC35F2; 
Cep70; C20orf18; 
ATP6V0C 
 

 
 
 
 

18 4 DUSP1;BTG2;ZFP36;SGK 

 
 
 
 

19 3 GAS7;IRF6;TCF4 

 20 7 RPS5;AHSA1;EIF4A1;EIF3
S8;GAPDH;RPLP0;C6orf48 
 
 
 

 
 
 
 

21 4 UQCR;MAGED2;UBE2I;NIT
2 
 
 
 
 

 
 
 
 

22 23 TPP1;CKAP4;BRD4;RBBP6;
SNTB2;CCL14;PHF20;FAL; 
GRP171;SRRM2;DDX18;UB
N1;MYD88;CD74;CBLB; 
FYN;LYST;PABPN1;LOC399
491;PITPNC1; HSD17B7; 
SH3BP4; PHF1 
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Genexpressionsprofil 
BPH – PCA – hsPCA – fHRPC - sHRPC 

Cluster 
Nr. 

Cluster 
Größe  

Gene 

 
 
 
 

23 63 DAD1;ASCC3L1;OAZ1;EEF
2; RAN; XRCC6; LAMP2; 
MGEA5; MDH1; RAD23B; 
TARS; NDUFA5; YME1L1; 
VBP1; GRSF1; ARL1; 
SMC4L1; USP14; GBAS; 
SPTLC1; HBCIP; IKBKAP; 
GMFB; STCH; ARL3; 
OXCT1; HEXIM1; U2AF1; 
NDUFS1; FECH; DCK; 
TERF1; SEC61G; RAB4A; 
RTCD1; NDUFS6; TSNAX; 
NUPL2; DCTN3; RGS4; 
ZBTB11; ACAT1; WBSCR1; 
SEC13L1; SMARCA4; 
SFRS1; CYCS; DUT; AK2; 
RDBP; DCTD; PSMA1; 
PDCD10; LYPLA1; GCSH; 
COX5B; SDHC; SNX5; 
MASA; TPARL; NDUFA8; 
NDUFA3; DPM3; ZNF226; 
WDR61; ADSS; PRDX2 
 

 
 
 
 
 

24 4 FOXO3A;CRYM;CD3D;C3 

 
 
 
 
 

25 36 RPL35;NCL;YWHAZ;RPLP1;
PSMB7;RPL23;CCT3;TUF; 
PSMA2; CCT6A; RCN2; 
NCBP2; DDX39; COPS5; 
SMARCD2; SEC24C; 
POLR2K; TAF15; HPRT1; 
SMARCA3; IMPA1; 
PRPF19; RFC5; CKS2; 
NEK4; TMEM5; TBPL1; 
CANX; STX3A; TAF2; 
PXMP3; UBE2N; NDUFA10; 
PFDN2, CHORDC1;NOLA1 

 

Zur Kontrolle wurden Expressionsprofile von Alpha-Methylacyl-CoA Racemase AMACR 

über die fünf verschiedenen Erkrankungszeitpunkte erstellt, der ein bekannter PCa 

Biomarker ist (Hessels et al., 2004). Abb 55A zeigt eine Box-Plot Darstellung der 

Genexpression von AMACR, die in PCa eine Erhöhung und in hsPCa eine Regression 

erfährt. Einen erneuten Anstieg der Genexpression zeigte AMACR in HRPC 

Gewebeproben. Ebenfalls erniedrigte Expressionen in hormon sensitiven PCa haben die 

Gene PSA (prostate specific antigene) und Kallikrein2 aufgewiesen (nicht gezeigt).  
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Abb. 55: A: Expressionsprofile der fünf verschiedenen Krankheitszeitpunkte B-F: Repräsentative AMCR-, 
p63-, HMW-CK-IHC-Bilder der einzelnen Zeitpunkte (x200). BPH = benigne Prostatahyperplasie, nur Basalzellen 
angefärbt; PCa = Prostatakarzinom, vereinzelt Basalzellen angefärbt, deutliche Färbung der luminalen 
Tumorzellen; hsPCA = hormonsensitives Prostatakarzinom, schwache Färbung der luminalen Tumorzellen; 
fHRPC = frühes hormonresistentes Prostatakarzinom, vereinzelt Basalzellen angefärbt, deutliche Färbung der 
luminalen Tumorzellen; sHRPC = spätes hormonresistentes Prostatakarzinom, starke Färbung der Tumorzellen 
 

Zur Validierung dieser Genexpressionsprofile die anhand der Daten des HG-Focus 

Mikroarray erstellt wurden, wurde eine immunhistochemische (IHC) Untersuchung 

angeschlossen. Es wurde ein IHC-Antikörper-Cocktail aus AMACR, dem Basalzell-Marker 

p63 und HMW-CK zusammengestellt (Abb. 55 B-F). Es konnte ein Anstieg der AMACR 

Expression im Vergleich HRPC zu PCa Gewebeproben nachgewiesen werden. Zur 

Validierung der mittels des HG-FOCUS Mikroarrays erstellten Genexpressionsprofile 

wurde ein AMACR Antikörper Cocktail der auch einen Basal Zellmembran Marker p63 und 

HMW CK enthielt (55B-F). In BPH Gewebe war keine zytoplasmatische AMACR-Färbung 

festzustellen (55B), im Gegensatz zu PCa (55C), wo hingegen die Färbeintensität in 

A B: BPH 

C: PCa D: hsPCA 

E: fHRPC F: sHRPC 



ERGEBNISSE____________________________________________________________ 

 110

hormonsensitiven PCa Gewebeproben reduziert war (55D). In hormonresistenten PCa 

Proben konnte eine Zunahme verzeichnet werden (55E, F). Eine deutliche Basalzell-

Färbung war nur bei BPH-Gewebeproben nachgewiesen worden. Es konnte gezeigt 

werden, dass ein AMCR-Anstieg ein Hinweis auf die Entstehung eines HRPC ist.  

 

3.2.13 Bestätigung der Array-Ergebnisse aus Prostata-Gewebeproben der 

differenziell regulierten Transkripte mittels RT-PCR 

 

Zur Validierung der Mikroarray Experimente und statistischen Analysen, wurden Primer 

für JUND, PMVK und HADH2 für anschließende RT-PCR Untersuchungen hergestellt. JUND 

war bereits als reprimiert in hormonresistenten Prostatakarzinomen beschrieben worden 

(Best et al., 2005). PMVK wurde ausgewählt, um eine exakte Trennung der HRPC und 

PCa Gewebeproben zu erreichen, da es unter den top ten der differenziell regulierten 

Gene im Vergleich HRPC vs. PCa zu finden war. HADH2 wegen seines Potentials zur 

Aktivierung von DHT (Bauman et al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Microarry-Daten mit den Lightcycler-Daten zu vergleichen waren (Abb. 56). 
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Abb 56. Graphische Darstellung der Deregulation von PMVK, JUND and HADH2 im Vergleich zwischen 
Mikroarray und RT-PCR (Lightcycler) Ergebnisse 
 

3.2.14 Differenziell regulierte Signalwege im Verlauf der Hormonresistenz der 

Prostatakarzinoms 

Es sollten biologische Signalwege aufgedeckt werden, die bei auftretender 

Hormonresistenz betroffen sind. Zu diesen Zweck wurde eine KEGG Annotation und der 
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Global Test Algorithmus (Goeman et al., 2004) auf die Expressions-Matrix der 1424 

differenziell regulierten Transkripte angewandt. Dieser Test ermöglichte Gruppen von 

Genen verschiedener Größe zu vergleichen, weil der Test der Gruppe einen bestimmten 

p-Wert zuordnet und nicht jedem Gen einzeln. Die Korrektur der p-Werte erfolgte nach 

der Methode von Benjamini and Hochberg (1995). Es wurden 76 Signalwege gefunden 

mit einem korrigierten p-Wert >0,05 und mindestens zwei Transkripten pro Signalweg. 

Eine Auswahl von 35 Signalwegen ist in Tabelle 52 dargestellt. 

 

Tabelle 52 Differenziell regulierte Signalwege 

Anzahl 
Transkripte 
auf dem 
Chip  

Differenziell 
regulierte 
Transkripte 

% Transkripte
auf dem Chip

korrigierter
p-Werte Signalweg 

77 17 0,220779221 0.003117 Ribosomale Proteinproduktion 
12 2 0,166666667 0 Glykosaminoglycan Degradation 
13 2 0,153846154 0.001578 Fettsäure-Biosynthese (Signalweg eins) 
93 13 0,139784946 0.001183 Oxidative Phosphorylierung 
37 5 0,135135135 0.001183 Valin, Leucin und Isoleucine Degradation 
46 5 0,108695652 0.001936 Benzoate Degradation via CoA Ligation 
29 3 0,103448276 0.006863 Proteasomen 
33 3 0,090909091 0.001183 Butanoate Metabolismus 
23 2 0,086956522 0.001183 beta-Alanine Metabolismus 
23 2 0,086956522 0.007438 GPI Anker Biosynthese 
35 3 0,085714286 0 Lysine Degradation 
24 2 0,083333333 0.001578 Limonene and Pinene degradation 
28 2 0,071428571 0.005325 Notch Signalweg 
28 2 0,071428571 0.007438 ATP Synthese 
71 5 0,070422535 0.001578 Pyrimidine Metabolismus 
29 2 0,068965517 0.001578 Propanoate Metabolismus 
30 2 0,066666667 0.00355 Ubiquitin mediated proteolysis 
62 4 0,064516129 0.001578 Fettsäure-Biosynthese (Signalweg zwei) 
35 2 0,057142857 0 Stärke und Saccharose Metabolismus 
73 4 0,054794521 0.001183 Adherens junction 
41 2 0,048780488 0.006984 Fruktose und Mannose Metabolismus 

144 7 0,048611111 0.001183 Focal adhesion 
88 4 0,045454545 0.00355 Zellzyklus 
44 2 0,045454545 0.004102 Nicotinate und Nicotinamide Metabolismus 

170 6 0,035294118 0.002185 Regulation des Actin-Cytoskelett 
57 2 0,035087719 0.00284 Glycerophospholipid Metabolismus 
57 2 0,035087719 0.004642 Inositol Phosphate Metabolismus 
58 2 0,034482759 0.00307 Glycolyse / Glukoneogenese 

121 4 0,033057851 0.002582 Purin Metabolismus 
211 6 0,028436019 0.001183 MAPK Signalweg 

72 2 0,027777778 0.002185 Synthese und Degradation von Ketonkörpern
86 2 0,023255814 0.012909 Apoptose 
94 2 0,021276596 0.002367 Tight junction 

176 3 0,017045455 0.001936 Calcium Signalweg 
225 2 0,008888889 0.002367 Cytokine-Cytokine Receptor Interaktion 
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Signalwege die den höchsten prozentualen Anteil an induzierten Transkripten auf dem 

Chip aufwiesen, betrafen hauptsächlich HRPC Gewebeproben. So z.B. ribosomale 

Transkription, oxidative Phosphorylierung, ATP-Synthese, Fettsäure Metabolismus / 

Biosynthese, Proteasomen, Ubiquitin vermittelte Proteolyse und Glykolyse / 

Glukoneogenese. Die signifikante Induktion der Phosphomevalonat Kinase (PMVK), 

Hydroxyacyl-Coenzyme A Dehydrogenase, Typ II (HADH2) und eine Induktionstendenz 

von 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzyme A Reductase (HMGCR), zeigten einen Anstieg 

der Steroid Biosynthese in HRPC an. Des Weiteren konnte eine Reprimierung von 

Transkripten in HRPC Gewebeproben detektiert werden, die die fokale Adhäsion, das 

Aktin Zytoskelett und die adherence junctions betrafen. Ferner waren folgende 

Signalwege signifikant in der Ausbildung der Hormonresistenten beim Prostatakarzinom 

beteiligt: Notch Signalweg, Zellzyklusregulation, MAP-Kinase Signalweg, Calcium 

abhängiger Signalweg und Apoptose (Tabelle 53). 

 

Tabelle 53 

Zellzyklus 
Gen Differenziell reguliert in HRPC 
CDKN1A reprimiert 
CDC2L5 reprimiert 
GAK induziert 
CCND1 induziert 

Apoptose 
Gen Differenziell reguliert in HRPC 
PPP3CB reprimiert 
CASP9 reprimiert 

MAPK Signalweg 
Gen  Differenziell reguliert in HRPC 
YWHAZ induziert 
DUSP1 reprimiert 
PPP3CB reprimiert 
JUND reprimiert 
STK24 reprimiert 
FGF13 induziert 

Calcium abhängiger Signalweg 
Gen  Differenziell reguliert in HRPC 
SLC25A5 induziert 
PPP3CB reprimiert 
MYLK reprimiert 

NOTCH Signalweg 
Gene  Differenziell reguliert in HRPC 
CTBP2 reprimiert 
NOTCH2 reprimiert 
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4 DISKUSSION 
Aus molekulargenetischen Forschungsergebnissen ist bekannt, dass Krebs durch 

irreparable Schäden in bestimmten Klassen von Erbanlagen entsteht. Vor allem drei 

Gruppen von Genen haben die Wissenschaftler in den letzten beiden Jahrzehnten 

identifiziert, die bei Krebs häufig verändert bzw. mutiert sind: die so genannten Proto-

Onkogene, Tumor-Suppressor-Gene und Reparatur-Gene.  

Sowohl Onkogene als auch Tumor-Suppressor-Gene kommen in allen gesunden 

Körperzellen vor. Sie regulieren dort üblicherweise die Zellproliferation und 

Zelldifferenzierung. Während Onkogene generell Wachstum der Zelle fördern, wird es von 

Tumor-Suppressor-Genen inhibiert. Verliert dieses genetische Kontrollsystem seine 

Balance, kommt es zu unkontrolliertem Zell Wachstum und es entsteht ein Tumor. 

Als exogene Ursachen der genetischen Veränderungen werden heute drei Gruppen Krebs 

auslösender Mechanismen unterschieden, die auch als so genannte Karzinogene 

bezeichnet werden:  

1. Chemische Substanzen  

2. Viren  

3. Strahlen 

Nach heutigen Erkenntnissen sind etwa fünf bis zehn Prozent aller Krebserkrankungen 

auf eine erbliche Veranlagung zurückzuführen. Außerdem werden Psychische Faktoren 

und Ernährungsgewohnheiten in Betracht gezogen. 

Maligne Neoplasien entstehen durch genetische und epigenetische Veränderungen 

somatischer Zellen. Aufgrund der Notwendigkeit der Akkumulation von mehreren 

Mutationen zur Ausbildung einer malignen Zelle, ein Prozess, für den eine lange Reihe 

von Zellteilungen notwendig erscheint, wird angenommen, dass das initiale 

Mutationsereignis für viele Neoplasien auf Stammzellniveau zu suchen sein muss. Die 

typische maligne Zelle entsteht schrittweise in einem so genannten 

Mikroevolutionsprozess, der über Jahre zu einer Akkumulation von fünf bis zehn 

kritischen Mutationen in einer spezifischen Zelle führt (Vogelstein und Kinzler, 1993). 

Jede dieser Mutationen, die hauptsächlich Gene für Zellteilungsregulation, 

Apoptoseregulation und DNA-Reparatur betreffen, führt zu einem kleinen 

Selektionsvorteil der betroffenen Zelle gegenüber den Nachbarzellen, bis ein Zellklon 

entsteht, der den Gesamtorganismus gefährdet (Thompson, 1995) . 

Die Zukunft der tumorrelevanten Biomarkerforschung wird sich nicht allein mit der 

Identifikation neuer targets beschäftigen, sondern mit der Aufklärung so genannter 

Marker-Profile, welche Hinweise auf entstandene möglicherweise maligne Zellklone 

geben.  
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Die Identifizierung der komplexen Zusammenhänge und die Auswirkungen auf den 

Gesamtorganismus sind dabei von entscheidender Bedeutung.  

Basierend auf dem stetig wachsenden Wissen um die genetischen Erkrankungen, welche 

für maligne oder nicht maligne pathologische Prozesse verantwortlich sind, sind 

molekulargenetische Daten wertvolle Parameter, die nicht nur die konventionelle 

histopathologische Diagnose ergänzen, sondern auch eine Basis zur Aufklärung der 

Erkrankung bieten.  

 

4.1 Mögliche Testsystme zur Untersuchungen von Genmutationen in komplexen 

Gewebeverbänden 

4.1.1 Molekulargenetische Analysen von Signaturmutationen (p16INK4, p53 und 

DPC4) für das Pankreaskarzinom in Geweben chronischer Pankreatitis  

Tumorgewebe oder zytologische Präparate bestehen gewöhnlich aus heterogenen 

Zellpopulationen, wodurch die molekulargenetische Analyse einzelner Zellen eines 

Zellverbands erheblich erschweren kann. Je homogener die Zellpopulation, desto 

spezifischer und verlässlicher ist die gewonnene Untersuchungsinformation. In den 

letzten Jahren haben technische Fortschritte insbesondere auf dem Gebiet der Laser 

gestützten Mikrodissektion die PCR- Analyse geringster Mengen genomischer DNA oder 

RNA bis auf Einzelzellniveau hin ermöglicht (Dietmaier et al., 1999; Heinmöller et al., 

2002a, b; Lizardi et al., 1998; Schütze et al., 1998).  

Die Untersuchungen zur Mutagenese und somit auch u.a. zur Karzinogenese umfassen 

die Darstellung der Mutationsfrequenz und des Mutationsspektrums einer morphologisch 

normalen Zelle in ihrem ursprünglichen Gewebeverband. Ein hierfür etabliertes in vivo 

Testsystem war ein transgenes Maus Mutationssystem der Firma Stratagene, welche eine 

transgene Mauslinie zur Durchführung von in vivo Mutagenese-Versuchen entwickelt 

hatte (Big Blue TM Mouse Mutagenesis Assay System). Dieses System kann Substanzen 

auf ihre mutagene Wirkung zu testen. 

Die transgenen Big Blue TM-Mäuse enthielten in ihrem Genom Kopien eines 

rekombinanten Lambda-Bakteriophagen, der das alpha Fragment des lacZ Gens und das 

lacIq-Repressorgen aus E. coli trägt. Mutationen konnten das lacIq-Gen inaktivieren. 

Nach der Behandlung der transgenen Mäuse mit mutagenen Substanzen wurde die DNA 

aus den Organen der Tiere isoliert, die ins Tiergenom integrierte Phagen-DNA in vitro in 

Phagen Partikel verpackt und zur Infektion eines E. coli K12-Stammes (SCS-8 oder VCS 

257) verwendet, der das lacZ-Gen nur bei Abwesenheit eines funktionsfähigen lacq-Gens 

exprimiert. Phagenpartikel mit Mutationen im lacq-Gen waren an der Bildung von blauen 

Plaques auf Indikatormedium zu erkennen (Nishino et al., 1996). Die Qualifizierung der 
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entstandenen Mutanten lässt Rückschlüsse darauf zu, ob eine Testsubstanz in Mäusen 

Mutationen induziert (Arrault et al., 2002). 

So sind die verschiedensten Akkumulationswege von Mutationen in den einzelnen 

Geweben innerhalb des Lebenszyklus der Maus untersucht worden. Hierbei wurden 

verschiedene Zelltypen (z.B. Lebergewebe mit Hepatozyten, Makrophagen, Lymphozyten, 

Fibroblasten etc.) gemeinsam untersucht, ohne die einzelnen Zellarten zu diskriminieren. 

Dieser experimentelle Ansatz erlaubte allerdings nur recht grobe Aussagen über das 

Mutationsspektrum eines Gewebeverbands und die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf 

Organe des Menschen bleibt zweifelhaft. 

Die Mutagensensibilität in menschlichen Geweben kann z.B. auch über endogene 

Reportergene gemessen werden. Dazu wurde am häufigsten das HPRT-Gen in T-Zellen 

untersucht. Der HPRT-Genmutationstest, ist ein Testverfahren bei dem die Mutationen 

durch den Verlust der Aktivität des Enzyms Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 

(HPRT) erkannt werden. Dieses wandelt freie Purinbasen in die entsprechenden 

Nukleosidphosphate um und macht sie dadurch für die Synthese von Nukleinsäuren 

verfügbar. Die Selektion der Mutationen beruht auf der unterschiedlich ausgeprägten 

Toxizität der synthetischen Purinbase 6-Thioguanin (TG) für die mutierten und 

unveränderten Zellen. TG wird in Zellen mit funktionsfähigem HPRT in derart toxische 

Nukleotide umgewandelt mit der Folge dass diese absterben. Der Verlust der HRPT-

Aktivität z.B. durch eine Genmutation hingegen führt zur Resistenz gegenüber TG. Für 

den HPRT-Genmutationstest wurden meist Hamster-Zellinien (CHO) verwendet (Metzler 

et al., 2001). Der Vorteil dieser Methode ist, im Vergleich zu mikrodissezierten Zellen mit 

vermuteter Mutation, dass der Test sehr genau die Zellen mit Mutation selektiert. Der 

Nachteil ist, dass die Mutationen künstlich erzeugt werden und daher keinen direkten 

Vergleich zu zufällig entstandenen Mutationen erlaubt. 

 

Der Geneotypisierungs-Assay des p53 Gens kann ebenfalls zur Analyse eines 

Mutationsspektrums verwendet werden. Hierbei konnten Mutationen nachgewiesen 

werden, welche innerhalb der Erkennungssequenz einer Restriktionsendonuklease lagen. 

Durch den Einsatz repetitiver Restriktionsendonukleasen, im Wechsel mit PCR 

Amplifikation, konnten diese an Restriktionsstellen detektiert und quantifiziert werden. 

Anhand dieses Verfahrens sind eine hohe p53 Mutationsbeladung (mutation load) in 

normalen Lungengeweben bei Patienten mit Bronchialkarzinomen festgestellt worden. 

Dabei wurden die bekannten Signaturmutationen von Zigarettenrauchinhaltsstoffen als 

Grundlage für den Assay verwendet (Hussain et al., 2001). Ein erhöhter p53 mutation 

load wurde auf diese Weise auch bei Patienten mit Colitis ulcerosa gefunden (Hussain et 

al., 2000). Der Nachteil der Methode bestand darin, dass nur wenige Codons analysiert 
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werden konnten und die histologische Kontrolle der mutierten Zelle/Zellpopulation in situ 

nicht möglich war. 

Die immunhistochemische Anfärbung des p53 Protein, dessen mutationsinduzierte 

Stabilisierung erst zu einer immunhistochemisch detektierbaren Anfärbung führte, 

erlaubte eine in situ Analyse von p53 Mutationen in Einzelzellen oder Gewebestrukturen. 

Allerdings wurden hierdurch nicht alle Mutationen im p53 Gen detektiert, da z.B. Stop-

Mutationen nicht zu einer p53 Protein Stabilisierung führen. Ferner erlaubte die 

immunhistochemische Expressionsanalyse nicht die genaue Lokalisation der Mutation im 

p53 Gen. Auf Grund der mangelnden Fixierung und der damit verbundenen 

Vorbehandlung der Gewebe eignete sich FFPE-Gewebe nur sehr eingeschränkt für diese 

Untersuchungen. Alternativ konnte natives Gewebe untersucht werden. Ling et al. 

verglichen in diesem Zusammenhang morphologisch gesundes Epidermis-Gewebe mit 

Gewebe sonnenexponierter Areale und haben dort eine deutlich erhöhte Anzahl von p53 

Mutationen gefunden. Die Mikrodissektion gefärbter Einzelzellen aus diesem 

Gewebeverband mit anschließender molekulargentischer Bestimmung des 

Mutationsspektrums lieferten den Beweis von Sonnenlicht induzierten 

Signaturmutationen (Ling et al., 2001). Die Verwendung von nativem Gewebe hat 

wesentliche Nachteile, da dieses Gewebe in der Regel nur sehr eingeschränkt verfügbar 

sind und die Archivierung mit hohen Kosten verbunden wären. 

Wie oben bereits erwähnt, ist die immunhistochemische Expressionsanalyse nur eine 

indirekte Methode zur Detektion einer mutmaßlichen p53 Mutation. Mutationen im p53 

Gen stabilisieren oft das resultierende Protein, so dass es immunhistochemisch detektiert 

werden kann (Davidoff et al., 1991). Das p53 Protein hat eine Halbwertzeit von etwa 30 

bis 50 Minuten (Ashcroft et al., 1999) und kann deswegen in vivo durch 

immunhistochemische Detektionsmethoden nur schwer nachgewiesen werden. Die 

Halbwertzeit von Wildtyp p53 kann auf bis zu drei Stunden durch Komplexbildungen mit 

beschädigter DNA oder durch Phosphorylierung von Serin-15 steigen (Albrechtsen et al., 

1999, Lee et al., 1995). Die Stabilisierung des p53 Proteins mit verlängerter Halbwertzeit 

in vivo erfolgt unter anderem durch eine gestörte MDM2 gesteuerte Degradation des 

Proteins als Folge der Mutation. Ferner kann Wildtyp p53 Protein als Antwort auf DNA-

Degradation, Hypoxie, Aktivierung durch Onkogene, posttranslationale Modifikation, 

Phosphorylierung oder Acetylierung stabilisiert werden (Albrechtsen et al., 1999; May et 

al., 1999). Dadurch kann eine immunhistochemische Detektion von Wildtyp p53 Protein 

möglich werden. Die Mutationsdiagnose von p53 beruhte auf der Annahme dass mit 

immunhistochemischen Methoden nachgewiesenes p53 eine Mutation besaß. Die oben 

aufgeführte natürliche Stabilisierung des p53 Proteins konnte eine falsch positive 

Mutationsdiagnose zur Folge haben. Eine weitere Ursache einer falsch positiven 

immunhistochemischen Mutationsdiagnose entstand durch die Gewebevorbehandlung. 
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Durch eventuell zu starke Mikrowellen- oder Dampfvorbehandlung zur 

Antigendemaskierung, konnte der Schwellenwert der p53 Protein Detektion stark 

herabgesetzt und das Wildtyp p53 Protein sichtbar gemacht werden (Dowell et al.,1996, 

Darnton et al., 1998). Daraus folgte, dass Genmutationen in immunhistochemisch p53 

positive Zellen mittels p53 Sequenzierung verifiziert werden sollten.  

 

Der Schlüssel zum Verständnis der Biologie des Pankreaskarzinoms liegt in der 

Erforschung progressionsrelevanter genetischer Alterationen im Tumor und seinen nicht 

invasiven Vorläuferläsionen. Die Kenntnis der molekularen Genetik des 

Pankreaskarzinoms ermöglicht die Entwicklung neuer Frühdiagnosetests sowie neuer 

targets zur therapeutischen Intervention. Die schrittweise Akkumulation genetischer 

Mutationen in Proto-Onkogenen, Tumor-Suppressor-Genen und DNA-Reparatur-Genen im 

Verlauf des Karzinogenese Prozesses wurde für eine Vielzahl sporadischer neoplastischer 

Gewebeveränderungen gesichert (Fearon et al., 1990; Mao et al., 1997).  

Gene oder epigenetische Veränderungen, welche eine wesentliche Rolle im Verlauf der 

Karzinogenese beim Pankreaskarzinom spielen, sollen im Folgenden aufgelistet werden: 

Für die Onkogene das K-ras und Her2/neu wurde die Beteiligung an der 

Pankreaskarzinogenese gut dokumentiert. Nahezu alle Mutationen im K-ras Onkogen 

finden sich im Codon 12 und das Pankreaskarzinom gehört zu den Tumoren mit der 

höchsten Mutationsfrequenz, die je nach Nachweismethode und 

Gewebedissektionstechnik fast 100% betrug (Almoguera et al., 1988; Rozenblum et al., 

1997). Schon in ersten morphologisch erkennbaren präneoplastischen 

Gangveränderungen konnten K-ras Mutationen gefunden werden, sogar in normalen 

Pankreasgeweben sind K-ras Mutationen in einer Frequenz zwischen 19% und 38% 

beschrieben worden (Tada et al., 1996; Lüttges et al., 1999, 2000; Berger et al., 1999). 

In Gangläsionen bei chronischer Pankreatitis fanden sich K-ras Mutationen in einer 

Frequenz zwischen 18% und 62,5% (Rivera et al., 1997, Yanagisawa et al., 1993, 

Lüttges et al., 2000). Auf Grund der bereits guten Charakterisierung dieser genetischen 

Veränderungen in Pankreasgeweben und der dokumentierten mangelnden Spezifität 

einer K-ras Mutation bezüglich einer Früherkennung beim duktalen Pankreaskarzinom 

(Lüttges et al., 1999, 2000; Löhr et al., 2005) wurde auf eine Untersuchung dieser 

genetischen Alteration in dieser Arbeit verzichtet. 

Her-2/neu (c-erbB-2) Onkogen: 

Ein weiteres wichtiges Proto-Onkogen im Karzinogeneseprozess zahlreicher Tumoren war 

Her-2/neu. Dies ist der Familie der epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptoren (EGFR) 

zugehörig. Her-2/neu kodiert ein transmembranöses Glykoprotein von 185kDa. Die 

Amplifikation und Überexpression war in zahlreichen Tumoren nachweisbar (Slamon et 

al., 1987; Day et al., 1996; Sibilia et al., 2000). In Pankreaskarzinomen fand sich eine 
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breit gestreute Angabe zur Überexpression von Her-2/neu (zwischen 21% [Safran et al., 

2001] und 80% [Apple et al., 1999]), wenn die Bestimmung mittels Immunhistochemie 

erfolgte. Nur 27% der positiven IHC-Fälle aber zeigten eine mittels FISH messbare 

Amplifikation (Safran et al., 2001). Während bei chronischer Pankreatitis und in anderen 

nicht neoplastischen Pankreasgeweben keine Her-2/neu Überexpression erkennbar 

waren, zeigte sich beim duktalen Pankreaskarzinom bereits in frühesten morphologisch 

fassbaren Gangveränderungen eine Überexpression (Day et al., 1996, Apple et al., 1999, 

Yamanaka et al., 1993). 

Dass die Überexpression von Her-2/neu von bedeutender biologischer Wichtigkeit beim 

Pankreaskarzinom ist, wurden in in vitro und in vivo Studien gezeigt. So wurde eine 

Wachstumsinhibition von Pankreaskarzinomzelllinien und Pankreaskarzinom Xenografts 

durch Blockierung des EGFR-Signalwegs mittels Antikörper oder durch Expression von 

dominant-negativen EGFR-Allelen gezeigt (Watanabe et al., 1996, Wagner et al., 1996, 

Overholser et al., 2000). Da auch die Rolle von Her-2/neu im Verlauf der Karzinogenese 

analog zu K-ras beim duktalen Pankreaskarzinom gut dokumentiert worden ist, wurde 

auf die Untersuchung in dieser Arbeit verzichtet. 

Neben den oben beschriebenen Genmutationen wurden weitere genetische Alterationen 

mit niedriger Mutationsfrequenz in Pankreaskarzinomen gefunden. BRCA1 und BRCA2 

Mutationen sind typisch für hereditäre Mamma- und Ovarialkarzinome (Cancer risks in 

BRCA2 mutation carriers. The breast cancer linkage consortium, 1999; Thompson et al, 

2002). Bei familiären Pankreaskarzinomen wurde in 17% bis 19% eine BRCA2 Mutation 

gefunden (Murphy et al., 2002; Hahn et al., 2003). BRCA2 gehört zu den Genen mit 

einer regulatorischen Funktion genetischer Stabilität und ist sowohl an der Reparatur von 

DNA-Schäden als auch der Überwachung einer geordneten Transkription der Gene 

beteiligt (Venkitamaran, 2002). Bisher wurde nur in einer PanIN-3 Läsion eines Patienten 

mit Keimbahnmutation eine BRCA2 Mutation gefunden. In weiteren 13 PanIN-1A bis 

PanIN-2 Läsionen wurden keine Mutationen nachgewiesen (Goggins et al., 2000). BRCA1 

schien ebenfalls in der Karzinogenese des Pankreaskarzinoms eine Rolle zu spielen, 

Beger und Kollegen hatten 2004 gezeigt, dass eine reduzierte Expression des Gens 

sowohl in den untersuchten Pankreaskarzinome als auch in Geweben chronischer 

Pankreatitis mit jeweils 50% vorlag.  

Mutationen in den DNA mismatch repair Genen (MLH1, MSH2, MSH6), welche 

ursprünglich im Zusammenhang mit dem hereditären nicht Polypösen Kolon Karzinom 

Syndrom (HNPCC) beschrieben wurden, wurden in 1% bis 17% aller Pankreaskarzinome 

beschrieben (Yamamoto et al., 2001, Nakata et al., 2002, Rozenblum et al., 1997). Ein 

erhöhtes Risiko für die Entstehung von Pankreaskarzinomen wurde in HNPCC-Syndrom 

Familien als gesichert angenommen (Aarnio et al., 1995). 
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Die DNA Methylierung und die damit verbundene Inaktivierung von Genen ist ein weit 

verbreitetes Phänomen in Tumoren. Etwa 50% aller humanen Gene besitzen CpG Inseln, 

in der Promotorregion der Gene. Die Methylierung verschiedener Gene (z.B. p16INK4, Rb, 

VHL, hMLH1, hMSH2) wurde in zahlreichen Tumorentitäten beschrieben, so auch beim 

Pankreaskarzinom (Ueki et al., 2000). Neben p16INK4 wurde auch das Gen 

Preproenkephalin (ppENK), welches eine wachstumshemmende Funktion ausübt, in 90% 

der Pankreaskarzinome methyliert gefunden (Ueki et al., 2001). Die Methylierung von 

Genen, welche eine wichtige Rolle während des Karzinogeneseprozesses spielen, findet 

schon sehr früh in der Krebsentwicklung statt. Die Methylierung des p16INK4 Gens stieg in 

PanIN-1A von 12% auf 21,4% in PanIN-3 Läsionen an. Für das ppENK Gen ist ein Anstieg 

in diesen Läsionen von 7,7% auf 46,2% nachgewiesen worden. Normales (nicht 

neoplastisches) Epithel hingegen war nicht methyliert (Fukushima et al., 2002). Die 

Ergebnisse für PanINs aus Geweben chronischer Pankreatitis waren bisher 

widersprüchlich, da Fukushima et al. (2002) keine Methylierung in der Promoterregion 

von ppENK und p16INK4 in 22 PanIN-1A bis PanIN-3 feststellten, während Gerdes et al. 

(2001) in 20% (2 von10 PanIN-1A) eine p16INK4 Promoter Hypermethylierung zeigte. 

Eine erhöhte Proliferationsrate normaler Zellpopulationen gilt als wesentliche Ursache für 

die Entstehung von Tumoren (Preston-Martin et al., 1990). Es wird angenommen, dass 

Mutationen in Genen, die den Zellzyklus steuern oder Wachstumssignale vermitteln in 

nahezu allen Tumoren nachweisbar sind (Sherr 2001). Eine oder mehrere Mutationen in 

den Tumor-Suppressor-Genen p53, p16INK4 und DPC4 wurden in fast allen duktalen 

Pankreaskarzinomen nachgewiesen. Alterationen dieser Gene gelten deshalb als 

Signaturmutationen für das Pankreaskarzinom (Bardeesy et al., 2002).  

Diese drei Gene wurden in Geweben mit duktalem Pankreaskarzinom und chronischer 

Pankreatitis in dieser Arbeit intensiv untersucht, hierauf soll im Folgenden näher 

eingegangen werden. 

In humanen Zellen wird der Zellzyklus zum Teil durch Cyclin-Kinase-Inhibitoren 

gesteuert. Es wird angenommen, dass menschliche Zellen einen Cyclin-Kinase-Inhibitor 

(CKI) herstellen. Obwohl das Protein noch nicht identifiziert wurde ist bekannt, dass 

humane Zellen mehrere an der Regulation des Zellzyklus beteiligte CKI-Moleküle 

exprimieren. Diese werden in zwei Klassen eingeteilt:  

1. CDK-Inhibitor-Proteine, von denen sämtliche CDK1-, CDK2-, CDK4- und CDK6-Cyclin 

Komplexe gehemmt werden. 

2. Inhibitoren der Kinase 4 (INK4). Von diesen Proteinen werden spezifisch CDK4-

CyclinD- und CDK6-CyclinD-Komplexe gebunden und gehemmt. 

Experimentell kann eine Überexpression von INK4-Protein hervorgerufen werden, wobei 

die erhaltenen Zellen die G1-Phase nicht mehr durchlaufen können. Dabei wirkt das 
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INK4-Protein p16 als Tumor-Suppressor. Die Aufgaben der anderen INK4-Proteine sind 

bisher unbekannt.  

In vielen Krebszellen ist das Gen für den CDK-Inhibitor p16 ausgefallen und fehlt für eine 

normale und wirkungsvolle Regulation des Zellzyklus. In den letzten Jahren ist das 

Verständnis der Funktion der Zellzykluskontrolle und dessen Bedeutung für die 

Tumorgenese erweitert worden. Das Pankreaskarzinom unterscheidet sich von allen 

epithelialen Tumoren durch eine sehr hohe Prävalenz an inaktivierenden Mutationen des 

p16INK4 Gens. Es wurde gezeigt, dass p16INK4 in 96% der untersuchten 

Pankreaskarzinome inaktiviert, in 38% der Fälle mutiert, in weiteren 42% homozygot 

deletiert war. In einem geringen Anteil (ca.15%) war p16INK4 durch eine 

Hypermethylierung des Promotors in der Expression reduziert (Caldas et al. 1994; 

Schutte et al. 1997).  

Das CDKN2A Tumor-Suppressor-Gen codiert ungewöhnlicherweise zwei Tumor-

Suppressor-Gene mittels unterschiedlicher Leseraster des ersten Exons, das in die 

gemeinsamen Exons 2 und 3 mündet. So entsteht p14ARF (alternative reading frame) 

aus Exon 1β und p16INK4 aus Exon 1α. p16INK4 blockt spezifisch CDK4 und CDK6, p14ARF 

den p53 Suppressor MDM2, was zu einer vermehrten Bereitstellung von p53 Protein in 

der Zelle führt (Sherr 2001). Im Pankreaskarzinom wurde häufig eine Inaktivierung 

beider Genteilstücke durch homozygote Deletion, LOH mit somatischer Mutation im 

verbleibenden Allel oder durch Inaktivierung mittels Methylierung der Promotorregion 

gefunden (Schutte et al., 1997). 

Das p53 Tumor-Suppressor-Gen (17p13) wurde in mehr als 50% aller humanen Tumoren 

(Greenblatt et al., 1994) und in bis zu 81% aller duktalen Pankreaskarzinomen mutiert 

gefunden (Rozenblum et al., 1997, Heinmöller et al., 2000). Die Inaktivierung erfolgte in 

der Regel durch eine missense Mutation im einen Allel sowie einem LOH des anderen 

Allels. p53 spielt eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der genetischen 

Homöostase der Zelle. Es integriert verschiedenste Signalwege. Eine der möglichen 

gravierenden Folgen eines Funktionsverlustes von p53 besteht in der Entstehung 

genetischer Instabilität in nachfolgenden Zellgenerationen (Hainaut et al., 2000). 

Das von Hahn et al. (1996a, 1996b) charakterisierte Gen DPC4 (SMAD4) ist Bestandteil 

der intrazellulären Signalkette der TGF-ß vermittelten Wachstums- und 

Differenzierungsregulation. Eine Störung dieser Signalkette trägt zum Erwerb eines 

Zellphänotyps mit ungebremster Wachstumsregulation bei und ist somit im Prozess der 

Karzinogenese von Bedeutung (Dai et al., 1998, Heldin et al. 1997). Eine weitere 

wesentliche, für die Tumorentstehung und -progression wichtige Funktion scheint die 

Suppression der Angiogenese zu sein (Schwarte-Walthoff et al., 2000). 

In den molekulargenetischen Untersuchungen beim duktalen Pankreaskarzinom und der 

chronischen Pankreatitis wurde in dieser Arbeit die whole genome amplification (I-PEP-
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PCR) Technik verwendet (Dietmaier et al., 1999; Heinmöller et al., 2002). Die Technik 

der Präamplifizierung bietet sich vor allem dann an, wenn kleinste Zellmengen untersucht 

werden sollen. Ferner ist es möglich aus unstrukturierten Geweben wie z.B. Tumoren 

eine Untersuchung zahlreicher kleiner, von einander getrennter Areale durchzuführen. 

Ziel der Untersuchungen in Pankreasgeweben mit chronischer Pankreatitis war die 

Analyse der Signaturmutationen (p16INK4, p53 und DPC4) in einzelnen PanINs mittels I-

PEP-PCR und immunhistochemischer Expressionsanalyse des p53 Proteins, insbesondere 

unter der Fragestellung des zeitlichen Verlaufs des Eintretens einzelner Mutationen in 

PanINs. Hierdurch lassen sich möglicherweise Erkenntnisse zur Relevanz einzelner 

Genmutationen zur Karzinogenese beim Pankreaskarzinom herleiten und somit auch 

mögliche Anwendungen von Mutationsuntersuchungen in der Entwicklung von 

Biomarkern insbesondere für das Pankreaskarzinom, welche bei Risikopatienten 

(langjährige chronische Pankreatitis) einsetzbar wären. 

Da die molekulargenetischen Alterationen in Geweben mit Pankreaskarzinom bereits gut 

dokumentiert wurden, war ein wesentliches Ziel dieser Arbeit, die Untersuchung von 

PanINs in Geweben chronischer Pankreatitis. Hierbei sollte ermittelt werden ob sich die 

bekannten Signaturmutationen beim Pankreaskarzinom (p16INK4, p53 und DPC4) auch in 

PanINs nachweisen lassen. Dazu wurde eine LOH Analyse von mikrodissezierten 

PanINs1-3 in Geweben chronischer Pankreatitis sowie von Gängen normaler Morphologie 

durchgeführt. Dabei sollte eine Reihenfolge des Auftretens bestimmter Mutationen im 

Sinne einer molekularen Progression ermittelt werden. Da die I-PEP-PCR Technik die 

simultane Analyse multipler Gene in einer Läsion gestattete, sollte auch die Akkumulation 

einzelner Mutationen in verschiedenen PanIN Graden gemessen werden. Eine sehr 

wichtige Unterscheidung einzelner PanIN Grade war das Vorliegen oder das Fehlen einer 

nukleären Atypie der nicht invasiven Gangepithelien. Das Auftreten einer nukleären 

Atypie spiegelte eine fortgeschrittene genetische Instabilität wider. Diese Übergangszone 

(Progressionszone) war für die Erforschung des Karzinogeneseprozesses von besonderer 

Bedeutung. Im Pankreas befindet sich diese Übergangszone gemessen an der nukleären 

Atypie zwischen PanIN-1B (keine nukleäre Atypie) und PanIN-2 (leichtgradige nukleäre 

Atypie). Die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten wurden mit einer parallel dazu 

durchgeführten Expressionsanalyse des p53 Proteins in Karzinomen und den 

dazugehörigen PanIN korreliert. 

Die pathogenetisch frühen genetischen Alterationen eigneten sich besonders gut für ein 

Screening zum Erfassen von Risikopatienten. Das K-ras Gen wurde als Kandidat für ein 

einfaches Screening diskutiert, jedoch hatte sich dieser Marker als zu unspezifisch für ein 

konkretes risk assessment herausgestellt (Kuska et al., 1999, Howes et al., 2000). 

In Gangläsionen bei chronischer Pankreatitis fanden sich K-ras Mutationen in einer 

Frequenz zwischen 18% und 62,5% (Rivera et al., 1997, Yanagisawa et al., 1993, 
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Lüttges et al., 2000). Bei der alleinigen Detektion einer K-ras Mutation konnte nicht auf 

ein gesteigertes neoplastisches Potential der untersuchten Läsion geschlossen werden. 

Die Signifikanz einer solchen Mutation in Geweben chronischer Pankreatitis erschien nach 

ersten vorsichtigen Einschätzungen gering. Nach einem Langzeit follow up bei 20 

Patienten mit chronischer Pankreatitis und einer aus Pankreassekret diagnostizierten K-

ras Mutation wurde nach 78 Monaten kein duktales Pankreaskarzinom diagnostiziert 

(Furuya et al., 1997). 

Eine fehlende Klassifizierung analog dem PanIN-System der untersuchten intraduktalen 

Läsionen in früheren Studien, erschwerte zusätzlich eine Vergleichbarkeit der erhobenen 

Daten. Mittels Immunhistochemie wurde kein Genausfall von p53 gefunden (Lüttges et 

al., 2000). Insbesondere in Gewebeproben von Patienten mit chronischer Pankreatitis 

korrelierten die IHC-Daten nur eingeschränkt mit dem Mutationsstatus. Als Folge der 

Entzündung konnte eine positive p53 Protein Immunhistochemie bei Wildtyp p53 häufig 

nachgewiesen werden (Maake et al. 1997). Heterozygote Mutationen, die ein erhöhtes 

Risiko für den Ausfall beider Wildtyp Allel darstellten, wurden durch diese Technik nicht 

erfasst. In einer Studie, bei der molekulare Untersuchungen zum Status des p53 Gens 

bei chronischer Pankreatitis durchgeführt wurden, wurden Mutationen bei 10% der 

Patienten gefunden (Gansauge et al., 1998). Diese Daten waren unvollständig und wenig 

hilfreich für die genaue Zuordnung von Morphologie und für die molekulare Diagnostik. In 

dieser Studie wurde weder eine Mikrodissektion der Gangläsionen durchgeführt, noch 

wurde histopatologisches Grading erhoben.  

Das p16INK4 Gen wurde bisher in nur wenigen Fällen mit chronischer Pankreatitis 

untersucht. Mit immunhistochemischen Analysen konnte Gerdes et al. (2001) einen 

Expressionsverlust in 40% der untersuchten PanIN-1A Fälle feststellen. 

Sequenzänderungen der DNA wurden nicht gefunden. In dieser Studie wurde keine LOH-

Diagnostik durchgeführt, sodass der genaue molekulare Inaktivierungsmechanismus des 

p16INK4 Gens nicht bekannt war. Die Ergebnisse für PanINs aus Geweben chronischer 

Pankreatitis sind wie bereits oben diskutiert bisher widersprüchlich (Fukushima et al., 

2002; Gerdes et al., 2001). In einer Studie mit Geweben von 122 Patienten mit 

chronischer Pankreatitis hatten Rosty et al. (2003) einen p16 Proteinverlust in keiner der 

PanIN-1A Läsionen gefunden, hingegen einen Verlust in 11% der PanIN-1B, in 16% der 

PanIN-2 und in 40% der PanIN-3 Läsionen. 

Für das DPC4 Gen lagen gegenwärtig nur vereinzelte Untersuchungen in Geweben 

chronischer Pankreatitis vor. Diese basierten alle auf immunhistochemischen 

Untersuchungen auf der Grundlage der Arbeiten von Wilentz et al. (2000b). Darin wurde 

gezeigt, dass ein Verlust der DPC4-Färbung in der IHC eine Inaktivierung des Gens auf 

molekularer Ebene verlässlich widerspiegelte. Die immunhistochemische 

Expressionsanalyse analog zu der Untersuchung des p53 Proteins, gab keine Auskunft 
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über eine möglicherweise bereits vorliegende heterozygote Mutation in PanIN-1 oder 

PanIN-2. Tang et al. (2002) hatten hingegen keine DPC4 Inaktivierung gefunden. Bei 

McCarthy et al. (2001) waren bei zwei Patienten mit chronischer Pankreatitis PanIN-3 

Läsionen zu finden, ferner zeigte einer der beiden Patienten einen Expressionsverlust des 

DPC4 Protein. PanIN-1 und PanIN-2 Läsionen zeigten keinen Expressionsverlust. Einen 

Expressionsverlust in Läsionen PanIN-1a bis PanIN-3 wurde in der oben genannten 

Studie von Rosty et al. (2003) nicht gefunden. Costentin et al. (2002) hatten p16INK4- 

und DPC4 Gendeletionen in mittels ERCP-Technik gewonnenem Pankreassekret 

gefunden. Diese Autoren hatten mittels einer Multiplex PCR-Technik eine Deletion im 

DPC4 Gen in 58% der Karzinomgewebe und 36% in Geweben chronischer Pankreatitis 

identifiziert.  

Bisher wurden noch keine vergleichenden molekulargenetische Untersuchungen aller drei 

Signaturgene für das duktale Pankreaskarzinom im Vergleich zu Geweben chronischer 

Pankreatitis angestellt. Die vorliegende Arbeit stellt die ersten Ergebnisse 

molekulargenetischer Studien von Laser mikrodissezierten PanINs in diesem 

Zusammenhang vor.  

In dieser Arbeit wurden die ersten Ergebnisse molekulargenetischer Studien von Laser 

mikrodissezierten PanINs aus Geweben chronischer Pankreatitis von 21 Patienten 

präsentiert. Hierbei wurden sowohl LOH-Analysen der Gene p53, p16INK4 und DPC4 als 

auch partiell Sequenzanalysen der Gene p53 und p16INK4 durchgeführt. Ergänzt wurde 

diese Untersuchungen durch immunhistochemische Expressionsanalysen der Gene 

p16INK4, p53 und DPC4. Hierbei sollte untersucht werden, ob es bereits in Geweben 

chronischer Pankreatitis zu Mutationen dieser Gene kommt. Dabei war von besonderem 

Interesse, welche PanIN-Grade von diesen Mutationen betroffen wurden. Ferner sollte 

bestimmt werden, ob sich die zeitliche Abfolge einzelner Mutationsereignisse an Hand der 

Präsenz heterozygoter Mutationen festlegen lässt. Schließlich war von Interesse, ob eine 

Aneuploidie in PanINs messbar ist und ob diese mit molekulargenetischen Daten zu 

korrelieren ist. Zusätzlich zu PanINs sind auch DM mikrodisseziert worden, welche häufig 

als Regeneratgänge in dicht fibrosierten Gewebearealen zu finden waren. Die 

Arbeitshypothese war, dass in diesen Regeneratgängen ein chronischer 

hyperproliferativer Stimulus möglicherweise zu einem erhöhten Zellturnover führt, was 

möglicherweise über längere Zeit zu einer Akkumulation von Mutationen führen könnte 

(Preston-Martin et al., 1990). Es wurden sowohl in PanINs als auch in DM Mutationen in 

allen drei Tumor-Suppressor-Genen gefunden, allerdings in geringer Anzahl. Eine 

Ausnahme hiervon bilden PanIN-3 Läsionen, welche im Gewebe eines Studienpatienten 

(CP10) gefunden wurden. Dieser besondere Fall soll weiter unten ausführlicher diskutiert 

werden. PanIN-1 Läsionen, welche häufig in chronischer Pankreatitis als auch in 

normalen Geweben anzutreffen waren (Abraham et al., 2003) zeigten zusammen mit DM 
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eine LOH-Rate zwischen 2,1% (p53-LOH) und 5,8% (p16INK4-LOH), wobei hier kein 

signifikanter Unterschied in der Häufigkeit einzelner Genveränderungen zu erkennen war. 

Allerdings zeigte sich ein Trend für ein häufigeres LOH-Ereignis am p16INK4 Genlokus. 

PanIN-1 Läsionen und DM repräsentierten das überwiegende Spektrum der Gangläsionen 

in chronischer Pankreatitis. PanIN-2 Läsionen und PanIN-3 Läsionen waren weitaus 

seltener und sind in dieser Arbeit in sehr ähnlicher Anzahl im Vergleich zu bisher 

publizierten Daten zu finden (Abraham et al., 2003). Allerdings zeigte auch diese Arbeit 

analog zu Daten beim Pankreaskarzinom eine Steigerung der LOH-Ereignisse im 

Übergang von PanIN-1B zu PanIN-2 und auch zum Übergang zu PanIN-3 Läsionen. Hier 

fand sich eine signifikante Anhäufung der LOH-Ereignisse aller drei untersuchten Genloci 

mit Ausnahme von LOH-Ereignissen am DPC4 Genlokus im Übergang von PanIN-1B zu 

PanIN-2, sodass auch die PanINs in chronischer Pankreatitis als echte Vorläuferläsionen 

des Pankreaskarzinoms aufzufassen waren. Dies galt insbesondere für die höhergradigen 

PanINs (PanIN-2 und speziell PanIN-3). Die geringe Anzahl von gefunden LOH-Ereignisse 

in DM und PanIN-1 Läsionen bis maximal 5,8% ließ in den Fällen ohne höhergradige 

PanINs (PanIN-2 und PanIN-3) jedoch ein nur geringes Progressionsrisiko annehmen. 

Hierfür sprach auch, dass in den immunhistochemischen Expressionsanalysen in DM und 

PanIN-1 Läsionen kein Ausfall von p16 Protein, p53 Protein oder DPC4 Protein gesehen 

wurden. Auch in PanIN-2 Läsionen wurde kein Ausfall des p53 Proteins und des DPC4 

Proteins gefunden, allerdings zeigte das p16 Protein bereits in 20% der Gänge eine 

reduzierte Expression, was auf einen Ausfall des Gens hindeutete. Diese Zahlen deckten 

sich auch überraschend gut mit dem gefundenen Progressionsrisiko in ein duktales 

Pankreaskarzinom bei chronischer Pankreatitis von etwa 5% (Lowenfels et al., 1993, 

1997). Hervorzuheben sei, dass in DM eine ähnlich hohe Anzahl LOHs aller drei Tumor-

Suppressor-Gene gefunden wurden, im Vergleich zu PanINs, sodass diese Gangläsionen 

für das molekulargenetische Progressionsmodell eine gleichartige Wertigkeit wie 

insbesondere PanIN-1 Läsionen erhalten sollten. Bemerkenswert war weiterhin, dass sich 

die hier gefundene Mutationsrate der Gene p16INK4und p53 in den Geweben chronischer 

Pankreatitis nur teilweise mit den bisher publizierten Daten deckte. Allerdings wurden 

bisher keine LOH-Analysen durchgeführt und/oder PanIN-Läsionen nur unzureichend 

klassifiziert, sodass die Daten dieser Arbeit mit andernorts erhobenen Daten nur 

eingeschränkt vergleichbar sind. Auch wurden in der vorliegenden Arbeit keine 

Methylierungsanalysen durchgeführt. Gerdes et al. (2001) hatten in 40% der 

untersuchten PanIN-1A Läsionen einen Ausfall des p16INK4 Gens nach 

immunhistochemischer Expressionsanalyse nachgewiesen, wogegen in der vorliegenden 

Arbeit keine Proteinausfälle in PanIN-1 Läsionen registriert werden konnten. Ferner 

hatten Gerdes et al. (2001) in 20% eine p16INK4 Promotor Hypermethylierung 

nachgewiesen, welche von Fukushima et al. (2002) bei chronischer Pankreatitis nicht 

gefunden wurden. Gerdes et al. (2001) hatten in der Sequenzanalyse des p16INK4 Gens 
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keine Mutationen nachgewiesen, eine LOH Analyse wurde nicht durchgeführt. So blieb 

der inaktivierende Mechanismus für zumindest einen Teil der PanIN Läsionen unklar. In 

der Studie von Rosty et al. (2003) war ein gradueller Anstieg des p16INK4 

Expressionsverlustes mit steigendem Grad der PanIN Läsionen nachgewiesen worden, 

wobei diese Daten den in vorliegender Arbeit gefundenen Daten am nächsten kamen. 

Unterschiedliche methodische Ansätze waren möglicherweise auch für die diskrepanten 

Ergebnisse verantwortlich. Insbesondere die Beurteilung der immunhistochemischen 

Expression des p16 Proteins war im Allgemeinen problematisch (Biankin et al., 2004). In 

PanIN-1 Läsionen fanden sich gewöhnlich eine nur geringe physiologische Expression des 

p16 Proteins (etwa 1% der Epithelien) zusammen mit der geringen Zellmenge, da es sich 

in der Regel um kleine Gangläsionen handelte. Hierdurch bestand die Gefahr, dass es zur 

falsch positiven Diagnose eines Verlusts der p16 Proteinexpression kam. Welche der 

bisher publizierten Daten am ehesten der in vivo Situation bei chronischer Pankreatitis 

entsprachen muss durch weitere Studien geklärt werden, hier insbesondere unter 

Berücksichtigung einer Sequenzanalyse einzelner Gene, welche eine Erfassung 

heterozygoter Genausfälle gestattet. Generell lässt sich festhalten, dass sich ähnlich wie 

in duktalen Pankreaskarzinomen assoziierten PanINs auch in chronischer Pankreatitis ein 

LOH einzelner Gene vor dem immunhistochemisch detektierten Ausfall des jeweiligen 

Proteins fand (Lüttges et al., 2001). 

 

4.2 Aneuploidie und Krebs  

Die Aneuploidie ist eine Genommutation, bei der einzelne Chromosomen zusätzlich zum 

üblichen Chromosomensatz vorhanden sind oder fehlen. Sie ist in malignen Tumoren ein 

häufig zu beobachtendes Phänomen. Ob Aneuploidie eine Folge oder die Ursache von 

Krebs ist, ist seit langem umstritten (Bialy, 2001). Bereits vor einem Jahrhundert wurde 

von Boveri Aneuploidie als Ursache von Krebs vorgeschlagen (Boveri, 1914). Ein halbes 

Jahrhundert später konnte dann allerdings gezeigt werden, dass Krebszellen nicht klonal 

für Aneuploidie sind, wohl aber für Genmutationen. Daraufhin wurde die Theorie 

aufgegeben und seither die Genmutation als Ursache und Aneuploidie als Folge der 

Krebsentstehung angesehen. Neuere Erkenntnisse führten zu der Annahme, dass 

Aneuploidie als eigenständiges Ereignis zu betrachten sei, welches zur malignen 

Transformation und dem Tumor-Progressionsprozess beiträgt (Sen et al., 2000). Dies 

begründet sich auf folgende Feststellungen: 

1. Spezifische Chromosomen Aneusomien (durch in situ-Hybridisierung und 

vergleichende genomische Hybridisationstechniken in primären Tumoren nachgewiesen) 

korrelierten mit bestimmten Tumorphänotypen, z.B. bei Prostatakarzinomen (Toma et 

al., 2005).  
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2. Aneuploide Tumorzelllinien und in vitro transformierte Nagerzellen wiesen eine erhöhte 

genetische Instabilität auf und deuteten darauf hin, das Aneuploidie ein dynamisches 

Ereignis sein könnte, welches mit der malignen Transformation von Zellen assoziiert ist 

(Li et al., 1997; Duesberg et al., 2000a).  

3. Eine Anzahl mitoserelevanter Gene, welche die Chromosomen Verteilung regulieren, 

wurden in humanen Tumorzellen in mutierter Form vorgefunden (Cahill et al., 1998). 

Dies deutete darauf hin, dass solche Mutationen bei der Induktion von Aneuploidie eine 

Rolle spielen. Einige dieser Genmutationen, welche eine ungleiche 

Chromosomenverteilung in den Tochterzellen erlaubten, induzierten in vitro eine maligne 

Transformation von Zellen.  

Im Gegensatz zu oben genannten Überlegungen, welche von Genmutationen als 

Grundlage der Aneuploidie- Induktion ausgehen, wurde von Duesberg et al. (2000a) 

sogar die Karzinogenese als ein zweistufiger Aneuploidie-induzierter Prozess, der keine 

Beteiligung von Genmutationen benötigt, postuliert:  

1. Initiation durch eine präneoplastische Aneuploidie in zumeist histomorphologisch 

normalen Zellen.  

2. Autokatalytische Weiterentwicklung des Karyotyps der initiierten Zelle durch 

numerisch und strukturell veränderte Centrosomen und an der Mitose beteiligten 

Proteine. Dies könnte zu einer Vielzahl neuer Karyotypen führen, unter denen sowohl 

nicht neoplastische als auch neoplastische maligne Zellklone gefunden werden können 

(Analog der Evolution neuer Spezies).  

Duesberg und Rasnick (2000) begründeten ihre Hypothese  

(a) mit der Aneuploidie solider Tumoren,  

(b) der Aneuploidie-Induktion durch genotoxische und nicht-genotoxische Kanzerogene, 

(c) der starken Änderung biochemischer Phänotypen durch Aneuploidie und fehlender 

phänotypischer Veränderung durch Mutation von Onkogenen und Tumor-Suppressor-

Genen,  

(d) der Immortalisierung von Zellen durch Aneuploidie,  

(e) der Schaffung abnormer nicht-karzinogener Phänotypen durch Aneuploidie,  

(f) der Proportionalität von Aneuploidiegrad und Ausmaß der Abnormität in Tumor- und 

anderen Zellen,  

(g) der Variation biologischer Phänotypen durch Polyploidie und  

(h) der Variation der Chromosomenzahl als Basis der Artenbildung. Dabei sahen sich 

Duesberg et al. (2000b) durch Versuche zur Arzneimittelresistenz in transformierten 

Zellen und Interpretation (Li et al., 2000) einer Arbeit von Hahn et al. (1999), die die 

Ursache in der Genmutation sehen unterstützt, bestätigt.  

Die Ursache der Aneuploidie war vermutlich auf eine Störung des Spindelapparates oder 

der Zahl der Centromeren während der Mitose zurückzuführen. Kommt es zur verfrühten 
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Zellteilung, ohne dass sich die Chromosomen in der Metaphase adäquat ausgerichtet 

haben, resultiert eine Aneuploidie. Eine wichtige Regulatorfunktion kommt hierbei den 

Genen mad2 und bub1 zu, deren Expression bei Mamma- bzw. Kolonkarzinomen gestört 

waren (Cahill et al., 1998; Li et al. 1996; Michael et al. 2001). Vertreter der bub/mad-

Genfamilien (bub: budding uninhibited by benzimidazole; Mad mitotic arrest defective) 

spielen beim Übergang von Meta- zu Anaphase durch Erkennung und Bindung an freie 

Kinetochore eine Rolle. Sie induzieren im aktivierten Checkpoint ein Wartesignal, welches 

u.a. die APC/C-cdc20 (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome)-vermittelte 

Degradation von Securin und somit die Trennung der Chromatiden hemmt (Abb. 57).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 57: Regulation der Anaphase durch APCCdc20 
APCCdc20 initiiert die Anaphase in durch mindestens drei Mechanismen (1) APCCdc20 verhindert die Aktivierung 
von der Protease Separase durch Vermittlung der Degradation von Securin. Aktivierte Separase trennt 
Schwesterchromatiden mit Hilfe von Cohesin Komplexen. (2) APCCdc20 hilft ferner bei der Separase Aktivierung 
durch die Initiation der Degradation von CyclinB und anderen mitotischen Cyclinen. Cyclin Degradation 
inaktiviert Cdk1, welches wiederum die Abspaltung der inhibitorischen Phosphatgruppe bewirkt, welches von 
der Separase durch die Protein Phosphatase (PPases) bewirkt wird. (3) APCCdc20 initiiert des Weitern die 
Degradation des Kinesins Xkid auf den Chromosomenarmen. Xkid ist ein Microtubuli plus Ende-gerichteter 
Motor, der die Chromosomen zu den Spindelpolen zieht. Xkid Degradation, erleichtert daher die Segregation 
des Chromatids zu den Spindel Polen in der Anaphase. 

 

Peters et al. hatten (2002) gezeigt, dass MAD2/BUB1 normalerweise über eine Blockade 

des APC (anaphase-promoting-complexes), des zentralen Koordinators der 

Chromosomen-Segregation einen vorzeitigen Abbau von Securin verhindern, dieser 

Faktor trug dadurch wesentlich zur Aufrechterhaltung der Chromosomenstabilität bei 

(Cortez et al., 2001). Zellen mit defektem Checkpoint, konnten weitere Mitosen 

durchlaufen und somit chromosomale Aberrationen und weitere sekundäre genetische 
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Störungen anhäufen. (Dorken et al., 2004). Auch Zahl und Größe der Centromere 

spielten eine Rolle, beispielsweise korrelierte eine Centromeramplifikation mit 

Chromosomeninstabilität und aneuploidem Chromosomensatz (Lingle et al., 2002) 

Die Beeinträchtigung von Kontrollinstanzen wie BRCA1/2 oder p53, die über die 

Erkennung und Reparatur von DNA-Schäden wachen, konnte ebenfalls zur 

Chromosomeninstabilität führen (Levitt et al., 2002). Upender et al. (2004) hatten 

gezeigt, dass in präneoplastischen Läsionen, sowie in Zellkultur-Systemen in denen die 

Zellen unterschiedlichen Karzinogenen ausgesetzt werden, solche chromosomalen 

Aneuploidien als erste Alterationen identifiziert werden konnten.  

Der Einsatz von CGH-Analysen (Comparative Genomische Hybridisierung) an 

Pankreaskarzinomen zeigten häufig wiederkehrende genetische Verluste auf Chromosom 

8p, 9p, 17p, 18q, 19p und 21, sowie Gewinne auf 3q, 5p, 7p, 8q, 12p und 20q (Solinas-

Toldo et al. 1997; Ghadimi et al. 1999; Mahlamakiet al. 2002)  

Die Konservierung von Tumor und Tumor-Grad-spezifischen Mustern der chromosomalen 

Aneuploidien spielen eine grundlegende Rolle in der Tumorgenese. Möglicherweise 

besteht durch die Expression eines oder mehrerer Gene eines aneuploiden Chromosoms 

der notwendige Selektionsvorteil (Upender et al. 2004). Es konnte durch das Einbringen 

eines zusätzlichen Chromosoms in eine immortalisierte Zelllinie gezeigt werden, dass sich 

die Expression der Gene dieses Chromosoms signifikant erhöhte. Diese Beobachtungen 

stimmten mit den Ergebnissen von vergleichbaren Analysen an aneuploiden kolorektalen, 

pankreatischen und renalen Karzinomzelllinien überein, in denen das 

Transkriptionsniveau mit der Mehrzahl der aneuploiden Chromosomen korrelierte (Phillips 

et al., 2001).  

Die Chromosomeninstabilität (CIN) hat sich als mögliche Ursache für die Karzinogenese 

weitgehend etabliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Entstehung von Darmkrebs 

durch die Mutation eines CIN-Gens und nicht wie bisher angenommen, durch die 

Mutation eines Tumor-Suppressor-Gens, verursacht wird (Vogelstein et al. 1993; Nowak 

et al. 2002). Dieser Meinung stehen die Arbeiten von Duesberg et al. (2004, 2005, 2007) 

und Fabarius et al. (2003) kontrovers gegenüber. Diese Autoren favorisieren als 

initiierendes Ereignis der Tumorgenese immer noch eine chromosomale Instabilität und 

nicht eine Mutation in einem spezifischen Gen. 

 

4.2.1 Welches Ereignis erfolgt zuerst: LOH oder Basenmutation? 

Lüttges et al. (2001) präsentierten Ergebnisse einer hochinteressanten Studie mit der 

Frage, in welcher Reihenfolge es zu einer Inaktivierung beider Allele der Gene p53 und 

DPC4 kommt: Findet ein LOH vor oder nach einer Basenmutation im Verlauf der 

biallelischen Inaktivierung statt? Die Beantwortung dieser Frage war von fundamentaler 

Bedeutung für das Verständnis der Karzinogenese multipler Tumoren. Hierzu wurden in 
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PanINs LOH und simultane immunhistochemische Analysen durchgeführt, mit dem 

Hintergrund, dass eine positive p53 oder negative DPC4 Immunhistochemie die 

vollständige Inaktivierung des jeweiligen Gens widerspiegelte (Wilentz et al., 2000b). Als 

Ergebnis konnte von Lüttges et al. (2001) gefunden werden, dass die große Mehrzahl der 

PanINs einen immunhistochemisch gemessenen Genausfall erst im PanIN-3 Stadium 

aufwiesen, während es bereits früher, nämlich schon im PanIN-2 Stadium zu einem 

Auftreten von LOHs in 88% der Läsionen (zumindest in einem der untersuchten Genloci) 

kam. Hieraus wurde geschlossen, dass ein LOH einer intragenetischen Basenmutation 

vorausgeht. 

Per Definition benötigen Proto-Onkogene nur eine Mutation in einem der beiden Allele zur 

Umwandlung zum Onkogen. Bei Tumor-Suppressor-Genen müssen beide Allele zum 

vollständigen Ausfall der Genfunktion inaktiviert werden. Zum Ausfall des p53 Gens 

kommt es nach einem LOH des einen Allels und gleichzeitiger Basenmutation auf dem 

anderen Allel. Dieser Mechanismus trat auch häufig bei der Geninaktivierung von p16INK4 

(20% homozygot deletiert) und DPC4 (35% homozygot deletiert) auf. Ein weiterer 

Mechanismus der zur Allel Inbalance führen kann, ist eine Methylierung der 

Promotorregion der Gene. Die Promotormethylierung konnte in Kombination von 

intragenischer Basenmutation oder LOH im p16INK4 Gen nachgewiesen werden (Duesberg 

et al., 2000). Nach Wilentz et al. (2001) wäre eine alternative Erklärung für die 

Ergebnisse von Lüttges et al. (2001), dass es zu einer Basenmutation in einem bisher 

unbekannten Tumor-Suppressor-Gen auf Chromosom 17 oder 18 gekommen war. LOH 

den zweiten Schritt der Inaktivierung des unbekannten Tumor-Suppressor-Gens 

darstellte. Möglicherweise hatte zu diesem Zeitpunkt bereits eine Basenmutation 

zumindest in einer Subpopulation der betroffenen PanINs vorgelegen. Die Hypothese von 

Wilentz et al. (2001) wurde durch drei Argumente unterstützt:  

1. In Familien mit hereditären Krebssyndromen wie z.B. bei BRCA2-Keimbahnmutation 

kam es erst im PanIN-3 Stadium zu einem LOH des Wildtyp Allels (Goggins et al., 2000). 

Auch bei Patienten mit einer p53 Keimbahnmutation erfolgte die Inaktivierung des 

verbleibenden Wildtyp Allels erst im Verlauf der Karzinogenese mittels LOH oder 

alternativer Mechanismen (Huusko et al., 1998; Hainaut et al., 2000). Der vollständige 

p53-Inaktivierungsmechanismus war komplex, da sporadisch multiple Mutationen 

zusätzlich zu der Keimbahnmutation im p53 Gen akkumulieren und ein LOH in einigen 

entstandenen Tumoren nicht festgestellt werden konnte. Ein möglicher Mechanismus war 

hier eine Deletion des Wildtyp Allels gefolgt von einer Duplikation des mutierten 

Keimbahn Allels, sodass die zusätzlichen Mutationen zu einer genetischen Instabilität und 

somit zur Karzinomentstehung führen konnte. Ein LOH wurde mit molekulargenetischen 

Techniken nicht gefunden. Es wurde vermutet, dass in diesem Fall die Keimbahnmutation 

eine so genannte low penetrance Mutation war, die zusätzlich verstärkende Mutationen 
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auf dem Wildtyp Allel oder dem Keimbahnmutations- Allel bedurfte (Varley et al., 1999). 

Keimbahnmutationen könnten sich im Vergleich zu sporadisch entstandenen Tumoren für 

den Karzinogeneseprozess möglicherweise unterschiedlich auswirken. Ein Beispiel ist das 

hereditäre Li Fraumeni Syndrom, bei dem kein erhöhtes Krebsrisiko für Tumoren des 

oberen aero-digestiven Systems besteht, obwohl sporadische Tumoren aus dieser 

anatomischen Lokalisation sehr häufig p53 Mutationen aufwiesen (Hainaut et al., 2000). 

 

Abb. 58. Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen. Die Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen 
benötigt die Inaktivierung beider Allele. Dies geschieht gewöhnlich durch eine intragenische Mutation (IM) in 
einem Allel verbunden mit dem Verlust des anderen Allels (LOH). In diesem Diagramm wurden drei 
verschiedene Szenarien für diesen Vorgang beschrieben. Der Kreis repräsentiert ein bereits charakterisiertes 
Gen auf einem Allel. Das Viereck repräsentiert ein bisher unentdecktes Gen. Ein X repräsentiert eine IM in 
einem der beiden Gene. A: IM passiert bevor einem LOH eines einzelnen Gens. B: LOH ist das erste Ereignis. C: 
IM passiert in einem bisher unentdeckten Gen. (Viereck), welches auf dem gleichen Chromosomenarm liegt wie 
das untersuchte bekannte Gen. Ein LOH geschieht auf dem gegenüberliegenden Arm und deletiert beide Wild 
Typ Kopien. Schließlich führt eine IM im bekannten zu untersuchenden Gen (Viereck) zu einer biallelischen 
Inaktivierung (Wilentz et al., 2001) 

 

2. Es gab Hinweise, dass auf den Chromosomen 17p und 18q noch weitere, bisher 

unbekannte Tumor-Suppressor-Gene existierten. So war die von Lüttges et al. (2001) 

angegebene LOH-Frequenz auf 17p und 18q wesentlich höher als die 

immunhistochemisch bestimmte Inaktivierungsfrequenz von p53 und DPC4 in PanIN-3 

Läsionen (jeweils 60% LOH versus 41% IHC auf 17p und 88% LOH versus 41% IHC auf 

18q). Die Daten der vorliegenden Arbeit belegten ein ähnliches Verhältnis für p53 LOH, 

zusätzlich war eine eingeschränkte Korrelation von LOH und p53 IHC in PanIN-3 Läsionen 

gefunden worden, da sowohl p53 positive IHC bei fehlendem LOH (19% PanIN-3) als 

auch LOH bei fehlender p53 IHC (17%) auftraten. Diese Daten sprachen dafür, dass 

neben p53 und DPC4 noch andere Gene auf den Chromosomen deletiert sein könnten, 

wie z.B. DCC auf 18q (Hilgers et al., 2000, Barbera et al., 2000). 
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3. Theoretische Überlegungen führten zu der Annahme, dass das Auftreten einer 

Basenmutation vor einem LOH möglicherweise mit einem Selektionsvorteil für die Zelle 

verbunden war. Gerade für das p53 Gen wurden in zahlreichen Studien Hinweise darauf 

gefunden (Hainaut et al., 2000). Für Tumor-Suppressor-Gene (z.B. p53) sind drei 

Wirkmechanismen vorstellbar: a. Dominant onkogen, d.h. das mutierte Allel erwirbt eine 

neue Funktion und wirkt somit z.B. über eine Promotordysregulierung anderer Gene 

onkogen. b. Dominant negativ, d.h. das mutierte Allel interferiert mit dem Wildtyp Allel in 

einer negativen, inhibitorischen Weise, welches ultimativ zum Verlust des Wild Typ Allels 

über LOH führt. c. Null Mutation, d.h. ein mutiertes Protein hat eine neutrale Wirkung auf 

das verbleibende Wildtyp Allel sowie den Zellmetabolismus. Ein LOH mit verbleibendem 

Wild Typ Allel hätte vermutlich zunächst keinen vergleichbaren Selektionsvorteil. 

Vorausgesetzt der gene dosage effect ist bei dem verbliebenen Gen hinsichtlich der 

zellulären Proliferations- oder DNA-Reparaturkontrolle von untergeordneter Bedeutung. 

Die Studie von Lüttges et al. (2001) ließ diese Fragen weitgehend unbeantwortet. Die 

Untersuchung des Funktionszustandes eines Gens mittels IHC gibt keine exakte Antwort 

über den Mutationszustand beider Allele und lieferte nur indirekte Rückschlüsse auf den 

vorliegenden Inaktivierungsmechanismus. Gleichzeitig durchgeführte LOH Analysen 

könnten vor allem hinsichtlich des genauen Zeitpunkts der Inaktivierung des zweiten 

Allels und des Mutationszustandes keine Rückschlüsse geben.  

Die in dieser Studie durchgeführte I-PEP-PCR bietete die Möglichkeit, beide Allele 

mehrerer Gene einer PanIN bezüglich ihrer Mutationen (LOH oder Basenmutation) auf 

molekularer Ebene zu analysieren, um so einen exakten Zeitpunkt des Ausfalls der 

einzelnen Allele zu bestimmen. Hierfür wurde eine LOH-Analyse mittels Mikrosatelliten 

PCR mit simultaner Sequenzanalyse des p53 Gens und des p16INK4 Gens in singulären 

PanINs durchgeführt. Die molekularen Ergebnisse wurden mit immunhistochemischen 

Färbeergebnissen korreliert. Die Beantwortung der Frage nach den molekularen 

Ereignissen im Verlauf der Karzinogenese des duktalen Pankreaskarzinoms war von 

fundamentaler Bedeutung für das Verständnis der Biologie dieses aggressiven Tumors 

sowie für die generellen Mechanismen der Karzinogenese. Ferner waren diese 

Erkenntnisse hilfreich für die Entwicklung von Früherkennungsstrategien. Diese Arbeit 

hatte das Ziel, sich der Beantwortung dieser wichtigen Fragen mit Hilfe o.g. molekularen 

Analysestrategie anzunähern. 

Einer der Studienpatienten mit chronischer Pankreatitis (CP10) wies in den untersuchten 

Geweben das ungewöhnliche Bild aller Stufen von PanIN-1A bis PanIN-3 auf. Dies hatte 

die Gelegenheit geboten, das bislang postulierte molekulare Progressionsmodell für das 

Pankreaskarzinom detailliert für die einzelnen PanIN Grade zu überprüfen und 

auszuweiten. Dieser Patient konnte somit als Indexpatient für nachfolgende 
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Untersuchungen zum molekularen und auch zytogenetischen Progressionsmodell des 

duktalen Pankreaskarzinoms dienen.  

Dass Patienten mit chronischer Pankreatitis und nachgewiesenen PanIN-3 Läsionen ein 

stark erhöhtes Risiko einer Progression zu einem invasiven Karzinom besitzen, wurde 

bisher in der Literatur mehrfach an Hand von Fallberichten dokumentiert (Takaori et al., 

1998; 2003; Brat et al., 1998; Brockie et al., 1998). Die dort untersuchten Patienten 

zeigten PanIN-3 Läsionen in den Pankreasteilresektaten ohne Nachweis eines invasiven 

Karzinoms. Dieses entwickelte sich allerdings dennoch in einem Zeitraum zwischen 17 bis 

29 Monaten nach Pankreasteilresektion. Nur in einigen dieser Gewebe wurden K-ras 

Analysen durchgeführt, weiterführende immunhistochemische oder molekulargenetische 

Untersuchungen erfolgten nicht. Somit war der in vorliegender Arbeit präsentierte Fall 

des Studienpatienten CP10, der erste Fall mit ausgedehnten molekulargenetischen und 

zytogenetischen Analysen einzelner PanIN-Läsionen in Gewebe chronischer Pankreatitis.  

Die molekulargenetischen Untersuchungen der PanINs des Studienpatienten CP10 

belegten die Präsenz heterozygoter als auch homozygoter Mutationen sowohl im p16INK4 

Gen als auch im p53 Gen. Heterozygote Mutationen im p16INK4 Gen wurden nur in einer 

PanIN (PanIN-2) gefunden, allerdings war die doppelte Anzahl von in der Sequenzanalyse 

detektierten Mutationen im Vergleich zu LOH in DM, PanIN-1a und PanIN-1B 

nachgewiesen worden. Mutationen in heterozygoter Form wurden im p53 Gen bereits in 

den frühesten PanIN Läsionen als auch in DM gefunden, wohingegen in höhergradigen 

PanINs 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 Läsionen. Dies deutete 

auf eine klonale Expansion dieser Mutationen im Gangsystem des Pankreasgewebes hin, 

wobei zunächst in kleinen, peripher im Pankreasgewebe gelegenen Gängen erste 

zumindest häufig im p53 Gen heterozygote Mutationen auftraten, welche im Anschluss 

eine klonale Expansion unter Entwicklung weiterer Mutationen erfahren und in größeren 

Gängen sowie dem Ductus wirsungianus eine Entwicklung bis zu PanIN-3 Läsionen 

durchmachten. Die molekulargenetischen Daten dieser Arbeit untermauerten die bereits 

histologisch gefundene Akkumulation von höhergradigen PanIN-Läsionen bevorzugt im 

Pankreaskopf (Kozuka et al., 1979). Weiterhin wurden auch detaillierte 

computergestützte Mappingdaten von Furukawa et al. (1994) molekulargenetisch 

untermauert. Diese Arbeitsgruppe führte dreidimensionale Untersuchungen an 78 

Pankreasgängen in 53 Pankreasresektaten durch und zeigte, dass Gangläsionen mit 

hochgradigen Dysplasien häufig von Gängen mit geringergradigen Dysplasien in zonaler 

Form umgeben waren, was an eine Progression von geringergradiger Dysplasie zu 

höhergradiger Dysplasie schließen ließ. Auch in den vorliegenden Untersuchungen am 

Gewebe des Studienpatienten CP10 fand sich analog zu den Daten von Lüttges et al. 
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(2001), sowie zu den in dieser Arbeit gezeigten Daten im Gewebe von 

Pankreaskarzinompatienten, ein LOH-Ereignis sowohl im p16INK4 Gen als auch im p53 

Gen bereits vor der immunhistochemisch detektieren vollständigen Geninaktivierung, 

welche im p16INK4 Gen im Stadium PanIN-2 und im p53 Gen im Stadium PanIN-3 erfolgte. 

Während die heterozygoten Mutationen im p53 Gen in DM und PanIN-1A ohne Nachweis 

eines LOH in diesen Läsionen klar für die Hypothese sprach, dass es zuerst zu einer 

Basenmutation in einem Allel kam gefolgt von einer Geninaktivierung durch LOH des 

zweiten Allels, war die Situation am p16INK4 Genlokus weniger klar. Hier wurden sowohl 

homozygote Genmutationen als auch LOHs in PanIN-1A, PanIN-1B und DM 

nachgewiesen, wobei die Sequenzänderungen in der Überzahl waren. Dies lag 

möglicherweise an der Sensitivität der einzelnen Analysetechniken. Während für die 

Detektion eines LOH mindestens 50% bis 70% der untersuchten Zellpopulation ein 

Allelverlust aufweisen mußten, sind in der Sequenzanalyse Mutationen ab einem 

mutierten Zellanteil von 10% der Zellpopulation detektierbar, wobei heterozygote und 

homozygote Mutationen dokumentiert wurden. Allerdings detektierte die Sequenzanalyse 

nicht den LOH eines der beiden Allele im Falle einer fehlenden Genmutation auf beiden 

Allelen. Somit überschnitten sich beide Analysetechniken, supplementierten einander 

jedoch nicht vollständig. Es war nicht ausgeschlossen, dass im Falle der detektierten 

heterozygoten Mutationen im p53 Gen bereits in einem Teil der Zellen (z.B. weniger als 

50%) ein LOH vorgelegen hat, welches durch die parallel durchgeführte 

Mikrosatellitenanalyse jedoch nicht nachgewiesen werden konnte. Dass heterogene 

Zellpopulationen in einzelnen PanINs vorlagen zeigte die immunhistochemische 

Expressionsanalyse der Gene p53 und p16INK4 in dieser Arbeit. Allerdings hätte in den 

PanIN-1A, PanIN-1B und DM einen Proteinausfall in zumindest einem Teil der 

Gangepithelien detektieren werden müssen bei biallelischer Inaktivierung der Gene in der 

entsprechenden Zellpopulation, dies war aber nicht der Fall. 

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit eine Frage, welche sich aus der 

Arbeit von Lüttges et al. (2001) ergab, beantwortet werden: Basenmutationen konnten 

bereits in den frühesten Gangläsionen nachgewiesen werden und wurden klonal 

expandiert, zusammen oder häufig gefolgt von LOH mit nachfolgender Geninaktivierung. 

Weiterhin sprachen die vorliegenden Untersuchungen für das gleichzeitige Auftreten von 

Deletionen möglicherweise bislang nicht bekannter oder in dieser Arbeit nicht 

untersuchter Genen, was durch die Tatsache untermauert wurde, dass in der 

vorliegenden Arbeit auch z.B. drei LOH-Ereignisse in PanIN-2 Läsionen ohne Nachweis 

einer Basenmutation im p16INK4 Gen gefunden wurden. Dies sprach für die Existenz des 

von Wilentz et al. (2001) postulierten oben ausgeführten Inaktivierungsmechanismus 

eines Tumor-Suppressor-Gens im Sinne der Abbildung 53, welcher vermutlich zusammen 

mit der hiervon unabhängig ablaufenden Basenmutation bei gleichzeitig erhaltenem Wild 

Typ Allel existiert. Dies würde erklären, warum die endgültige, mittels Immunhistochemie 
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bestimmte, Inaktivierung der Gene erst zu einem späteren Zeitpunkt im Verlauf der 

Karzinogenese erfolgt. 

Ein weiteres auffälliges Resultat der molekulargenetischen Analysen in dieser Studie war 

die Anzahl der gefunden Mutationen. Während im p53 Gen nur eine Mutation gefunden 

wurde, konnten im p16INK4 Gen fünf Sequenzänderungen nachgewiesen werden. Von 

diesen fünf Sequenzänderungen wurde ein klonales Spektrum in 2 Sequenzänderungen 

gefunden, beide in einem Exon an unterschiedlicher Position. Die anderen 3 Mutationen 

traten jeweils nur einmal auf, davon einmal in einem Exon und zweimal im Intron. 

Vermutlich hatte die Insertion TG im Exon 2 zur p16INK4 Geninaktivierung geführt, da nur 

diese Mutation in PanIN-3 Läsionen nachzuweisen war. Hierdurch ergaben sich mehrere 

Rückschlüsse: 

1) Die Existenz multipler Mutationen mit einer klonalen Ausbreitung von nur wenigen 

Mutationen ließ an eine polytope mutagene Schädigung des Pankreasgewebes im Sinne 

eines Feldeffekts denken. Dieser war nicht auf das Pankreas beschränkt, sondern wurde 

bereits in anderen Organen wie z.B. im Respirationstrakt (Lydiatt et al., 1998; vanRees 

et al., 2000) und in der Prostata (Macintosh et al., 1998) im Rahmen des 

Karzinogeneseprozess beschrieben. Die Daten dieser Arbeit bestätigten die bereits von 

anderen Arbeiten dokumentierte genetische Heterogenität in PanINs. So haben 

DiGiuseppe et al. (1994) zwei verschiedene K-ras Punktmutationen im Gewebe eines 

prophylaktisch entfernten Pankreas ohne Tumor gefunden. Moskaluk et al. (1997a) 

zeigten in einem Pankreasteilresektat eines Patienten zwei verschiedene p16INK4 

Mutationen in unterschiedlichen Gängen. Die diffuse und variable Verteilung der 

Genmutationen in dieser Arbeit und in den Arbeiten anderer Autoren ließ einen 

mutagenen Feldeffekt vermuten, in welchem endogene (z.B. Pankreasenzyme, oxidativer 

Stress) und/oder exogene (z.B. Nikotin, Alkohol) Noxen auf verschiedene Gänge während 

einer langen Zeit einwirkten. Eine weitere Unterstützung dieser Hypothese erfolgte aus 

dem Spektrum der in dieser Arbeit und in anderen Arbeiten gefundenen Mutationen im 

Pankreasgewebe, insbesondere G>A Transitionen. Diese Mutationen traten besonders 

häufig unter dem Einfluss von Nitrosaminen oder alkylierenden Agenzien auf. Personen 

mit Defekten in der Reparatur von DNA-Alkylierungsprodukten besaßen ein erhöhtes 

Risiko für die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms (Li 2001; Li et al., 2002). 

2) Alterationen im p16INK4 Gen als auch im p53 Gen ließen sich bereits in den ersten 

histomorphologisch fassbaren Gangveränderungen nachweisen, wobei dem p16INK4 Gen 

eine treibende Kraft im weiteren Prozess der Karzinogenese zugeschrieben werden 

konnte. p53 Mutationen wurden erst zu einem späteren Zeitpunkt für die klonale 

Expansion einzelner Zellklone relevant, worauf die erst spätere biallelische Inaktivierung 

schließen ließ. Eine ähnliche Funktion schien dem DPC4 Gen zuzukommen, die 
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Inaktivierung erfolgte hier erst spät im Karzinogeneseprozess im Stadium eines 

Carcinoma in situ (PanIN-3). 

Wie ließen sich nun die immer wieder in der Literatur beschriebenen und auch in dieser 

Arbeit gefundenen p53 Mutationen (LOH oder Basenmutation) in Geweben normaler 

Morphologie oder in sehr frühen präneoplastischen Läsionen verschiedener Gewebe in 

ihrer biologischen Konsequenz einordnen? p53 reguliert die Aufrechterhaltung der 

Homöostase der Zelle, weshalb es im Rahmen der Evolution maligner Tumoren in den 

meisten Tumoren via Selektion zu einer Inaktivierung dieses Gens kam (Hainaut et al., 

2000). Häufig erfolgte die Inaktivierung von p53 erst kurz vor der Transition vom 

präinvasiven zum invasiven Tumorwachstum. Nach Evan und Vousden (2001) könnte ein 

zu früher Verlust des p53 Gens in den initialen Phasen der Tumorgenese einen 

gravierenden Selektionsnachteil für die betroffene Zelle zur Folge haben. Diese 

Hypothese wurde durch Untersuchungen in Mausmodellen mit inaktiviertem p53 Gen 

(p53-Null Mäuse) untermauert, da diese Tiere. weniger empfindlich gegenüber der 

Entwicklung von Karzinogen-induzierten Papillomen waren (Wang et al., 2000). Ferner 

belegten in vivo Daten, dass eine Inaktivierung von p53 nicht zu der Entstehung einer 

Aneuploidie führte, weder in Tumorzellen noch Zellen normaler Morphologie (Bunz et al., 

2002). Erst zum Zeitpunkt der fortgeschrittenen Erosion der Telomere nach multiplen 

Zellteilungen, welches ein potentes Signal zur Initiierung des u.a. durch p53 induzierten 

Apoptoseprozesses darstellte, wurde eine Inaktivierung des p53 Gens notwendig. Somit 

wäre die Existenz von p53 Mutationen in Geweben normaler Morphologie, welche hier 

über Jahrzehnte im Sinne eines Mutation Load akkumulierten, für die einzelne Zelle 

bezüglich einer neoplastischen Transformation nicht von großem Risiko. Dieses Szenario 

würde sich allerdings in dem Moment ändern, wenn weitere Mutationen in dieser Zelle 

auftreten oder es zu Aneuploidien käm, ohne dass es zur p53-induzierten Apoptose 

kommt. Statistisch würde in dieser Zelle im Verlauf weiterer Zellteilungen, welche z.B. 

durch eine Mutation im p16INK4 Gen bei gleichzeitigem exogenen Regenerierungsstimulus 

auf dem Boden einer chronischen Entzündung erleichtert würden, nur noch ein zweite 

Mutation im verbleibenden Allel des p53 Gens zur vollständigen Inaktivierung genügen. 

Damit würde ein hoher individueller mutation load mit einem erhöhten Risiko 

einhergehen, ein oder mehrere Malignome zu entwickeln. Die Daten aus dieser Arbeit 

unterstützten diese Hypothesen, da Mutationen im p53 Gen bereits in frühesten PanIN 

und DM Läsionen detektiert wurden, es aber erst im späteren Verlauf der Karzinogenese 

zu einer vollständigen Inaktivierung des p53 Gens kam. 
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4.2.2 Analysen chromosomaler Alterationen in PanINs in Geweben chronischer 

Pankreatitis 

Welches Ereignis die Tumorgenese initiiert ist umstritten. Erfolgt die Initiation der 

Karzinogenese durch die Entstehung einer Aneuploidie, sind Mutationen in einzelnen 

hypermutablen Genen für die Krebsinitiierung mit später eintretender Aneuploidie 

verantwortlich oder liegt der Karzinogenese das simultane Ereignis einer Aneuploidie mit 

gleichzeitigem Verlust von relevanten gatekeeper Genen (z.B. der Zellzykluskontrolle) 

oder caretaker Genen (z.B. DNA-Reparatur) zugrunde (z.B. Duisberg et al., 2004; 

Feldser et al., 2003; Bielas und Loeb 2005; Breivik 2005; Teixeira und Heim, 2005; 

Michor et al., 2005)? Als Ursache wurden neben DNA-Schädigung durch oxidativen Stress 

auch extreme Telomerverkürzungen in Betracht gezogen.  

Das duktale Pankreaskarzinom zeichnete sich durch eine hohe Aneuploidierate als 

Ausdruck genetischer Instabilität aus. Gleichzeitig bestand eine hohe intratumorale 

Heterogenität sowohl auf zytogenetischem als auch auf dem Level einzelner 

Genmutationen (Ghadimi et al, 1999a; Gorunova et al., 1995; 1998; Heinmöller et al., 

2000). Die Entstehung dieser genomischen Instabilität wurde wahrscheinlich durch eine 

Störung der Telomerfunktion mit verursacht, welche über eine Telomerase 

Funktionsstörung zu chromosomalen Rearrangements durch ungeordnete 

Chromosomenbruch-Chromosomenfusionen führte. Die Telomerreduktion war die 

früheste nachweisbare genetische Anomalie. D.h. wiederkehrende Zyklen von 

Entzündung und Regeneration in den Epithelien führten zur Verkürzung der Telomere und 

trugen dadurch zum Entstehen der CIN bei. Dieser Zusammenhang von abnehmender 

Telomerlänge und der Akkumulation von chromosomalen Anomalien wurde an 

Pankreaskarzinomen eindeutig gezeigt (Gisselson et al. 2000 und 2001) 

Diese Vorgänge wurden durch einen bestehenden p53 Funktionsverlust verstärkt (Maser 

et al., 2002, Artandi et al., 2000). Untersuchungen der Telomerlängen von PanINs von 

Präneoplasien des Pankreas zeigten bereits in 91 % der PanIN-1A Läsionen kritisch 

verkürzte Telomere. Normale Epithelzellen aus gesundem Gewebe zeigte dagegen keine 

Telomerverkürzungen (Moskovitz et al. 2003; van Heek et al. 2002). 

Mutationen in Genen, welche den Mitose Spindelapparat überwachetn (BUB1) oder in der 

DNA-Strangreparatur und Zell-Zyklus-Kontrolle involviert waren (BRAC1, BRACA2), 

könnten als Auslöser für die Entstehung einer Aneuploidie in Betracht kommen (Ghadimi 

et al., 2000). Die Proteine koordinieren die geordnete Chromosomensegregation bei der 

Mitose. Bisher konnten solche Mutationen nur in einer sehr kleinen Anzahl von 

Karzinomen gezeigt werden (Venkitaraman 2002; Cahill et al., 1998; Hempen et al., 

2003; Grigorova et al., 2004).  

In dieser Arbeit bot sich an Hand des Gewebes des Studienpatienten CP10 die 

Gelegenheit an, molekulargenetische und zytogenetische Untersuchungen mittels 
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Interphase-FISH parallel über das gesamte Spektrum der vorhandenen PanIN-1A bis 

PanIN-3 Läsionen sowie der DM Läsionen in Gewebe chronischer Pankreatitis 

durchzuführen. Hierbei wurden zur Messung einer Aneuploidie drei Centromersonden 

(CEP 7, 8, 17) ausgewählt. Diese Chromosomen waren in duktalen Pankreaskarzinomen 

häufig in aneuploidem Status zu finden (Gorunova et al., 1995; 1998).  

In der vorliegenden Arbeit wurde nur eine verhältnismäßig geringe Anzahl von PanINs 

und DM zytogenetisch hinsichtlich des Vorliegens einer Aneuploidie untersucht. Die dabei 

gewonnen Ergebnisse bildeten die Grundlage für die weitergehende Untersuchungen. In 

der Literatur existieren Einzelberichte hinsichtlich des Vorliegens einer Aneuploidie in 

Geweben chronischer Pankreatitis. Die in dieser Arbeit gezeigten Daten zeigten darüber 

hinaus neue wichtige Aspekte. In Gängen normaler Morphologie in dieser Studie konnten 

nur maximal 8% aneuploide Zellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war in 

sämtlichen DM und PanINs eine erhöhte Anzahl aneuploider Zellen in allen drei 

untersuchten chromosomalen Regionen zu finden. Ferner wurde ein gradueller Anstieg 

der Aneuploidierate bei einem gleichzeitigen Anstieg des PanIN Grades diagnostiziert. 

Moskovitz et al. (2003) hatten in Gängen normal erscheinender Morphologie bei 

Patienten mit chronischer Pankreatitis eine Aneuploidierate zwischen 7% (Monosomie 

Chromosom18) und 39% (mehr als 2 Centromersignale Chromosom 11) der 

untersuchten Zellen gefunden. Diese Daten unterschieden sich von den in dieser Studie 

präsentierten Daten darin, dass diese Arbeit in Gängen normaler Morphologie keine 

wesentliche Aneuploide nachwies und erst mit zunehmendem Dysplasiegrad eine 

steigende Aneuploidierate detektiert wurde. Ein wesentlicher Unterschied bestand darin, 

dass Moskovitz et al. (2003), im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit, keine histologische 

Kontrolle in dem untersuchten Material durchgeführt hatten und die FISH-Analysen erst 

nach kurzzeitiger Zellkultur der untersuchten Gewebe erfolgten. In beiden Arbeiten 

wurden teilweise unterschiedliche Centromere untersucht, was möglicherweise zu der 

gesehenen Diskrepanz beitrug. In einer Studie von Soldini et al. (2003) wurde in der 

Analyse einer nicht näher angegebenen Anzahl von PanIN-1 Läsionen in FFPE-Geweben 

von elf Patienten mit chronischer Pankreatitis in den untersuchten Chromosomen 6, 17 

und 18 eine Monosomie in 0% für Chromosom 18, in 27% für Chromosom 17 und 36% 

für Chromosom 6 gefunden. Angaben über Polysomien wurden nicht gemacht. Diese 

Ergebnisse ließen sich mit den hier vorliegenden Daten nur sehr eingeschränkt 

vergleichen, da in der vorliegenden Studie zum Teil andere Chromosomen untersucht 

wurden. Ferner wurde in der vorliegenden Arbeit das Gewebe von nur einem Patienten 

untersucht. Ein sehr wichtiges gemeinsames Ergebnis aller drei Studien aber war, dass 

aneuploide Zellpopulationen in Geweben chronischer Pankreatitis bereits in Gängen 

normaler Morphologie gefunden wurden, zum Teil in deutlich erhöhter Anzahl. In den 

oben genannten Arbeiten wurde als Ursache die Schädigung des Genoms durch oxidative 

Einflüsse zusammen mit einer erhöhten Fehlerrate der exakten chromosomalen 
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Weitergabe auf die Tochterzellen diskutiert. Der Grund einer hohen Zellteilungsrate ließ 

sich aus dem chronisch entzündlichen mit Epitheldestruktion einhergehenden Prozess bei 

chronischer Pankreatitis herleiten. Auch diese Daten reihten sich in das postulierte 

Konzept eines erhöhten Risikos für die Entstehung eines Pankreaskarzinoms bei lange 

bestehender chronischer Pankreatitis ein. 

Ein Vergleich der molekulargenetischen mit den zytogenetischen Daten zeigte keine 

Korrelation zwischen dem Auftreten einer Aneuploidie und einer (heterozygoten) 

Mutation im p16INK4 Gen und p53 Gen. Beide Ereignisse traten unabhängig voneinander 

auf. So wurde z.B. keine verstärkte Aneuploidie in Gängen mit einer Mutation im 

Vergleich zu Gängen ohne Mutation nachgewiesen, d.h. die hier vorliegenden Daten 

erlaubten keine eindeutige Aussage ob die Aneuploidie der Genmutation vorausgeht. 

Sowohl Aneuploidie als auch Genmutation konnten in der vorliegenden Arbeit im 

Pankreasgewebe des Studienpatienten CP10 in den frühesten histomorphologisch 

fassbaren Läsionen nachgewiesen werden. Auf der Grundlage der geringen Anzahl an 

untersuchten Patienten konnte keine eindeutige Aussage gemacht werden, ob es im 

Verlauf der Karzinogenese beim Pankreaskarzinom gleichzeitig zum Auftreten einer 

Aneuploidie und einer Genmutation kommt. Nach Duesberg et al. (2005) war das 

alleinige Ereignis einer Aneuploidie ausreichend um den Karzinogeneseprozess zu 

initiieren. Dies war auch z.B. bei der Entstehung der akuten lymphoblastischen Leukämie 

der Fall, wo es vermutlich bereits in utero zu einer Aneuploidie einer Zelle mit 

nachfolgender klonaler Expansion kommt (Teixeira et al., 2005). Die Wahrscheinlichkeit 

einer Initiierung des Karzinogeneseprozess durch eine Basenmutation war in diesem Fall 

allein auf Grund des kurzen Krankheits-Verlaufs des Patienten CP10 nicht sehr 

wahrscheinlich. Der Karzinogeneseprozess ließ sich auf die Entstehung maligner Tumoren 

im Erwachsenenalter nicht einfach übertragen (Breivik 2005). Eine Aneuploidie zieht als 

physiologische Reaktion der Zelle die Einleitung der DNA Reparatur oder der Apoptose 

nach sich. Tolerierbar wird eine Aneuploidie für die betroffene Zelle erst dann, wenn 

gleichzeitig relevante gatekeeper oder caretaker Gene durch den Aneuploidieprozess 

eliminiert werden, so dass die Apoptose oder Reparatur unterbleibt oder die Zelle einen 

selektiven Vorteil hat. Eine Aneuploidie zusammen mit einer bereits vorliegenden 

heterozygoten Genmutation würde zu einer erhöhten Wahrscheinlichkeit für eine klonale 

Expansion dieser Zelle führen (Michor et al., 2004). Die Initiierung des 

Karzinogeneseprozess ist ein komplexes Muster an Ereignissen und die Frage, welches 

der Ereignisse, nämlich Mutation oder Aneuploidie, zuerst auftritt, kann nicht eindeutig 

beantwortet werden. Auf Grund der Existenz verschiedener hereditärer 

Krebsdispositionserkrankungen konnte jedoch sicher gesagt werden, dass das Vorliegen 

einer Mutation in einem einzigen Krebsprädispositionsgen eine manifeste 

Krebserkrankung mit unterschiedlich hoher Wahrscheinlichkeit entstehen lassen kann. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Untersuchungstechniken erlaubten die Analyse sehr 
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kleiner Zellpopulationen (unter 50 Zellen). Trotzdem waren die bisher am 

Pankreasgewebe eingesetzten Methoden nicht präzise genug, um die allerersten 

Ereignisse im Karzinogeneseprozess molekulargenetisch und/oder zytogenetisch zu 

erfassen. Für die Analyse stand nur FFPE-Gewebe für histologisch genau kontrollierbare 

molekulargenetische Studien zur Verfügung. Da jedoch sowohl Aneuploidie als auch 

Genmutationen in den frühesten Läsionen im Pankreas bei chronischer Pankreatitis 

vorhanden waren, war von zeitlich sehr eng beieinander liegenden, möglicherweise 

gleichzeitigen Ereignissen einer Aneuploidie und Genmutation auszugehen.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen bislang keinen echten klinisch anwendbaren 

Biomarker für ein gesteigertes Risiko für das Pankreaskarzinom erkennen. Dies ist unter 

anderem darin begründet, dass Mutationen in resezierten Pankreasgeweben untersucht 

wurden. Die gegenwärtige Limitierung des PanIN Systems für die Anwendung in der 

klinischen Früherkennung des Pankreaskarzinoms lag darin, dass zur Beurteilung die 

Gewinnung einer Gewebeprobe zur histologischen Untersuchung erforderlich war. Diese 

Technik schied auf Grund der Unzugänglichkeit des Organs und des Komplikationsrisikos 

einer Gewebebiopsie aus. 

Bereits in den frühesten histomorphologisch erkennbaren Gangveränderungen konnten 

aneuploide Zellpopulationen mittels FISH nachgewiesen werden. Der wesentliche Vorteil 

dieser Untersuchungstechnik bestand darin, in einzelnen Zellen ohne Kenntnis der 

Histologie zytogenetische Veränderungen in Form einer Aneuploidie zu diagnostizieren. 

Pankreasbiopsien lieferten nur wenig Zellmaterial für eine Analyse und konnten 

zusätzlich, besonders im Rahmen der Risikobestimmung nur verhältnismäßig ungezielt 

durchgeführt werden. Die Wahrscheinlichkeit eine PanIN-Läsion dabei zu treffen war sehr 

gering. Zytologische Präparate aus ERCP-Material ließen gezielt Untersuchungen 

möglicherweise veränderter Zellpopulationen aus den größeren Pankreasgängen zu. 

Dieser Ansatz war für ein Screening von Risikopatienten sehr viel versprechend, da 

gerade in den größeren Pankreasgängen potentiell zytologisch alterierte Zellpopulationen 

aus höhergradigen PanIN-Läsionen nachgewiesen werden konnten. Zur Umsetzung in 

den klinischen Alltag waren jedoch noch weitere zytogenetische und molekulargenetische 

Untersuchungen am Gewebe von zahlreichen Patienten mit chronischer Pankreatitis 

erforderlich. Patientengewebe mit chronischer Pankreatitis und Vorliegen von PanIN-3-

Läsionen ohne Präsenz eines invasiven Karzinoms gelten als Raritäten und waren in der 

Literatur nur als Einzelberichte zu finden. Die intensive molekulargenetische Analyse 

solcher Patientengewebe war somit von großer Bedeutung für die Aufklärung des 

Karzinogeneseprozess beim duktalen Pankreaskarzinom. Somit kam dem hier 

untersuchten Studienpatient CP10 die außerordentliche Funktion eines Indexpatienten 

zu, um als Maßstab für alle weiteren zu untersuchenden Patientengewebe zu dienen. 
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Aus der Literatur und den im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten könnte ein in 

Zukunft weiter zu ergänzendes Progressionsmodell für die Entstehung des 

Pankreaskarzinoms abgeleitet werden. Hierbei lag der Beitrag dieser Arbeit in der 

Analyse der Inzidenz und zeitlichen Abfolge von Mutationen, der so genannten 

Signaturmutationen beim Pankreaskarzinom in PanINs und DM. Der Schwerpunkt der 

Arbeit lag auf der Charakterisierung der zeitlichen Abfolge der Mutationsereignisse im 

Karzinogeneseprozess. Darüber hinaus lieferte diese Arbeit einen Beitrag zur Generierung 

erster Daten zum Auftreten einer Aneuploidie in PanINs und DM in Geweben chronischer 

Pankreatitis, welche als eine prädisponierende Erkrankung für die Entstehung eines 

duktalen Pankreaskarzinoms gilt. 

Die in dieser Studie gezeigten Daten boten die Grundlage für weitere Untersuchungen zur 

Entwicklung eines Früherkennungstests mit dem ultimativen Ziel, Patienten mit erhöhtem 

Risiko für die Entstehung eines Pankreaskarzinoms zu definieren und die Entstehung 

dieses zu den malignen Tumoren zählenden neoplastischen Gewebeveränderungen 

frühzeitig zu diagnostizieren und damit das Leben der betreffenden Personen zu retten. 

 

4.3 Gen-Expressionsanalysen mittels Mikroarray-Technik von 

Kolonkarzinomgewebe und Hyperplasie- und Karzinomgewebe der Prostata  

4.3.1 RNA Qualität und Quantität von Formalin fixierten Paraffin 

Gewebeblöcken 

Histologische Untersuchungen an eingebetteten Zell- und Gewebeproben gehören zu den 

grundlegenden Analysen in der medizinischen Diagnostik. In der Regel wurde das 

Probenmaterial hierfür zunächst mit Formalin fixiert und anschließend in Paraffin 

eingebettet. Molekularbiologische Diagnostik und pathologische Untersuchungen 

erfolgten aus demselben Probenmaterial. In der klinischen Pathologie gewinnt der 

Bereich der Molekularpathologie zunehmend an Bedeutung. Dieses Teilgebiet baut 

größtenteils auf molekularbiologische Techniken auf und beschäftigt sich unter anderem 

mit der genotypischen Charakterisierung verschiedener Krankheiten wie Krebs oder 

Infektionserkrankungen. Der Ausgangspunkt für alle Analysen war die Aufarbeitung des 

Probenmaterials. Pathologische Institute überall auf der Welt bergen eine große Zahl an 

fixierten Gewebematerialien, die für solche Untersuchungen in Frage kämen. Die 

vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit der Frage, ob auch Expressionsanalysen auf RNA 

Ebene an Formalin fixiertem Gewebe möglich wäre. Die Analyse ergab, dass 

Gewebeproben, die nicht unter sterilen Bedingungen fixiert und weiter verarbeitet 

wurden keine gute RNA Qualität lieferten. Dabei spielte auch die Färbe- und 

Isolierungsmethode eine entscheidende Rolle. So zeigten steril fixierte, mit Tuloidin 

gefärbte und mittels Roche High-pure-RNA-preparation-kit isolierte Gewebeproben die 
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besten Ergebnisse. Allerdings eignete sich die Färbemethode nicht für die pathologische 

Diagnostik. Da HE gefärbte Präparate ausreichend gute Ergebnisse lieferten, ist dieser 

Färbemethode weiterhin der Vorzug zu geben. Ferner ist gezeigt worden, dass Proben die 

älter als drei Jahre waren weder quantitativ noch qualitativ gute RNA Ergebnisse 

lieferten. Es ist bekannt, dass nach Formalin Fixierung, häufig dreidimensionale 

Proteinkomplexe und DNA- und RNA Sequenzen irreversibel zerstört werden. Durch diese 

Art der Fixierung reduzierte sich die Empfindlichkeit vieler Analyse-Methoden. Eine neue 

Methode, die HOPE (Hepes Glutamic Acid Buffer Mediated Organic Solvent Protection 

Effect) Fixierung von DCS Innovative Diagnostik-Systeme ist ein neues patentiertes 

Verfahren zur Aservierung von Gewebeproben. Bei diesem Verfahren wurden 

Gewebestücke in einer speziellen Lösung inkubiert, anschließend mit Aceton entwässert 

und in Paraffin eingebettet. Diese Gewebsprozessierung benötigt weder Alkohole noch 

organische Lösemittel oder Aldehyde (Formalin, Glutaraldehyd). Im Gegensatz zur 

herkömmlichen Fixierung in Formalin, bleiben bei dieser Methode die Morphologie und 

auch die Strukturen von DNA und RNA besser oder sogar unverändert erhalten. RNA- 

und DNA-in-situ-Hybridisierung und Northern Blots wurden für dieses Verfahren 

methodisch vereinfacht und im Ergebnis verbessert. Aus dem Gewebe ließen sich deutlich 

größere RNA-Moleküle isolieren als aus mit Formaldehyd fixiertem Material oder aus 

Präparaten, die mit alternativen Formalin-freien, meist auf Alkoholen basierenden 

Lösungen fixiert wurden. Auch von längerfristig archiviertem Hope-fixierten Material 

ließen sich entsprechende Analysen reproduzierbar durchführen. 

Dieses Verfahren bot aber auch eine Reihe von Nachteilen. Da im Gegensatz zu anderen 

Fixierungstechniken beim HOPE-Verfahren Strukturproteine, Enzyme und Nukleinsäuren 

weitgehend in ihrem nativen Zustand erhalten bleiben, musste davon ausgegangen 

werden, dass HOPE-fixiertes Gewebe auch aktive Viren, Prionen, Mikroorganismen etc. 

enthalten konnte. HOPE-fixierte Gewebeblöckchen, Paraffinschnitte usw. müssten folglich 

als potenziell infektiös eingestuft werden. Ferner müssten HOPE fixierte Gewebproben bei 

4°C gelagert werden.  

 

4.3.2 Expressionsanalysen von Kolonkarzinom-Gewebeproben 

Das Kolonkarzinom gehört zu den häufigsten Krebserkrankungen in den westlichen 

Industrienationen. Die Zahl der Erkrankungen nimmt stetig zu. Darmkrebs macht 

insgesamt 12 - 15 Prozent aller Krebserkrankungen aus. Jedes Jahr werden pro 1000.000 

Einwohner 20 - 24 Neuerkrankungen registriert. 

Um Prognosemarker für die Diagnostik und Therapie zu bestimmen, wurden im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit, Genexpressionsprofile von Tumorproben untersucht. DNA 

Mikroarrays erlaubten die simultane Analyse der Expression tausender Gene und lieferten 
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ein fast vollständiges Expressionsprofil der untersuchten Probe. Dieses Verfahren war 

dafür geeignet, die komplexen genetischen Veränderungen maligner Tumorzellen auf der 

Ebene der Expression zu charakterisieren.  

Ein weiterer Schwerpunkt ist die Identifikation von targets, welche eine Rolle bei der 

Tumorentstehung und der Metastasierung spielen und sich als mögliche Angriffspunkte 

für die Therapie eignen.  

Das Ziel war den Aufbau der Infrastruktur zur Gewinnung und pathologischen Beurteilung 

des klinischen Materials zu standardisieren und anschließend die Methodik für die 

Mikroarrays zu etablieren. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse sowohl innerhalb der 

durchgeführten Studie als auch zwischen einzelnen Kliniken wurden SOPs (standard 

operating procedures) für die RNA Präparation nach histologischer Kontrolle der Gewebe, 

die Mikrodissektion und die Hybridisierung sowie die Analyse der Arrays angefertigt. 

Expressionsanalysen von Kolon-Tumor- und Kontroll-Gewebeproben aus Epithelien 

normaler Morphologie wurden für elf verschiedene Patienten durchgeführt. Das zu 

untersuchende Gewebematerial wurde direkt nach Entnahme in flüssigen Stickstoff 

überführt und anschließend bei -80°C gelagert. In diesem Zustand war die RNA für lange 

Zeit stabil. Die Zeit zwischen Entnahme des Gewebes im OP, bis zur Überführung in 

flüssigen Stickstoff, war für die Stabilität der untersuchten Proben von besonderer 

Bedeutung und für die Vergleichbarkeit der Ergebnisse essentiell. Kleine Unterschiede 

könnten zu einer Degradation der RNA führen und die Analyse der Daten erschweren. Die 

Güte und Quantität der RNA war ebenfalls abhängig von der Beschaffenheit des 

Präparates selbst; der Größe, der Solidität und vom Fettgehalt der Probe. Die Ergebnisse 

der vorgelegten Untersuchung zeigten keine Schwankung der ermittelten Messwerte, die 

auf einen wesentlichen Einfluss des Lagerzeitraums der Probe bei -80°C schließen ließen.  

Weitere, die Stabilität von Nukleinsäuren beeinflussende Faktoren entstanden beim 

Schneiden, Färben und der Lasermikrodissektion. Um eine mögliche Degradation der RNA 

zu verhindern, wurden sämtliche Arbeitsabläufe zügig durchgeführt, RNA stabilisierende 

Zusätze verwendet und die Proben entweder getrocknet (nach dem Färben) bzw. in 

flüssigem Stickstoff aufbewahrt (nach Lasermikrodissektion). Die Dissektionsmethode 

erlaubte die Isolierung sehr reiner Zellpopulationen. Als Nachteil dieser Methode sei zu 

erwähnen, dass eine Hitze Entwicklung, welche durch den Laser erzeugt wird, der RNA 

schaden konnte. Des Weiteren war die Isolieren von 6000 Zellen, die als Minimum für die 

weiterführenden Untersuchungen ermittelt wurde, ein langwieriger Prozess. Beide 

Faktoren kotnnen eine verstärkte Degradation der RNA zur Folge haben. Anhand 

zahlreicher Testreihen erfolgte die Festlegung einer Zeitspanne von drei Minuten, nach 

der das Auffanggefäß mit den bis dahin isolierten Zellen wieder in flüssigem Stickstoff 

überführt werden musste. Die nach der Etablierung der SOPs gewonnenen Ergebnisse 
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zeigten deutliche molekulargenetische Unterschiede von morphologisch normalem 

Gewebe im Vergleich zum Tumorgewebe.  

 

4.3.3 Microarray Untersuchungen von Kolonkarzinom Gewebeproben 

Die durch DNA Mikroarray identifizierten differentiell exprimierten Gene wurde mittels 

Gen Ontologie klassifiziert. Einige der am stärksten induzierten Gene, in den hier 

untersuchten Kolonkarzinomen gehörten zu der Genfamilie der MCM-Gene (Mini-

Chromosome-Maintaince). Die MCM-Proteine nahmen bei der Initiation der DNA-

Replikation und somit auch in der Kontrolle des Zellzyklus eine Schlüsselposition ein.  

Die Initiation der DNA-Replikation ist in Eukaryonten ein hochkonservierter Prozess. In 

der G1-Phase bindet der origin recognition complex (ORC), der aus sechs Proteinen 

(ORC1-6) besteht, an Replikationsstartpunkte chromosomaler DNA und stellt das 

Startsignal für die Anlagerung des präreplikativen Komplexes (pre-RC) in der späten G1-

Phase dar. Der pre-RC entsteht durch Anlagerung von CDC6 und eines oder mehrerer 

Moleküle der MCM-Proteine zwei bis sieben. Die MCM-Proteine bilden ein Hexamer, das 

Helikase-Eigenschaften besitzt und bei fortschreitender DNA-Synthese mit der 

Replikationsgabel wandert. Die im pre-RC-Komplex enthaltenden MCM-Proteine wurden 

im Laufe der S-Phase phosphoryliert und anschließend aus dem Chromatin entfernt. Erst 

in der späten G1-Phase des folgenden Zellzyklus kommt es erneut zu einer 

Dephosphorylierung der MCM-Proteine, die die erneute Bildung des pre-RC gestatten, 

und damit eine neue Replikationsrunde starten (Henning, 2002) 

Neuere Studien (Tachibana et al., 2005; Johnsen et al., 2003; Semple et al., 2004) 

hatten gezeigt, dass eine differentielle Expression der MCM-Proteine charakteristisch für 

die Karzinogenese war und dass sich MCM-Proteine durchaus als Biomarker für die 

Krebsdiagnostik eigneten (Williams et al., 2004) 

 

Ein weiters in dieser Arbeit als differenziert exprimiertes Gen, welches ebenfalls eine 

wichtige Rolle im Zellzyklus spielt war MYC. Dieses Gen spielt im Zusammenhang mit 

dem APC Gen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Kolonkarzinomen. APC steht für 

Adenomatöse Polyposis Coli. Mitglieder von Familien mit dieser erblichen Erkrankung 

entwickeln hunderte Kolonpolypen, von denen einzelne nach Jahren schließlich in 

Malignität münden. Das Genotyp/Phänotyp-Muster ist eine Parallele zu erblichem 

Retinoblastom und Li-Fraumeni-Syndrom: betroffene Patienten erben ein defektes APC 

Allel. APC spielt jedoch nicht nur bei dieser relativ seltenen genetischen Erkrankung eine 

Rolle: in etwa 60% aller Fälle von Kolonkarzinom ist die APC-Funktion durch Mutation 

verloren gegangen. Der Ausfall von APC fördert die Entstehung einer malignen Neoplasie 

durch verschiedene Mechanismen, die auf mehrere getrennte biologische Funktionen des 
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Molekülszurückzuführen sind. In seiner ersten Funktion wirkt APC antagonistisch auf das 

Molekül β-Catenin in einem Signaltransduktionsweg, der wesentlich für die 

Aufrechterhaltung der Population der Kolonepithelzellen ist und durch den 

Wachstumsfaktor Wnt aktiviert wird. β-Catenin "kettet" das Adhäsionsmolekül E-

Cadherin, das Zell-Zellkontakte vermittelt, an das Zytoskelett. Überschüssiges β-Catenin, 

das für diese mechanische Aufgabe nicht gebraucht wird, wird in Abwesenheit von Wnt 

durch eine an APC gebundene Kinase (Glykogen Synthase Kinase 3-β; GSK-3 β) 

phosphoryliert und damit zum Abbau über den Ubiquitin-Proteasomweg markiert. Bindet 

Wnt an seinen Rezeptor, führt das zur Inaktivierung des APC–Proteinkomplexes, und das 

überschüssige β-Catenin akkumuliert, wechselt in den Zellkern und entfernt dort einen 

Hemmer von Transkriptionsfaktor Tcf4 (T-cell factor 4). Das führt zur Expression 

mehrerer proliferationsfördernder Gene. Mittlerweile konnte eine Vielzahl von Wnt-

Zielgenen identifiziert werden, die bereits die Entstehung von Adenomen begünstigen 

und zur Tumorprogression von kolorektalen Karzinomen beitragen.  

Nachfolgend findet sich eine Aufstellung der positiv sowie negativ regulierten Wnt-

Zielgene, die in der Literatur für Kolonkarzinome beschrieben wurden: 

MYC, Cyclin D1, uPAR, Matrix Metalloproteinase MMP-7, Axin-2, Nr-CAM, Gastrin, CD44, 

claudin-1 sowie Osteopontin hochreguliert (He et al., 1998; Tetsu and McCormick 1999; 

Shtutman et al, 1999; Mann et al., 1999; Brabletz et al., 1999; Crawford et al., 1999; 

Yan et al., 2001; Lustig et al., 2002; Conacci-Sorrell et al., 2002; Koh et al., 2000; 

Wielenga et al., 1999; Miwa et al., 2000; Ding et al, 2002; Coppola et al., 2004).  

Die Wnt-Zielgene CEA related 1, FABP 1, Kruppel-like factor 4, Carbonic Anhydrase II 

sowie Galectin 2, das auch in vorliegender Arbeit hoch signifikant in der Expression 

reprimiert vorlag, wurden als reprimiert beschrieben (Lawrie et al., 2004; Stone et al., 

2002). 
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Abb. 59:Wnt-Signalweg in der Embryonalphase: Durch Bindung von Wnt-Liganden (Wingless-type MMTV 
interaction site family member) an den Fz/LRP-Rezeptor (Frizzled/Low density lipoprotein receptor related 
protein) wird Dvl (Dishevelled) aktiviert. Dadurch wird die Aktivierung des Multiprotein-Komplexes über 
Bindung von Dvl an GBP (GSK 3β binding protein) gehemmt. Axin kann keinen Komplex mit GSK-3β (Glykogen 
Synthase Kinase 3β) eingehen, es findet keine Phosphorylierung von β-Catenin über GSK-3β statt. Nicht 
phosphoryliertes β-Catenin akkumuliert im Zytosol und kann nicht über das Proteasom degradiert werden. β-
Catenin wird in den Nukleus transloziert und bindet dort die Transkriptionsfaktoren Tcf (T-cell factor) und Lef 
(lymphoid enhancing factor). Im Weiteren erfolgt die Regulation von Wnt-Zielgenen.  
Wnt-Signalweg in normalen Zellen: Ohne Wnt-Ligand wird CK1 (Casein Kinase 1) durch Axin zum Multiprotein-
Komplex rekrutiert und damit die Phosphorylierung von β-Catenin angeregt. GSK-3β phosphoryliert APC und 
Axin, welches die Interaktion von APC mit β-Catenin stärkt. Das CK1-Priming aktiviert die Phosphorylierung von 
β-Catenin über GSK-3β. Phosphoryliertes β-Catenin wird von den F-Box Protein β-TrCP erkannt und durch das 
Proteasom degradiert.  
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Abb. 60: Wnt-Signalweg in Tumorzellen: In Tumorzellen erfolgt die Aktivierung des Wnt-Signalweges in 
Abwesendheit eines Wnt-Liganden. Tumorzelle weisen Mutationen innerhalb des Multiproteinkomplexes auf (rot 
dargestellt). Durch das gestörte Zusammenspiel innerhalb des Multiproteinkomplexes kann β-Catenin nicht 
phosphoryliert werden. Nicht phosphoryliertes β-Catenin akkumuliert im Zytosol und kann nicht über das 
Proteasom degradiert werden. β-Catenin wird in den Nukleus transloziert und bindet dort die 
Transkriptionsfaktoren Tcf und Lef. Im Weiteren erfolgt die Regulation von Wnt-Zielgenen.  

 

Die physiologische Bedeutung dieses Signaltransduktionsweges zeigte sich daran, dass 

Tcf4-knockout-Mäuse kurz nach der Geburt an einem Mangel an Darmepithelzellen 

starben (Helmberg et al., 2006). Im Fall einer mutationsbedingten Inaktivierung beider 

APC-Allele führte der Wegfall der Möglichkeit, β-Catenin zu phosphorylieren auch in 

Abwesenheit des Wachstumsfaktors Wnt zu einer Dauerakkumulation von β-Catenin und 

damit zu einer Dauerexpression von CyclinD und MYC. Mit anderen Worten: der Verlust 

von APC führte zu einem vorgetäuschten Wnt-Wachstumssignal. Das Vortäuschen eines 

Wnt-Wachstumssignals wäre bei intaktem APC auch durch eine Überexpression oder 

mutations bedingte Stabilisierung von β-Catenin denkbar. Tatsächlich konnte diese nur in 

etwa 10% aller Kolonkarzinome gefunden werden. β-Catenin hat in diesen Fällen also 

Onkogen-Funktion. Dieses Beispiel zeigte, dass eine wesentliche Tumor-fördernde 

Veränderung in der Aktivierung eines für die Proliferation der spezifischen Zellart 

ausschlaggebenden Signalwegs lag. Dies war sowohl über den Verlust von bremsenden 

Elementen (Inaktivierung von Antionkogenen) als auch über die Aktivierung Signal-

Fördernder Elemente (Aktivierung von Protoonkogenen zu Onkogenen) möglich. APC hat 

noch eine weitere zelluläre Funktion in der Metaphase der Zellteilung: es koppelt die 
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Enden der Microtubuli der entstehenden Spindel auf der einen Seite an die Kinetochoren 

der Chromosomen, auf der anderen Seite des Spindelpols an eine definierte Stelle der 

Zellmembran. Bei einem Ausfall von APC verringerte sich die Präzision des 

Auseinanderziehens und Verteilens der Chromosomen auf die entstehenden 

Tochterzellen. Die Folge war, wie beim Ausfall von p53, chromosomale Instabilität (CIN), 

die den Grundstein für einen raschen Verfall der Genomqualität bildete. Außerdem gab es 

Hinweise dafür, dass APC über die Anheftung der Spindel an der Zellmembran die 

Zellteilungsachse einstellt, die wesentlich für die asymmetrische ("heteromorphe") 

Charakteristik der Stammzellteilung war. Fehlte APC in einer Stammzelle, verlief die 

Teilung symmetrisch und resultierte in zwei Zellen mit uneingeschränktem 

Teilungspotential. Die Fehleinstellung der Zellachse konnte so eine Ursache für die 

Differenzierungsstörung des Zellklons sein. Diese Anheftungsfunktion von APC mochte 

der Grund sein, warum der Verlust von APC-Aktivität häufig der erste Schritt in der multi-

step-Entwicklung eines Kolonkarzinoms war (Fodde et al, 2001) 

In ruhenden Zellen war die Expression von MYC kaum nachweisbar. Nach Stimulation mit 

Serum oder Mitogenen wurden die MYC-mRNA und das MYC-Protein sofort stark induziert 

und die Zellen traten in die G1-Phase des Zyklus ein. In proliferierenden Zellen 

verringerte sich die Menge von MYC dann auf ein niedrigeres, gleich bleibendes Niveau. 

Nach Entzug von Serum bzw. Wachstumsfaktoren waren die MYC-mRNA und das Protein 

nicht mehr detektierbar und die Zellen arretieren. Viele direkte und indirekte Zielgene 

von MYC sind an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt. Bis jetzt konnte noch kein Zielgen 

identifiziert worden, das die Fähigkeit von MYC, Zellproliferation zu induzieren, ersetzen 

kann (Berns et al., 2000; Nikiforov et al., 2000). Die Zielgene von MYC beeinflussen die 

Regulation der Zell- Matrix Interaktionen, die DNA-Synthese, besonders aber den 

Übergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus (Schuhmacher et al., 2001; 

Fernandez et al., 2003). Dieser Übergang wird durch den so genannten Restriktionspunkt 

(R) kontrolliert. Um diesen Checkpunkt zu überwinden, muss das Tumor-Suppressor-

Protein Rb inaktiviert und zwei Cyclin/CDK-Komplexe CyclinD/CDK4 und Cyclin E/CDK2 

aktiviert werden (Sherr et al., 1999).  

MYC induziert direkt die Zielgene CDK4 und CyclinD2 (Bouchard et al., 1999, 2001) die 

einen aktiven Komplex bilden. Mit seiner Wirkung auf die Phosphorylierung des 

Retinoblastomproteins ist D2/CDK4 entscheidend für den Start des Zellzyklus. Wenn das 

pRB nicht phosphoryliert ist, wirkt es gewissermaßen als Bremse. Eine reduzierte CDK4 

Expression inhibiert eine durch MYC induzierte Tumorprogression (Marval et al., 2004). 

Daraus folgt, dass CDK4 ein entscheidender Vermittler der MYC-induzierten Tumorgenese 

ist. Diese konnte in vorliegender Arbeit, in der eine Überexpression von CDK4 in 

Tumorgewebe festgestellt worden ist, bestätigt werden. Ferner korrelierte die MYC 



DISKUSSION____________________________________________________________ 

 148

Überexpression mit der von CDK4, dessen verstärkte Expremierung eine 

Tumorentstehung begünstigt (Marval et al., 2004; Al-Ayanti et al., 2004).  

Cyclin D/CDK4 spaltet den Cyclin/Cdk-Inhibitor p27 ab, der an dem Cyclin E/CDK2-

Komplex gebunden ist. Durch die Abspaltung des Inhibitors wird eine kleine Menge 

CyclinE/CDK2 aktiviert. Dieser aktive Kinase-Komplex phosphoryliert p27, das daraufhin 

von einem E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex, der Cul1 enthält, erkannt und abgebaut wird 

(Bouchard et al., 1999, 2001) Cul1 ist ein weiteres Zielgen von MYC (Coller et al., 2000). 

Zusätzlich reprimiert MYC den Cyclin/Cdk-Inhibitor p15, der den CyclinD/CDK4-Komplex 

inaktiviert. Eines der Substrate des CyclinD/CDK4-Kinase-Komplexes ist Rb 

(Retinoblastoma Protein). Rb ist häufig in Tumoren mutiert und ist essentiell für die 

Regulation des G1-S-Checkpunktes. Rb reguliert in negativer Weise die Aktivität der E2F-

Transkriptionsfaktoren, die wichtig für die Progression in die S-Phase sind (Bartlek et al., 

1997). MYC induziert außerdem die Expression des Id2-Gens, das die Funktion von Rb 

inhibiert (Blomberg er al., 1999). MYC aktiviert auch den zweiten Cyclin/CDK-Komplex 

(CyclinE/CDK2), dessen Aktivität für den Eintritt in die S-Phase nötig ist. CyclinE wird 

neben der Phosphatase CDC25a als Zielgen von MYC beschrieben. Durch Induktion von 

MYC wird die Aktivität von CyclinE/CDK2 stimuliert (Blomberg et al., 1999; Galaktionov 

et al., 1996). Zusätzlich unterdrückt MYC die Expression von p21, welches CyclinE-CDK2 

inaktiviert und durch den Tumor-Suppressor p53 als Teil eines antiproliferativen 

Programms hoch reguliert wurde (Sherr et al., 1999). 

Das Ergebnis dieser MYC-abhängigen Regulationsschritte waren die Aktivierung der 

CyclinD- und CyclinE-abhängigen Kinasen und die Inaktivierung des Rb-Proteins. Diese 

Schritte förderten den Eintritt in die S-Phase und erklärten die Effekte von MYC auf den 

Zellzyklus. Der Übergang von der G1- in die S-Phase bei der Zellzyklusprogression war 

ein kritischer Punkt in der Tumorentstehung (Reed et al., 1997). Viele Tumorzellen 

trugen Mutationen, die den G1-S-Restriktionspunkt betrafen und DNA- Synthese auch in 

Abwesenheit von Wachstumsfaktoren erlaubten. Hat eine Zelle den Restriktionspunkt 

überschritten, durchlief sie den Zellzyklus auch unter limitierenden Bedingungen. Eilers 

et al. konnten zeigen, dass MYC den Restriktionspunkt auch in Abwesenheit von 

Wachstumsfaktoren überwindet und so die S-Phase des Zellzyklus induzieren konnte 

(Eilers et al., 1991). Diese Zellzyklusprogression wurde durch MYC-abhängige 

Aktivierung des CyclinE/CDK2 Komplexes und der E2F abhängigen Transkription 

induziert.  

In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass signifikante Unterschiede in der 

Expression des MYC Gens zwischen krankem und gesundem Gewebe nachzuweisen 

waren, was auf ein unbegrenztes Zellwachstum hindeutete. 

Ein weiteres, differenziert reguliert identifiziertes Gen, war DKC1. Das von DKC1 codierte, 

hoch konservierte Protein Dyskerin ist mit seiner Funktion bei der rRNA-Biosynthese 
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essentiell. Ferner ist es an der Zellteilung sowie an Zellstoffwechsel-Mechanismen 

beteiligt. Es trägt zum Erhalt der Telomere, deren Integrität und Länge bei. Dyskerin übt 

als Bestandteil des Telomerase-RNP-(Ribonukleoprotein)-Komplexes einen Einfluss auf 

die Proliferationskapazität von Zellen aus (Smogorzewska et al., 2004; Marrone et al., 

2004). Telomerase ist gewöhnlich nur in Keimlinienzellen aktiv: nur diese werden 

"unendlich" weiter gegeben. In somatischen Zellen ist Telomerase inaktiv. Das trägt zur 

eingeschränkten Teilungsfähigkeit und Seneszenz somatischer Zellen bei. In den meisten 

Tumorzellen ist jedoch Telomerase reaktiviert; diese trägt zur unbegrenzten 

Teilungsfähigkeit der Tumorzellen bei. Reaktivierte Telomerase wirkt daher als Onkogen. 

Die pharmazeutische Industrie arbeitet intensiv daran, Telomerasehemmer zu 

entwickeln: diese sind zur Zeit eines der Hoffnungsgebiete der Krebstherapie. Die 

nachgewiesene hochregulierte Expression von DKC1 könnte eine telomerstabilisierende 

Wirkung haben. Die Erhaltung der Telomere ist ein entscheidendes Merkmal der 

Karzinogenese, da ein Einleiten der Apoptose verhindert wird und unbegrenztes 

Wachstum gewährleistet. 

 

Alle bisher beschriebenen Gene waren in Kolonkarzinomen exprimiert. Im Folgenden wird 

auf ein Gen eingegangen, welches im Kolonkarzinom signifikant in seiner Exprimierung 

reduziert war. Bei diesem Gen handelte es sich um DRA. Die Expression dieses Membran-

Proteins schien bei Kolonadenomen und Adenokarzinomen reduziert zu sein. Weitere 

Untersuchungen bestätigten die überwiegende Expression von DRA in hoch 

differenzierten Kolonepithelzellen und eine im Gegensatz dazu sehr niedrige Expression 

in undifferenzierten Epithelgeweben (Antalis et al., 1998; Byeon et al., 1998a). DRA 

befindet sich auf Chromosom 7 (7q22-q31.1). Dieses Gen wurde mit der kolorektalen 

Tumorgenese assoziiert (Taguchi et al., 1996) und als Tumor-Suppressor klassifiziert 

(Byeon et al., 1998a). 

Das DRA-Genprodukt wurde als ein in Enterozyten apikal-lokalisiertes, 

transmembranäres Glykoprotein nachgewiesen, welches Sulfat, Oxalat und Chlorid 

transportiert und Einfluss auf den parallel angeordneten Na+/H+- Austausch ausübt 

(Byeon et al., 1998; Siberg et al., 1995; Byeon et al., 1998b). Da eine reduzierte 

Expression von DRA die Karzinogenese mit zu begünstigen schien, könnte ein Substanz 

die normalerweise durch das DRA-Protein in die Zelle oder aus der Zelle transportiert 

wird, dafür verantwortlich sein. Zur Identifikation dieser Substanz könnte mittels 

Zellkultur mit DRA-positiven und DRA-negativen Zellen eine Anreicherung bzw. 

Reduktion der bekannten, mittels DRA transportierten, Stoffe gemessen werden.  
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4.4 Gen-Expressionsanalysen zur Aufklärung der Hormonresistenz des 

Prostatakarzinoms 

Das Prostatakarzinom ist eines der häufigsten Krebsleiden der männlichen Bevölkerung 

Westeuropas und der Vereinigten Staaten. In den letzten Jahren stieg die Inzidenz des 

Prostatakarzinoms kontinuierlich an (Landis at al., 1998; Hsing et al., 2000). In den 

Vereinigten Staaten erkrankten im Jahr 2002 189.000 Männer neu an Prostatakarzinom, 

30.200 Patienten starben an den Folgen dieses Krebsleidens (Am. Cancer soc. 2002). 

Nach Schätzung des Robert-Koch-Instituts erkranken in Deutschland jährlich etwa 

32.000 Männer neu an Prostatakarzinom. Weltweit werden starke Schwankungen in der 

Prostatakarzinomhäufigkeit beobachtet. Die höchste Wahrscheinlichkeit, an einem 

Prostatakarzinom zu erkranken, besteht bei der afrikanisch-stämmigen Bevölkerung der 

Vereinigten Staaten, dagegen wiesen asiatische Völker eine niedrigere Inzidenzrate auf 

(Pienta et al., 1993; Sakr et al., 1998). Auffällig war in diesem Zusammenhang auch, 

dass bei Männern der afrikanisch-stämmigen Bevölkerung der USA mit Prostatakarzinom 

zur Diagnosestellung ein durchschnittlich jüngeres Alter und meistens ein klinisch 

fortgeschritteneres Prostatakarzinom festgestellt wurden (Mebane et al., 1990). 

Insbesondere die Bestimmung des prostataspezifischen Antigens (PSA) hatte zu einem 

Anstieg der diagnostizierten Prostatakarzinome geführt. Durch die Einführung der PSA-

Messung war in höherem Maße ein organbegrenztes Prostatakarzinom im kurablen 

Stadium frühzeitig erkannt worden. Die Sterblichkeit des Prostatakarzinoms liegt in der 

Statistik hinter der des Bronchialkarzinoms. Aus epidemiologischer Sicht konnte zwischen 

sporadisch und familiär auftretenden Prostatakarzinomen unterscheiden werden. In der 

Mehrzahl der Fälle geht man von einer polygen-multifaktoriellen Genese aus.  

Die radikale Prostatektomie ist heute die am häufigsten durchgeführte Therapie des 

Prostatakarzinoms. Allerdings ist die radikale Entfernung der Prostata bei 

fortgeschrittenen Prostatakarzinomen oft nicht möglich. Hier bieten Hormontherapie, 

Orchiektomie, Strahlen- sowie Chemotherapie oder eine Kombination dieser Methoden 

eine Möglichkeit der palliativen Behandlung (Arcangeli et al., 1998). Die Inhibierung der 

Androgenproduktion bzw. die Blockade des AR spielen dabei eine zentrale Rolle, da 

primäre Prostatakarzinome in ihrem Wachstum androgenabhängig sind. Durch die 

Antiandrogentherapie kommt es zur Apoptose der androgenabhängigen Prostatazellen 

(Isaacs et al., 1994; Tang et al., 1997). Die hormonelle Androgenentzugstherapie erfolgt 

mit Antagonisten des Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH), die Blockierung der 

Funktion des AR entweder durch steroidale (Cyproteronacetat) oder nichtsteroidale 

(Hydroxyflutamid oder Bicalutamid) Verbindungen. Andere Therapieformen gehen von 

einer Hemmung der 5-α-Reduktase, die das Testosteron in Dihydrotestosteron (DHT) 

umwandelt, mit Finasterid aus. Nachsorgeuntersuchungen zeigten jedoch bei vielen 

Patienten (etwa 80 %) nach einigen Monaten bis Jahren der zunächst erfolgreichen 

Antiandrogentherapie einen erneuten Anstieg der PSA-Konzentration im Serum (Petrylac 
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et al., 1999). Bei diesen Patienten kam es im Laufe der Antiandrogentherapie zu einer 

erneuten Progression oder Metastasierung der Erkrankung. Etwa 25 % der Patienten 

zeigten bereits primär kein Ansprechen auf die Antiandrogentherapie (Koneti et al., 

1997). Bei diesen hormonrefraktären Prostatakarzinomen konnte eine zytostatische 

Chemotherapie angewandt werden. Die Effektivität dieser Behandlungsform ist jedoch 

gering und weist eine maximale Ansprechrate von 30 % auf (Wirth et al., 1990). 

In den letzten Jahren konnten molekularbiologische Untersuchungen eine Reihe von viel 

versprechenden prognostischen Biomarkern in Bezug auf die Therapieresistenz 

aufdecken. Dazu zählten z. B. die Hypermethylierung von GST-P1 (Goessl et al., 2001) 

oder Überexpression von AMACR oder HEPSIN (Hessels et al., 2004; Dhanasekaran et 

al., 2001) mit einem hohen Potential sehr spezifisch und sensitiv Prostatakrebs in einem 

sehr frühen Stadium zu erkennen. Für die Entwicklung der Hormonresistenz ist bis heute 

weder ein Früherkennungs- noch Therapiekonzept zu erstellt worden. Der 

Forschungsschwerpunk in diesem Zusammenhang lag bisher auf der Suche nach 

Biomarkern, die den Androgen Signalweg betreffen. So z. B. die Amplifikation, 

differenzielle Expression oder Mutation des Androgenrezeptors (AR), seiner Co-

Aktivatoren oder die 5-α-Reduktase als mögliche Gründe für die Entwicklung eine 

Hypersensitivität des AR und deren abnormen Reaktion auf Androgene und Anti-

Androgene (Visakorpi et al., 1995; Makridakis et al., 1997; Marcelli et al., 2000; Gregory 

et al., 2001). In in vitro Untersuchungen wurde gezeigt, dass eine Liganden unabhängige 

AR Aktivierung über EGF- (epidermal growth factor) oder IGF1-(insuline-like growth 

factor 1) Rezeptor Tyrosin Kinase-Pathways bzw. eine Überexpression von HER2/neu 

erfolgen konnte (Culig et al., 1994; Craft et al., 1999; Liu et al., 2005). Weitere Analysen 

in Modellsystemen zeigten, dass auch andere Signalwege, wie z. B. IL6 (Interleukin6) 

und TGF-β (transforming growth factor β) bei der Entwicklung eines Hormon 

unabhängigen Prostatakarzinoms beteiligt waren (Lee et al., 2004; Hammacher et al., 

2005; Zhang et al., 2005). Ein weiterer theoretischer Mechanismus zur 

Resistenzentwicklung war die Entstehung des Tumors aus einer Population ursprünglich 

hormonunabhängiger Zellen, wie z.B. epithelialer Stammzellen (Isaacs 1999; Collins et 

al., 2005). 

Die Mikroarray-Technik hat in den letzten Jahren als eine wertvolle Methode zur 

Aufklärung molekularer Mechanismen, im Bezug auf die Progression des 

Prostatakarzinoms, an Bedeutung gewonnen (Dhanasekaran et al., 2001; Yu et al., 

2004; LaTulippe et al., 2002). Sie diente der Identifikation von Genexpressions-

Signaturen und der Aufklärung vor allem der Progression neoplastischer Strukturen 

(Rhodes et al., 2004). Studien zur Entwicklung des Hormonresistenten Prostatakarzinoms 

(HRPC), die Mikroarray Untersuchungen einschließen, existieren erst sehr wenige (Best 

et al., 2005; Holbeierlein et al., 2004). 
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4.4.1 Untersuchungen zur transurethralen Resektionsmethode 

Es wurde gezeigt, dass transurethral gewonnene Prostatagewebeproben, für auf RNA 

basierende Forschungsmethoden, einschließlich Mikroarray-Untersuchungen, geeignet 

waren, wenn die Probengewinnung unter standardisierten Sammel- und 

Präparationsbedingungen erfolgte. Dieser Zusammenhang eröffnete die Möglichkeit in 

Zukunft Studien zur Identifikation therapeutischer Konzepte im Bezug auf die Entstehung 

der Hormonresistenz mit einer größeren Patientenzahl durchzuführen. Es war bisher fast 

unmöglich Prostatagewebe von Hormon resistenten Patienten zu erhalten, da die 

palliative transurethrale Resektion erst seit wenigen Jahren durchgeführt wird.  

Die Korrelationskoeffizienten der biologischen und technischen Replikate bewiesen die 

Stabilität und Reproduzierbarkeit des gesamten Protokolls. 

Innerhalb der vielen verschiedenen Möglichkeiten zur Bestimmung der RNA-Qualität, 

wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die AUC und RIN die sensitivsten Filterkriterien sind 

zur Identifikation von RNA mit schlechter Qualität. Unter Berücksichtigung dieses 

Zusammenhangs wurde ein signifikanter Unterschied zwischen der RNA-Qualität von 

transurethral (TUR) gewonnen Prostatagewebeproben und Totalresektaten (TR) gefunden 

mit einer höheren AUC und RIN Präparaten von Totalresektaten. Durch Anwendung eines 

linearen Zweiwege Algorithmuses (Mansmann et al., 2005) wurde gezeigt, dass nach 

Eliminierung der TUR-spezifischen -Gene der biologische Effekt, im Gegensatz zum 

technische Effekt, signifikant blieb.  

Es wurde nachgewiesen, dass die RNA Qualität aus TUR im Vergleich zu RNA aus 

Totalresektaten mit AUC≥10%, eine 28S/18S/ Ratio≥0,8 und eine RIN≥6 bei laut den 

Prozentzahlen der detektierbaren Transkripte, dem scaling factor, noise, background und 

der 3’/5’ Ratio im Verhältnis zur internen Chipkontrolle geeignet waren (AUC und RIN 

p<0,05). Daraus folgte, dass TUR-Gewebeproben sich für Mikroarray Untersuchungen 

eigneten und zur Analyse biologischer Effekte. So war ein Vergleich unterschiedlich 

Gewonnener Prostata-Gewebeproben möglich. Auch in der Clusteranalyse konnte gezeigt 

werden, dass Gewebeproben unterschiedlicher Gewinnung von gleicher Krankheitsstufe 

in gleiche Gruppen fielen. 

 

4.4.2 Evaluierung von Prostatakarzinom-Biomarkern in einer Zeitreihenanalyse 

Des Weiteren wurde nach Genen gesucht, die im Krankheitsverlauf in ein bestimmtes 

Muster fielen. So z. B. Gene:  

a. die eine temporäre Revision in hsPCa zeigten  

b. die nur in HRPC differenziell exprimiert waren oder  

c. die einen Anstieg der Expression nach einsetzender Hormonresistenz zeigten  

d. die einen Abfall der Expression nach einsetzender Hormonresistenz zeigten.  
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Es wurde ein Gen identifiziert, dass eine zeitweise Remission der Expression während der 

hsPCa Phase zeigte (bis auf BPH Niveau) und in der HRPC-Phase wieder anstieg. Dieses 

Gen –SLC39A6– (LIV-1) gehörte zur Familie der solute carrier family, ein durch Östrogen 

regulierter Zink Transporter. Zwei weitere Mitglieder aus dieser Familie SLC7A11 und 

SLC25A13 zeigten genau denselben Verlauf wie SLC39A6. Interessant war der 

Zusammenhang, dass in den Kolon-Expressionsanalysen Mitglieder dieser Familie 

(SLC17A4, SLC26A3 und SLC21A2) signifikant in ihrer Expression reduziert waren. 

SLC39A6 lag in Mamma-, Prostata-, Plazenta-, Nieren-, Hypophysen- und Corpus 

callosum-Gewebe hoch exprimiert vor; ebenso in Adenokarzinomen des Zervix uteri und 

in Lungenkarzinomen. Moderat exprimiert wurde es in Herz- und Kolon-Gewebe. 

SLC39A6 ist ein androgenabhängiger Zinkionen-Transporter was in einer Studie an 

Mamma-Karzinom-Zelllinien gezeigt wurde. Hier war SLC39A6 unter Östrogeneinfluss 

hochreguliert (Ross et al., 2000). Vorliegende Arbeit bestätigte das Ergebnis, da hsPCA 

entweder durch LHRH (chemische Kastration) oder durch die Gabe eines Antiandrogens 

behandelt wurden. Beide Therapien bewirkten einen zirkulären Östrogenanstieg. Durch 

Antiandrogene wird Dihydrotestosteron (DHT) kompetetiv von den Rezeptoren verdrängt 

und die Bildung eines DHT-Rezeptorkomplexes verhindert. Es wird zwischen steroidalen 

und nichtsteroidalen Antiandrogenen unterschieden. Steroidale Antiandrogene wie z.B. 

Cyproteronazetat haben gestagene Wirkung, die den Testosteronspiegel senkt. Nicht 

steroidale bewirken hingegen nur eine reine Rezeptorblockade. Da sie aber auch 

Androgenrezeptoren im hypothalamisch-hypophysären System blockieren, unterbinden 

sie den Rückkopplungsmechanismus. Daraus resultiert ein Anstieg von zirkulärem 

Androgen, unter anderem auch Östrogen. Dieser Stimulus könnte eine Expression von 

SLC49A6 bewirkt haben. 

Zink ist ein essentieller Cofactor für ca. 300 verschiedene Enzyme. Es ist involviert in 

Protein-, Aminosäure-, Kohlenhydrat- und Fett-Stoffwechselprozesse. Es spielt eine Rolle 

bei der Gen-Transkriptions-Kontrolle, bei Zell-Wachstums- und Entwicklungsprozessen 

sowie bei der Differenzierung. Es wird unter anderem benötigt zur Membranstabilisierung 

und zur Speicherung von Insulin. An Studien mit Mamma-Karzinomzellinien wurde 

nachgewiesen, dass SLC39A6 vor allem den Zinkeinstrom in die Zelle bewirkte (Taylor et 

al., 2003). Jüngste Forschungsergebnisse zeigten, dass Zink eine wichtige Rolle bei der 

Gesundheit der Prostata spielte und das Wachstum und die Verbreitung von 

Prostatakrebszellen verhinderte (Davis et al., 2005). Huang et al. (2005) erforschten, 

welche Rolle dem Zink-Transporter-Proteinen zukommt. In einer Reihe von Experimenten 

wurde die Höhe des Zink-Levels und der Zink-Transporter-Proteine bei Karzinom- und 

gesunden Prostatazellen verglichen. Es wurde festgestellt, dass Karzinomzellen 

niedrigere Mengen Zink aufnehmen konnten als normale Zellen. Es stellte sich heraus, 

dass Karzinomzellen eine geringere Anzahl des Zink-Transporter-Proteins SLC39A1 
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(ZIP1) aufwiesen. Darüber hinaus konnte ein weiteres Transporter-Protein, SLC39A3 

(ZIP3) an der falschen Stelle nachgewiesen werden.  

 

Einen invertierten Verlauf der Expression wies MYLK (myosine light chain kinase) und 

eine weitere Anzahl von Genen auf, die in die Zytoskelett Organisation involviert sind, 

wie GSN, ACTN1, DOC1 oder TNS1 (Abb. 61B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 61: Differenziell regulierte Gene der Zeitreihenanalyse. A: SLC39A6 ist in BPH reprimiert, in PCA 
induzier, in hsPCA reprimiert und in eHRPC und HRPC induziert. B: MYLK ist in BPH induziert, in PCA leicht 
reprimiert, in hsPCA stark induziert, in eHRPC reprimiert und in HRPC noch stärker reprimiert. C: YWHAZ ist in 
BPH, PCA und hsPCA gleich bleibend exprimiert und steigt in der Induktion von eHRPC zu HRPC an. D: DDX21 
ist in BPH reprimiert, in PCA, hsPCA und eHRPC leicht induziert und in HRPC stark induziert. E: RHOQ ist in BPH 
induziert, fällt in der Induktion in PCA, hsPCA, eHRPC und ist in HRPC reprimiert. F: KLF4 zeigt einen Anstieg 
der Induktion von BPH zu hsPCA und fällt wieder von eHRPC zu HRPC. 
BPH rot– PCA grün – hsPCA blau– fHRPC türkis- sHRPC pink 
 

Einen Abfall (Typ MYLK) der Expression zeigten JAK1 (janus kinase) und OAT (Ornithine 

Aminotransferase) in PCa, einen temporären Anstieg in hsPCa und einen erneuten Abfall 

in HRPC. Des Weiteren wurden drei Gene ermittelt worden, die nur in HRPC eine 

Expression zeigten (Typ YWHAZ). In diesem Fall wurde ein korrigierte p-value bestimmt, 

der die BPH- und PCa-Proben von denen mit HRPC trennte. Diese Gene waren YWHAZ 

(tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta 

polypeptide) (p=0,02) (Abb. 61c), PSMA2 (proteasome subunit, alpha type, 2) (p=0,04) 

und ABCE1 (ATP-binding cassette, sub-family E, member 1) (p=0,04). Es wurden noch 

A B C

D E F
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weitere Gene identifiziert, die nur in HRPC differenziell exprimiert gefunden wurden. Dazu 

gehörte das in der Expression reduzierte Gen DDX21 (DEAD box polypeptide 21) (Abb 

61D) und RHOQ (ras homolog genefamily member Q) (Abb. 61E). 

Es wurden ferner Cluster untersucht, die ein Inversion der Genexpression währen des 

Übergangs von hsPCa- zur HRPC-Phase zeigten. KLF4 (kuppel like factor 4) (Abb 61F) 

und SGK (serum/glycocorticoid regulated kinase) zeigten diesen Verlauf mit einem 

Anstieg der Genexpression im Verlauf zu hsPCa und einem Abfall beim Übergang in die 

HRPC-Phase. 

Diese genannten Gene könnten potentielle targets zur Hormonresistenz Diagnostik beim 

Prostatakarzinom sein. 

 

4.4.3 Differenziell exprimierte Pathways 

Es wurden differenziell regulierte metabolische- und Signalwege im Vergleich zwischen 

PCa und HRPC gefunden. Dazu wurden neun PCa und sieben HRPC Patienten 

Gewebeproben miteinander verglichen. Innerhalb der betroffenen Pathways mit der 

höchsten Prozentzahl an Genen mit signifikantem Einfluss auf die Gruppenverteilung 

(Verhältnis aus der Gesamtanzahl an Genen auf dem Mikroarray zur Anzahl der 

differenziell exprimierten Gene die diesen Pathway betreffen), wurde unter anderem der 

Proteasom Metabolismus detektiert. Das Proteasom ist ein wichtiger Bestandteil der 

Zelle. Seine Hemmung hat einen entscheidenden Einfluss auf die Funktionsfähigkeit der 

lebenden Zelle. Als Konsequenz einer Inhibition wird der Proteinabbau in der Zelle 

erniedrigt, so dass kurzlebige und langlebige Proteine in der Zelle akkumulieren (Craiu et 

al., 1996). Dies wiederum führte in der Zelle zu Veränderungen im Stoffwechsel und der 

Signaltransduktion. 

Des Weiteren wurden Gene ausschließlich bei HRPC differenziell exprimiert, die in die 

oxidative Phosphorylierung und die ATP-Synthese involviert sind. Dazu gehörten NDUFC2 

(NADH dehydrogenase 1 subcomplex unknown 2), COX6C (cytochrome c oxidase subunit 

VIc) und UQCRH (ubiquinol-cytochrome c reductase hinge protein). Eine kritische 

Bedingung für die Tumorentwicklung ist die Versorgung der proliferierenden Zellen mit 

Energieträgern und Sauerstoff. Mit dem autonomen Wachstum der Tumorzellen wird bald 

der Punkt erreicht, an dem die Diffusionsstrecken zu lang sind, um zentral lokalisierte 

Zellen hinreichend zu versorgen. Der so entstehende Sauerstoffmangel setzt zwei für die 

weitere Entwicklung des Tumors bedeutsame Mechanismen in Gang. Die erste Folge der 

Hypoxie stellt die Induktion von p53 dar. Falls der betroffene Zellklonbezüglich p53 noch 

intakt ist, führt dieser normale Regulationsmechanismus zum G1-Arrest, bei längerem 

Einwirken zur Apoptose der Zellen im zentralen, unterversorgten Gebiet des Tumors. Das 

bedeutet, dass in diesem Gebiet ein starker Selektionsdruck gegen funktionelles p53 

entsteht: eine Zelle, die p53 verliert, kann sich als einzige gegen die stillgelegten 
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Konkurrenten behaupten und einen neuen, nunmehr um den Verlust von p53 maligneren 

Zellklon bilden. Die entsprechenden Zellen haben damit den DNA-damage-checkpoint 

verloren, zeigen chromosomale Instabilität und Akkumulieren wesentlich rascher weitere 

kritische Mutationen. Dieser Mechanismus, durch den Hypoxie den Verlust von p53 

begünstigt, könnte die Ursache dafür sein, dass p53 das am häufigsten mutierte Molekül 

in der Krebsentstehung ist.  

Den zweiten Mechanismus stellt die bereits am Beginn dieses Kapitels besprochene 

sauerstoffabhängige Hydroxylierung, Ubiquitinierung und Degradation des 

Transkriptionsfaktors HIF-1 (hypoxia inducible factor 1) dar. HIF-1 kommt in praktisch 

allen Zellen vor. Während es nur in der Niere nennenswert Erythropoetin induziert, 

induziert es andere Gene uniform in vielen Geweben. Bei Sauerstoffmangel im zentralen 

Tumorgebiet führt die Akkumulation von HIF-1 zur Induktion des Signalmoleküls VEGF 

(vascular endothelial growth factor). Sezerniertes VEGF diffundiert radial in alle 

Richtungen, erreicht das Endothel der nächstgelegenen Blutgefäße und regt dieses zur 

Sprossung an, so dass neue Gefäßabzweigungen in Richtung des VEGF-

Konzentrationsgradienten und damit in Richtung des unterversorgten Gebiets entstehen. 

Die einwachsenden Gefäße erreichen so das zentrale Tumorareal und verbessern die 

Versorgung dieser Zellen, die inzwischen eventuell p53 verloren haben. Sie erfüllen damit 

eine notwendige Bedingung für den nächsten Schritt in der Entwicklung eines malignen 

Tumors: nur, wenn der Tumor mit Gefäßen versorgt ist, kann er auf dem Blutweg 

metastasieren. 

Gene die eine Rolle bei Purin- und Pyrimidin-Biosynthese spielen, wie die Thymidylat 

Synthase waren ebenfalls nur bei HRPC induziert, dessen Überexpression bereits bei 

Kolonkarzinomen nachgewiesen wurde (Bruhn 1999). Des Weiteren wurde eine Erhöhung 

der Zellzyklus Progression bei PCa durch die Unterdrückung der Genexpression von 

CDKI1A (cyclin-depend kinase inhibitor 1A) gefunden. 

 

4.5 Theorien zur Entstehung der Hormonresistenz 

Prostatakarzinomzellen werden durch Androgene stimuliert, wobei Testosteron das 

biologisch wichtigste Androgen ist. Über 95% werden im Hoden, der Rest durch die 

Nebennierenrinden und durch periphere Interkonversion gebildet. Die Nebennierenrinde 

produziert in erster Linie das weitaus weniger biologisch aktive Dehydroepiandrosteron, 

das nur einen schwachen androgenen Effekt auf die Prostata ausübt. In Prostatazellen 

wird das Testosteron durch das Enzym 5-α-Reduktase in den intrazellulären biologisch 

hochaktiven Metaboliten Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt. DHT wird an den 

Androgenrezeptor gebunden und überträgt als DHT-Rezeptorkomplex die Information in 

die Zelle. 
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Als komplette oder maximale Androgenblockade (MAB) wird die Kombination einer 

chirurgischen (Orchiektomie) und chemischen (GnRH) Kastration, zusammen mit einem 

Antiandrogen, das die verbliebenden adrenalen Androgene Blockiert, angewendet. 

Es war ferner möglich Patienten anhand ihres Genexpressionsprofils in die ihrer 

Erkrankung spezifische Gruppe BPH, PCa und HRPC einzuteilen. Allerdings fielen nach 

Anwendung des Global-Test-Algorithmus einige PCa Patienten in die HRPC Gruppe. 

Dieser Zusammenhang könnte ein Hinweis auf eine schlechtere Prognose für den 

Krankheitsverlauf dieser Patienten sein. In diesem Fall sind davon insgesamt elf 

Patienten betroffen gewesen. 

Ferner konnte bei einem Patienten, von dem sowohl BPH Gewebe als auch 

Karzinomgewebe untersucht wurde, gezeigt gezeigt, dass die BPH Probe in das PCa 

Cluster fiel. Dies unterstützt die von Yu et al. 2004 aufgestellte field canzeration Theorie, 

die besagte, dass Zellen in unmittelbarer Nähe eines Tumors ein beträchtlich verändertes 

Genexpressionsprofil aufwiesen, ähnlich dem des Tumorgewebes. Aufgrund 

molekulargenetischer Untersuchungen von Primär- und Sekundärtumoren wurde 

geschlussfolgert, dass einige Sekundärtumoren Folgen lokaler Metastasierung waren, 

wobei der Metastasierungsweg unbekannt war (Braakhuis et al. 2003). In anderen Fällen 

wurde eine tatsächliche genetische Diversität festgestellt. Studien zur Morphologie von 

Plattenepithelkarzinomen des Ösophagus und systematische Charakterisierungen des 

kanzerösen Feldes zeigten, basierend auf der Akkumulation von p53, dass diese 

wahrscheinlich in frühen Stadien an multifokalen Regionen des Gewebes enstanden 

waren, zu Gruppen transformierter Zellen fusionierten und nicht durch Streuung 

ausgelöst wurden (Tian et al., 1998). Die hohe Frequenz p53-positiver, dem Tumor 

benachbarten Epithelien bei p53-negativen Karzinomen, sowie das Vorkommen 

unterschiedlicher p53 Mutationen unterstützten diese Theorie der field cancerization der 

Karzinogenese. Dieses Phänomen könnte ein Grund für das Entstehen von Rezidivien 

nach Entfernung des Primärtumors sein (Yang et al., 1997). Für die Entstehung von 

Zweitkarzinomen sind demzufolge drei Modelle denkbar: echte Sekundärtumoren, 

sekundäre Feldtumoren und Rezidive bzw. lokale Metastasen (Califano et al., 1996, 

Braakhuis et al., 2002, 2003). 

 

Durch Verwendung des immunhistochemische PCa Marker AMACR wurde gezeigt, dass 

das AMACR Protein in PCa überexprimiert war und sich zwar zur Identifikation des PCa 

eignete (Tomlins et al., 2006), aber für die Detektion von HRPC ungeeignet war (Abb. 

55) 

Die Clusteranalyse ergab, dass über die fünf verschiedenen Krankheitsphasen Gene 

auffielen, die nur in der Phase der hsPCa eine Remission zeigten wie SLC39A6. SLC39A6 

ist ein Östrogen regulierter Zink Transporter, der bei Östrogenrezeptor positiven 

Mammakarzinomen mit Lymphknotenbefall beschrieben wurde (Taylor et al., 2003). 
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Eine große Gruppe von Genen, die bei der Zytoskelett Organisation beteiligt sind, wie 

MYLK waren ebenfalls bei hsPCa differenziell reguliert.  

Eine Repression von Genen die nur die Phase der HRPC betrafen, die bei der Zytoskelett, 

tight junction und adherens junction Regulation beteiligt sind. In einer Metaanalyse von 

vier verschiedenen Genexpressionsuntersuchungen unter Vergleich von BPH mit PCa 

hatten Rhodes et al. (2004) 40 Gene die bei PCa reprimiert waren gefunden. Sechs der 

40 Gene fielen in vorliegendes MYLK Cluster, es handelte sich hierbei um: MEIS1, VCL, 

GSN, PRKCB1, TACC1 und PLP2. Die Metaanalyse hatte weiterhin die Relevanz der 

Polyamin Biosynthese in der Entstehung eines Prostatakarzinoms aufgedeckt, da die 

Unterdrückung der Expression von OAT (Ornithine Aminotransferase) bei Übergang in die 

HRPC-Phase beibehalten wurde (Abb. 61). Die Zeitreihenanalyse hatte Gene aufgedeckt, 

die nur in der HRPC-Phase differenziell exprimiert waren. Es wurde gezeigt, dass YWAHZ, 

PSMA2 und ABCE1 geeignete Marker zur Detektion von HRPC waren. Des Weiteren 

konnte DDX21 gefunden werden, das zur Detektion der Hormonresistenz nach 

Androgenentzug dienen kann, da es nur in sHRPC eine starke Expression aufwies. DDX21 

ist eine RNA Helikase, die für die rRNA Synthese erforderlich ist. Dies wies darauf hin, 

dass die Proteinbiosynthese nach Androgenentzug erhöht wird. 

Die Untersuchung signifikant differenziell Regulierten metabolischer- und Signal-

Pathways bei Vergleich von PCa zu HRPC hatte eine Reihe von Genen aufgedeckt, die bei 

der oxidative Phosphorylierung beteiligt sind und nur bei HRPC gefunden wurden. Dieser 

Befund war von Bedeutung, da von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben wurde, 

dass Krebs im Allgemeinen die ATP-Synthese nicht über die oxidativer Phosphorylierung, 

sondern fast ausschließlich über die Glycolyse regelt (Rossignol et al., 2004; Choi et al., 

2004). Für einige dieser Gene wie COX6 ist eine anfängliche Unterdrückung in frühen 

Prostatakarzinomen im Vergleich zum BPH gefunden worden, gefolgt von starker 

Induktion bim Übergang in die HRPC-Phase. 

Es wurden verschiedene Zellzyklus Kontrollgene Gefunden, deren unterdrückte 

Genexpression nur bei frühen Prostatakarzinomen und HRPC zu beobachten waren. Zu 

diesen Genen gehörten CDK11 (p21) und TACC1. TACC1 ist für eine korrekte Zytokinese 

erforderlich. Daraus folgte, dass die Zellzyklus Kontrolle, die bei hsPCa wieder zu 

funktionieren schien, bei HRPC erneut außer Kontrolle geriet. Ferner wurde ein Hinweis 

auf gesteigerte DNA Synthese bei HRPC gefunden, mit der Induktion multipler Gene die 

bei der Purin- und Pyrimidin Biosynthese beteiligt sind, wie z. B. ORC6, das bei der 

Replikationsinitiation eine Rolle spielt. 

Seit der Klonierung des AR durch Lubahn et al. (1988) und Trapman et al. (1988) wurde 

in einer Vielzahl von Studien die zentrale Rolle des AR bei der Entstehung und 

Progression des Prostatakarzinoms nachgewiesen. Der AR stellt als intrazellulärer 

Rezeptor die Verbindung zu den Androgenen her, die für die Entwicklung, Differenzierung 

und das Wachstum der Prostata verantwortlich sind. Über den AR entfalten die 



DISKUSSION____________________________________________________________ 

 159

Androgene ihre regulierende Wirkung. Es wurde gezeigt, dass in vielen Fällen das 

androgenunabhängige Wachstum des Prostatakarzinoms mit genetischen Veränderungen 

im AR assoziiert war. Der AR gehört zur Gruppe der intrazellulären Steroidrezeptoren. Er 

beeinflusst als nukleärer Transkriptionsfaktor die Transkription spezifischer Zielgene über 

eine direkte Interaktion mit regulatorischen Sequenzen in der DNA (Culig et al., 1998). 

Zur Familie der Steroidrezeptoren gehören unter anderem die Östrogen-, Glukokorti-

koid-, Mineralkortikoid- und die Progesteronrezeptoren. In der Prostata wurde der AR 

überwiegend in den sekretorischen Zellen nachgewiesen, während die Basalzellen ihn nur 

schwach exprimierten. Im Stromagewebe der Prostata war der AR immunhistochemisch 

nicht oder nur sehr schwach nachweisbar (Sar et al., 1990). Das AR-Gen ist auf dem X-

Chromosom lokalisiert und erstreckt sich über mehr als 90 kb in der chromosomalen 

Region Xq12 (Wieacker et al., 1987). Es besteht aus 8 Exons und exprimiert in der 

menschlichen Prostata zwei verschieden große mRNAs von 7 kb und 10 kb (Lubahn et 

al., 1988). Das AR-Protein besteht aus ca. 917 Aminosäuren mit einer kalkulierten 

molekularen Masse von 98,845 kD (Brinkmann et al., 1989). Es enthält vier funktionelle 

Domänen (Cude et al., 1999):  

1. die aminoterminale Transaktivierungsdomäne,  

2. die DNA-Bindungsdomäne,  

3. die hinge-Region und  

4. die karboxyterminale Liganden-Bindungsdomäne (Androgenbindungsdomäne).  

Die DNA-Bindungsdomäne und die Liganden-Bindungsdomäne sind beide evolutionär 

hoch konserviert (Quigele et al., 1995). Das freie Testosteron diffundiert passiv durch die 

Zellmembran der Prostatazellen. Im Zytoplasma wird das Testosteron durch die 5-α-

Reduktase in das Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt, das die eigentlich wirksame 

Substanz darstellt. Nach Bindung des DHT an den AR bildet der AR Homodimere aus 

(Veldscholte et al., 1990; Zhou et al., 1994; Beato et al., 1996). Die DNA-

Bindungsdomäne des AR besitzt zwei Zinkfingerregionen, die eine Bindung an palindrome 

DNA-Sequenzen, die so genannten Androgen-responsiven Elemente (ARE), ermöglichen. 

Durch den DNA-Proteinkomplex aus ARE und AR wird zusammen mit weiteren Proteinen 

ein Transkriptionskomplex aufgebaut, der die Transkription des regulierten Zielgens 

ermöglicht. 

Die vorliegende Arbeit unterstützte die Theorie zur Erlangung eine Hormonresistenz über 

den Weg der Reaktivierung der Androgen Signal Kaskade, da erhöhte AR Level bei HRPC 

mittels IHC nachgewiesen wurden. Des Weiteren wurde die Induktion von Genen 

identifiziert, die bei der Hormonbiosynthese beteiligt waren. Dazu gehören z. B. SRD5A1 

(steroid-5-α-reductase) und HSD17B12 (hydroxy steroid-17β-dehydrogenase 12). Dieser 

Zusammenhang wurde bereits bei metastasiertem HRPC nachgewiesen (Stanbrough et 

al., 2006, Holzbeierlein et a., 2004). Daraus war abzuleiten, dass Dihydrotestosteron 

über alternative Pathways produziert wird bzw. ähnliche Hormone wie Androstendiol den 
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AR aktivieren können und dadurch die substituierte Hormonblockade keine Wirkung 

zeigte (Mizokami et al., 2004) 

MYC ist ein Transkriptionsfaktor, der immer aktiviert wird, wenn eine Zelle in die S-Phase 

eintreten soll. Durch Mutation kann MYC auf zwei klassische Arten aktiviert werden:  

1. Amplifikation: Amplifikation bedeutet die Vervielfältigung eines Gens. Die Auslöser und 

Mechanismen, die zu diesem eigenartigen Zustand führen, sind nicht geklärt. 

Amplifikation tritt in zwei Formen auf, die durch FISH-Analysen dargestellt werden 

können: 

a. Homogeneous staining regions: In einem Chromosom tritt ein Genabschnitt auf, der 

ausschließlich aus aneinander gereihten Kopien des fraglichen Gens, in unserem Beispiel 

des c-MYC-Gens, besteht. 

b. Double minute chromosome (doppelte winzige Chromosomen): Viele neue, 

unabhängig von den normalen Chromosomen weitergegebene genetische Einheiten 

treten auf, die neben den regulatorischen Abschnitten, die notwendig sind, um diese 

Einheit aufrecht zu erhalten, zusätzlich viele Kopien des fraglichen Gens enthalten. Die in 

einer dieser Formen amplifizierten c-MYC-Gene sind an sich normal aufgebaut; doch gibt 

es so viele davon, dass, wenn jedes normal funktioniert, insgesamt viel zu viel normales 

MYC-Protein entsteht, das die Zelle in die S-Phase treibt. 

2. Translokation: Bei der klinischen Form des Burkitt-Lymphoms, eines B-Zelltumors, 

finden sich häufig Translokationen, die einerseits das MYC-Gen auf Chromosom 8, 

andererseits einen der drei Immunglobulinloci (Schwere Ketten auf Chromosom 14, 

leichte Ketten auf Chromosom 2 oder 22) betreffen. Diese Form der Translokation wird in 

B-Zellen dadurch erleichtert, dass die DNA an den entsprechenden Stellen im Rahmen 

des rearrangements geschnitten wird. Das normale MYC-Gen gerät dadurch unter den 

Einfluss eines enhancers, der eigentlich dazu da ist, eine sehr starke Expression der 

Immunglobulinketten zu bewirken. Resultat: normales MYC-Protein wird in viel zu großen 

Mengen produziert. Was für MYC gilt, gilt auch für viele andere Transkriptionsfaktoren: 

deren Aktivierung bedeutet meist, dass ein mehr oder weniger normal funktionierendes 

Protein in viel zu großen Mengen exprimiert wird. 

Eine weitere mögliche Theorie zur Entstehung der Hormonresistenz gründet auf der 

Tatsache dass TRAX und Translin nur bei HRPC überexprimiert wird. TRAX Protein ist 

involviert in chromosomale Translokationsprozesse, Zellteilung und mRNA Transport und 

Lagerung. Es wird vorwiegend in Hoden und Gehirn exprimiert (Morales et al., 2002). 

TRAX ist ferner ein Protein, das an Konsensussequenzen von breakpoint junctions bindet, 

das bei chromosomalen Translokationen verschiedenen lymphoiden Malignomen 

beschrieben wurde (Aoki et al., 1995). Es wurde in der Vergangenheit ein direkter 

Zusammenhang zwischen TRAX Protein Level und Proliferationsstatus der Zelle 

nachgewiesen (Ishida et al., 2002). Hier wurde gezeigt, dass ein hoher Proteinlevel mit 

einer erhöhten Proliferation einherging.  
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Es besteht die Möglichkeit, dass es durch Translokationen, gefördert durch einen in 

dieser Arbeit nachgewiesenen Hochregulierung von TRAX, zu quantitativen 

Veränderungen der Genexpression kommt, bei der Fusionsgene gebildet werden, die ein 

chimäres Fusionsprotein exprimieren. Es legte die Vermutung nahe, dass dieses 

Fusionsprotein mit gesteigerter Kinase Aktivität entsteht, da in den 101 signifikant 

differenziell exprimierten Gene Signalmediatoren wie MYC, CDKN1A, HSPD1, TBPL1 zu 

finden waren und PKA ebenfalls, wenn auch nicht signifikant, erhöht war. Das chimäre 

Protein könnte durch Interaktion mit diesen Mediatoren zu einer gesteigerten AR Aktivität 

beitragen. Dieser Zusammenhang könnte in Zukunft mittels Chromosompainting und 

FISH Analysen weiter untersucht werden. 

In vorliegender Arbeit war TBP signifikant exprimiert und bot einen möglichen 

Erklärungsansatz für die hormonunabhängige Transkriptionsaktivierung. Es war bekannt, 

dass TBP an die TATA-Box in der kleinen Furche des DNA-Doppelstrangs bindet. Diese 

Arbeit unterstützte die Hypothese dass TBP in Abwesenheit von weiteren 

Transkriptionsfaktoren Sequenz-unspezifisch an DNA bindet (Coleman et al., 1995).  
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II. ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die Erforschung der Biologie maligner Tumoren beschränkte sich über lange Zeit auf die 

Suche nach genetischen Veränderungen. Dies hat sich in den letzten Jahren grundlegend 

geändert, da sich aus dem Wissen um die molekularen Veränderungen in den frühesten 

histomorphologisch erkennbaren Vorläuferläsionen neue Möglichkeiten zur 

Früherkennung und Prävention maligner Tumoren ergeben. Darüber hinaus gewinnen 

Aspekte zur Aufklärung des Krebs- und Progressionsrisikos zunehmend an Bedeutung. 

Voraussetzung für die Beantwortung dieser medizinischen und tumorbiologischen 

Fragestellungen war die Etablierung zielgerichteter molekularbiologischer und 

zytogenetischer Untersuchungsverfahren, die sich auch an Gewebeproben mit geringer 

Zellzahl, vor allem aus formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Geweben durchführen 

lassen. Dabei sollten, wenn möglich zeitgleich, multiple Gene in ein und derselben 

Zellprobe analysierbar sein. Da die individuelle Mutationsbeladung (mutation load) 

einzelner morphologisch gesunder Gewebe, als Ausdruck eines möglicherweise erhöhten 

Krebsrisikos, zumeist nur an Einzelzellen bestimmt werden kann, waren hier zur 

Untersuchung einzelner Gene weitergehend optimierte molekulargenetische 

Untersuchungstechniken erforderlich. 

 

Teilprojekt – Pankreas 

Das stark optimierte Untersuchungsverfahren der I-PEP-PCR wurde für die Untersuchung 

frühester genetischer Veränderungen, so genannter Signaturmutationen für das duktale 

Pankreaskarzinom, in den Genen p16INK4, p53, DPC4 an Vorläuferläsionen des duktalen 

Pankreaskarzinoms (PanINs) aus Geweben mit duktalen Metaplasien (DM) und 

chronischer Pankreatitis eingesetzt. Auf diese Weise sollten u.a. die ersten molekularen 

Stadien der Krebsentstehung bei chronischer Pankreatitis aufgeklärt werden. Diese Daten 

wurden durch immunhistochemische Untersuchungen der Proteinexpression oben 

genannter Gene und durch zytogenetische Aneuploidieanalysen in PanINs ergänzt und 

korreliert. Die Aneuploidie wird als ein wesentlicher Faktor bei der Initiierung eines 

malignen Tumors angesehen. 

Die Anwendung einer optimierten PCR-Technik erfolgte an lasermikrodissezierten PanINs 

und DM aus 21 Geweben chronischer Pankreatitis. Es wurden Mikrosatellitenanalysen der 

Genloci p16INK4, DPC4 und p53 durchgeführt sowie immunhistochemische 

Expressionsanalysen der Proteine p16, DPC4 und p53. Im Rahmen dieser wurde eine 

Gensequenzanalyse von p16INK4 und p53 durchgeführt. Ergänzend wurden zytogenetische 

Interphase-FISH Analysen der Chromosomen 7, 8 und 17 mittels Centromerproben 

durchgeführt. 

In Geweben chronischer Pankreatitis wurde ein Expressionsverlust des p16 Proteins in 

20% der PanIN-2 und 100% der PanIN-3 nachgewiesen. Das p53 Protein zeigte eine 
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Überexpression in 12% der PanIN-2 und in 100% der PanIN-3, während DPC4 Protein 

Expressionsverlust nur in PanIN-3 Läsionen nachweisbar war. 

In vorliegender Arbeit wurde mittels Mikrosatellitenanalyse in der Mehrzahl der PanINs 

ein LOH an nur einem Genlokus nachgewiesen. Hierbei war ein LOH des p16INK4 Gens 

signifikant häufiger sowohl in PanIN-1 als auch in DM Läsionen zu finden, im Vergleich zu 

LOHs der p53 und DPC4 Genloci. Ein signifikanter Unterschied für das zeitliche Auftreten 

von p53 LOH und DPC4 LOH in PanINs wurde nicht nachgewiesen. Es konnte hingegen 

ein Trend einer Akkumulation multipler LOH bei steigendem Dysplasiegrad in PanINs 

gezeigt werden. Die Anzahl der LOH Ereignisse aller drei Tumor-Suppressor-Gene war in 

Geweben chronischer Pankreatitis sehr viel geringer, als in Geweben mit 

Pankreaskarzinom. Eine Ausnahme bildete ein Fall mit Nachweis von PanIN-3 in 

chronischer Pankreatitis, dort entsprach die LOH-Häufigkeit aller drei Genloci der 

Häufigkeit in Geweben mit duktalem Pankreaskarzinom. Im Gewebe dieses Patienten 

wurden mittels Gensequenzanalysen fünf Mutationen im p16INK4 Gen nachgewiesen, 

davon zwei in klonaler Form und das bereits in DM und PanIN-1A. Ferner konnten 

Mutationen im p53 Gen klonal nachgewiesen werden, welche in heterozygoter Form in 

PanIN-1 und DM ohne gleichzeitiges LOH am p53 Genlokus vorlagen. Mit steigendem 

PanIN-Grad zeigte sich eine Akkumulation multipler Mutationen (LOH und 

Gensequenzänderungen), welche dann vermehrt in homozygoter Form zu finden waren. 

Die zytogenetischen Untersuchungen zeigten aneuploide Zellpopulationen bereits in 

PanIN-1 und DM, wobei die Anzahl aneuploider Zellen mit dem Grad der PanINs anstieg. 

Der Grad der Aneuploidie war unabhängig vom Vorliegen von Mutationen. 

In vorliegender Arbeit wurde das PCR-basierte Verfahren der whole genome amplification 

(I-PEP-PCR) angewendet Diese Prozedur ermöglichte eine molekulargenetische Analyse 

multipler beliebiger Gene aus mikrodissezierten Einzelzellen nach immunhistochemischer 

Anfärbung mit einer hohen Amplifikationseffizienz. Dies erlaubte z.B. die Erfassung eines 

individuellen mutation load über ein beliebiges Mutations-Reportergen, hier p53. 

Eine weitere Anwendung der optimierten I-PEP-PCR Technik lag in der molekularen 

Analyse multipler Gene in präneoplastischen Läsionen des Pankreaskarzinoms, den 

PanINs. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass Mutationen in homozygoter oder 

heterozygoter Form in Signaturgenen für das Pankreaskarzinom wie p53 und p16INK4 

bereits in Geweben mit chronischer Pankreatitis nachweisbar waren, häufig vor dem 

Nachweis eines LOH am jeweiligen Genlokus. Ferner waren diese Mutationen auch in 

bisher nicht berücksichtigten Gangläsionen in chronischer Pankreatitis, den DM, 

nachweisbar. Im Verlauf der Karzinogenese wurden multiple Mutationen in klonaler Form 

in den frühesten histomorphologisch fassbaren Vorstufen des Pankreaskarzinoms gezeigt. 

Des Weiteren wurde in diesen frühesten Vorstufen eine bereits messbare Aneuploidie als 

Ausdruck einer genetischen Instabilität sichtbar, welche jedoch nicht mit dem Vorliegen 

von Genmutationen korrelierte.  
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Teilprojekt – Kolon 

Das Ziel dieses Teilprojektes war, mit Hilfe der Lasermikrodissektion und der Mikroarray-

Technik, aus gut charakterisiertem Tumorfrischgewebe Genexpressionsprofile zu 

erstellen, um so in Zukunft prädikative und prognostische Markerprofile für die 

untersuchten Gewebetypen zu identifizieren. Dazu wurden Expressionsprofile kolorektaler 

Tumorzellen von sechs Patienten mit Expressionsprofilen gesunder epithelialer Zellen des 

Kolon von fünf Patienten verglichen. Der Vergleich erfolgte mit Hilfe von HG-Focus-

Arrays, die über 8000 humane Gene enthalten. Die Zellpopulationen wurden durch 

Lasermikrodissektion homogen isoliert. Es konnten signifikante Expressionsänderungen 

zwischen gesundem Kolongewebe und Tumorgewebe identifiziert werden. Diese 

unterschiedlich exprimierten Gene beinhalteten u.a. solche, die mit dem Zellzyklus, dem 

Metabolismus, der Signaltransduktion oder regulatorischen Prozessen assoziiert waren. 

Signifikant differenziell regulierte Gene wurden mittels RT-PCR Analysen bestätigt. Diese 

Experimente lieferten Informationen über die Karzinogenese im Kolon. Auf Basis dieser 

Informationen könnten zukünftige Untersuchungen aufgebaut werden, die mit höherer 

Proben- bzw. Patientenzahl Aufschlüsse zur Krebsentstehung in diesem Organ liefern 

könnten. 

Es wurden RNA Gewinnungs- und Analyse-Protokolle aus unterschiedlich fixierten bzw. 

unfixierten Gewebeproben erstellt, die sich in der Klinikroutine anwenden lassen. Es 

wurde gezeigt, dass steriles Arbeiten, Lasermikrodissektion zur RNA-Gewinnung und 

spezielle Fixierungs- und Färbe-Methoden für Qualität und Quantität der RNA von großer 

Bedeutung waren.  

 

Teilprojekt – Prostata 

Durch vorangehende Etablierung von RNA Gewinnungs- und Analyse-Methoden war es in 

diesem Teilprojekt möglich Frischgewebeproben unterschiedlicher Entnahmeart zu 

vergleichen. Es wurden Gewebeproben von 20 verschiedenen Patienten aus 

unterschiedlichen Krankheitsstadien der Prostata mittels Mikroarray Technik untersucht: 

Gewebe benigner Prostatahyperplasie, hormonsensitiven Prostatakarzinomen, 

Prostatakarzinomen die erstmalig Hormonresistenz zeigen und Gewebe aus länger 

hormonresistenten Karzinomen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, a) dass 

die ribosomale Biosynthese bereits in PCa Tumorgewebeproben aktiviert und in 

hormonresistenten Prostatakarzinom Proben diese im Vergleich stark erhöht waren. Im 

Vergleich zu anderen terminaldifferenzierten Zellen zeigten diese erhöhte 

Proteinexpression. Bisher wurde in der Literatur die Regulation der Energieversorgung bei 

Krebszellen überwiegend über die Glykolyse beschrieben. (Rossingnol et al., 2004; Choi 

et al., 2005). In dieser Arbeit konnte b) gezeigt werden, dass hormonresistente 

Prostatakarzinome ihre Energie aber vorwiegend über die oxidative Phosphorylierung 

regeln.  
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Des Weiteren wurde c) der MAPK Signalweg differenziell reguliert gefunden. In diesem 

Pathway steht DUSP1, das in HRPC als reprimiert detektiert wurde, in Wechselwirkung 

mit ERK. Ferner STK24, ebenfalls in HRPC reprimiert, bewirkt eine Aktivierung des p38 

Signalwegs, wodurch es zu staken Entzündungsreaktionen und fortschreitender 

Zellproliferation kommt (Zuo et al., 2000; Brondello et al. 1999). 

In vorliegender Arbeit wurde RNA aus transurethral resezierten Prostata Gewebeproben 

in hoher Qualität gewonnen, so war es möglich diese mit chirurgisch gewonnen Geweben 

direkt zu vergleichen. Nach statistischer Untersuchung wurden d) eventuelle Markergene 

identifiziert, die verschiedene Signalwege betrafen. Der größte Teil der darin differenziell 

regulierten Gene betrafen den Zellmetabolismus, ferner die Signalwege Notch, Wnt, 

Phosphatidylinositol, Zellzyklus, TGF beta, MAPK, Calcium, Apoptose. Des Weiteren 

konnten Gene gefunden werden, die Veränderungen in Pathways der Zell-Zell 

Interaktionen und das Actin Zytoskelett nach sich führen könnten, was ein Hinweis auf 

die Metastasierungsbereitschaft, des Karzinomgewebes geben kann.  

Aus dieser Arbeit ergaben sich Hinweise, e) dass es durch Chromosomen Translokationen 

gefördert, durch einer hier nachgewiesenen Exprimierung von TRAX, zu quantitativen 

Veränderungen der Genexpression kommt, bei der Fusionsgene gebildet werden könnten, 

die ein chimäres Fusionsprotein bilden. Hier wurde gezeigt, dass TBP signifikant 

exprimiert war, was einen möglichen Erklärungsansatz für die hormonunabhängige 

Transkriptionsaktivierung bietete. Das chimäre Protein könnte durch Interaktion mit 

diesen Mediatoren zu einer gesteigerten AR Aktivität beitragen.  
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