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1. Einleitung

1.1 Anatomie und Funktion der Papilla Vateri

1.1.1 Makroskopische Anatomie und Funktion der Papi  lla Vateri

Die Papilla Vateri (Papilla duodeni major) umfadsh gemeinsamen Mundungsbereich des

Ductus pancreaticus major und des Ductus choledocBie liegt in der Wand der Pars

descendens des Duodenums als ein rohrenformigek? cam langes Gebilde, dessen Endteil

etwas in das Duodenum hineinragt [Fischer, 2000].

Die Papilla Vateri untergliedert sich in

- common channel (ampullopankreatobilidres Gangsegin

- bilidres Gangsegment (distaler Ductus choledoghus

- pankreatisches Gangsegment (distaler Ductus gaicus) und

- das Ampulloduodenum [Fischer, 2003].

Da der common channel oftmals etwas aufgeweitetwistl dieser Teil auch als Ampulle

bezeichnet.
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Ductus choledochus
Pankreaskopf
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Ampulégeri [Fischer, 2003]



Es gibt drei anatomische Varianten der Papilla Vateri, die durch die Mindungs-,
ZusammenfluR- und Verlaufsvarianten von Ductus ethethus, Ductus pancreaticus major
und Ductus pancreaticus minor zustande kommen:t\ieidis zu 85 % der Falle) minden

Gallengang und Pankreashauptgang prapapillar inderaund bilden dann einen common
channel mit oder ohne ampullare Weitung. Wenn DDsictinoledochus und Ductus

pancreaticus zwar gemeinsam in der Papille minderen Géange aber durch ein Septum
getrennt bleiben, existiert keine Ampulle im engenne (5 %). Aul3erdem kdnnen Ductus
pancreaticus und Ductus choledochus an verschiadgteien ins Duodenum minden (9 %).
[Wittekind, 2001]

Abbildung 1.2: Verschiedene Mindungsvarianten desti® choledochus und des Ductus
pancreaticus: a) Einmindung des Ductus pancreaiicwen Ductus choledochus ausserhalb
der Darmwand. b) Gemeinsame Miundung von Ductusedbohus und Ductus pancreaticus.
c) Gemeinsame Mundung beider Gange, deren Lunetr@rmnt sind. d) Ausbildung einer

Papilla bipartita durch getrennte Mindung von Duwtucholedochus und Ductus

pancreaticus.[Kopf-Maier, 2000, S. 187]

Die Funktion der Papille besteht darin, den Sekretfluss aus dem Duodenafie iRapille zu
verhindern. Dazu tragt der besondere Aufbau deillBagchleimhaut bei. Die Schleimhaut
der Papille kennzeichnet sich durch hohe und diehénde Schleimhautfalten. Im Endteil der
Papille verlaufen diese Falten eher langs, wahreiedin der Ampulle quer verlaufen.
Untereinander sind die Falten noch durch kleine eBegerbunden, wodurch sich
dichtstehende taschenformige Klappen bilden, die 8ekretfluss nur in Richtung der
Mundung erlauben und damit die Funktion eines \ler@rfullen. Des Weiteren regelt die
Papille den Abfluss von ca. 600 ml Galle und caDQLBnl Pankreassekret pro Tag in das
Duodenum und die Ableitung der Galle in die Gallasb. Diese Funktion kann die Papille
mit Hilfe des komplexen Aufbaus des Sphincter Oediillen: Durch dessen Kontraktion
staut sich Sekret in die Gallenblase zuriick. Endekrparakrine und autonome nervale
Steuerung modulieren die Aktivitdt des Sphinktétsr wichtiges Hormon ist das in den

APUD-Zellen des Duodenums gebildete Cholezystokidims zu einer Verminderung des



Basaltonus des Sphincter Oddi und zu einer Kontnaktler Gallenblase fihrt und somit
Gallenfluss ins Duodenum bewirkt. [Fischer, 20001 220]

1.1.2 Mikroskopische Anatomie der Papilla Vateri

Histologisch ist die Papilla Vateri aus der Telacosa mit dichten Schleimhautfalten,
mukdésen Drisen und endokrinen Zellen, der Tela olags des Sphincter Oddi und der Tela
adventitia aufgebaut.

Die Schleimhautfalten des common channels sindnmikoidem hochzylindrischen Epithel
ausgekleidet. Die Zellen haben basalstdndige Kantk ein blal3-eosinophiles Zytoplasma
und produzieren Uberwiegend saure Mukopolysacobandl neutrale Muzine. In schwacher
Intensitat exprimieren diese Zellen CEA. Zum Ostilim lassen sich vermehrt Becherzellen
und Panethzellen nachweisen. Chromaffine  neuroeimdok Zellen  kdnnen
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Im Strander sich wenige Lymphozyten,
Plasmazellen und Mastzellen. Mukoide Driusen mingeren Rezessus zwischen den
Schleimhautfalten.

Sehr oft ziehen auch akzessorische PankreasgangdieinPapillenmuskulatur, da das
Pankreasgewebe in direkter Nachbarschaft der PBapliegt. Das umgebende
Ampulloduodenum hingegen ist von intestinaler Sohtaut bestehend aus Enterozyten,
Becherzellen, Panethzellen und entero-endokrindlerzausgekleidet. Die Papille ist somit
Schnittpunkt zwei verschiedener Schleimhauttypeie, dve 6sophago-gastrale Grenze oder
die Cervix uteri. Zudem ist sie dauerhaft drei usithiedlich zusammengesetzten Sekreten
ausgesetzt. Im common channel mischen sich Paslelgas und Gallensekret
physiologischerweise. Dort treten im Bereich depilRa auch am haufigsten atypische
Epithelien auf [Kimura, 2004]. Die Sondersituatials Schleimhautgrenze konnte erklaren,
warum dort im Bereich des Duodenums Adenome unciKame am hé&ufigsten auftreten
[Fischer, 2003].

1.2 Neoplasien der Papilla Vateri

1.2.1 Adenome und Karzinome der Papilla Vateri

Neoplasien treten im Dunndarm wesentlich seltendgrads im Dickdarm. Innerhalb des
Duodenums sind sie am haufigsten in der Pars déensrin der Nahe der Papille lokalisiert.
Die Inzidenz des Papillenkarzinoms in der westiich&elt betragt ungefahr 0,2 bis 2
Falle/100.000 pro Jahr. Die Unterscheidung zwisckarzinomen der Papillenschleimhaut

und Karzinomen der benachbarten Pankreaskopf-alelist Ductus choledochus- oder

9



peripapillaren Duodenalregion ist im fortgeschrige Stadien sehr schwierig. Deswegen
kann die Haufigkeit der Papillenkarzinome nicht en&@ssig angegeben werden. Das typische
Manifestationsalter fiir sporadische Papillenkamigo liegt im siebten und achten
Lebensjahrzehnt. Manner sind etwas haufiger betnofals Frauen. Im Mittel treten
Papillenkarzinome acht Jahre spater auf als Papdienome. Es wird vermutet, dass
Karzinogene oder Co-Karzinogene in der Galle oderPiankreassekret eine Rolle bei der
Entstehung der Neoplasien spielen, Inhaltsstoffe Amyarettenrauchs und Einfluss von
Kontrazeptiva sind als Risikofaktoren umstritteim ®ichtiger karzinogener Risikofaktor in
kustennahen ostasiatischen Gebieten ist die Ilwiekiier Gallenwege mit dem Leberegel.
Unumstritten als Risikofaktor fur prakanzertése bésn sind die erblichen Polyposis-
Syndrome, z. B. die familidre adenomatdse Polygba®).Wahrend sporadische Neoplasien
der Papilla Vateri mit der héchsten Inzidenz in ddtersgruppe von 60 bis 80 Jahren
auftreten, entwickeln sich bei hereditdren Polyg®gidromen Adenome und Karzinome
schon fraher [Wittekind, 2001]. So treten Karzinonder Papilla Vateri mit einem
vergleichsweise jungen Durchschnittsalter von 4%5rela auf. Die Papillenkarzinome
manifestieren sich zeitlich nach den KarzinomenKiasrektums; die Papillenregion ist nach
dem Kolorektum der zweithaufigste Manifestationsbei der familidren adenomatdsen
Polypose. Beim hereditaren nicht-polyptsen kolaiekt Karzinom (HNPCC) jedoch ist die
Inzidenz der Papillenkarzinome gering [Fischer,300

Nur selten findet man an der Papilla Vateri reineleAome, d.h. Adenome ohne
Karzinomanteil. Abhéngig von der GroRe und der Aedtur treten in biopsierten
Papillenadenomen bei genauer histologischer Untbtswg Karzinomanteile auf: In Biopsien
von kleinen tubularen Adenomen fanden sich in 238é6 Falle invasive Karzinomanteile,
waéhrend es in villdsen Adenomen bis zu 60 % wawit¢kind, 2001]. Viel haufiger treten
Papillenadenome in der Nachbarschaft von Papillamkamen auf und man spricht von
Karzinomen mit oder ohne Adenomanteil [YamagucBgT].

Makroskopisch lassen sich drei Wuchsformen der|Rapimoren unterscheiden [Fischer,
2000]:

- Die intramural-protruierenden Tumoren wachsen pidyip die Lichtung des common
channel ein und wdlben die von Duodenalschleimlidogrzogenen Papille in das
Duodenum vor.

- Die exponiert-protruierenden Tumoren wachsen pdyarch die Papillenmindung
in das Duodenum vor.

- Ulzerierte Tumoren zeichnen sich durch tiefenilvvesiWachstum aus.
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a) polypdser Tumor
b) ulzeréser Tumor

- ad¥

Abbildung 1.3: Wuchsformen des Papillenkarzinonisdirer, 2003]

Durch Stenose und Verschluss der Papille kommtues Yerschlulikterus, wodurch diese
Karzinome symptomatisch werden. Die intramural4pietenden Tumoren verschliel3en die
Papille friher (im Mittel 1,8 cm grol3), wahrend @ieponiert-protruierenden Tumoren (im
Mittel 2,7 cm grof3) und die ulzerierten Tumoren (iMittel 3,3 cm grof3) spater

symptomatisch werden. Die Papillenkarzinome inélen per continuitatem die

Duodenalwand und den benachbarten Pankreaskopfredlegrad den Ductus choledochus.
Da ulzerierte Karinome bei Diagnosestellung meistitev fortgeschritten sind als

protruierende Karzinome, haben sie haufiger berngitsegionédre Lymphknotenstationen
metastasiert. Neben Verschlussikterus auf3ern sciarppullare Tumore mit kolikartigen

abdominalen Schmerzen und Fieber als mutmallickge Feoner Cholangitis [Fischer et al.,
2000, S. 1233].

Mikroskopisch lasst sich bePapillenadenomen ein tubularer, tubulo-papillarer oder
papillarer Aufbau unterscheiden. Die Tumorzotterd urdriisen werden durch unreifes
Zylinderepithel mit niedriggradiger (low-grade iapithelialer Neoplasie / LG-IEN) oder
hochgradiger (high-grade intraepithelialer Neo@asHG-IEN) intraepithelialen Neoplasien
(IEN: fruihere Nomenklatur: Dysplasien) ausgekleid®cherzellen, argentaffine Zellen und
Panethzellen sind haufig nachweisbar. CEA und CA 18ssen sich zwar linear an der
apikalen Zellmembran nachweisen, sind aber im Sermriormbereich [Fischer, 2000, S.
1233].
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Abbildung 1.4: Adenom
mit typischem tubulo-
papilliarem Aufbau; HE-
Farbung, 20fache
VergroRerung. [Wittekind,
2001]

Nach Kimura et al. werderPapillenkarzinomen in zwei histologische Hauptgruppen
eingeteilt, den intestinalen Typ und den pankraaiwbn Typ.

Der intestinale Typ ahnelt dem tubularen Adenokarzinom des Kolons, Zlaeplasma ist
eosinophil und wahrscheinlich stammt dieses Epittah der duodenalen Mukosa ab.
Kimural et al. fanden diesen Karzinomtyp in 25 % aletersuchten Karzinome.

Der in 72 % der Falle gefundermankreatobiliare Typ zeichnet sich durch papillare
Auswichse mit wenig fibroser Innenstruktur auss Bgtoplasma der Zellen ist klar. Dieser
Zelltyp stammt vom pankreatobiliaren Epithel abriiira, 2004]. Aul3erdem weisen diese
zwei Typen unterschiedliche immunhistochemischeeisghaften auf (s. Abbildung 1.5).
Neben diesen beiden Haupttypen der Papillenkarznogibt es noch weitere
>ungewohnliche” Subtypen [Albores-Saavedra, 2000¢ wlas gering-differenzierte (G3)
Adenokarzinom, das invasiv-papillare Karzinom urad dhtestinal-muzinése Karzinom, die

in dieser Studie bertcksichtigt wurden.
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Intestinaler Typ Pankreatobiliarer Typ

Expression von Keratin 7:
Intestinaler Typ negativ
fur Keratin 7;
Pankreatobiliarer Typ
positiv fur Keratin 7

Expression von Keratin 20
(Dunndarmschleimhaut):
Intestinaler Typ positiv

fur Keratin 20;
Pankreatobiliarer Typ
negativ fur Keratin 20

Intestinaler Typ: Komplexe
tubulére und vernetzte
Drisen

Pankreatobiliarer Typ:
einfache Drisen

o i T

Abbildung 1.5: Hisologische Eigenschaften des tirtaken und pankreatobiliaren Typs des
Papillenkarzinoms [Fischer, 2003]

Grosse Ulzerationen und histologische Pankreasmvasowie Lymphknotenmetastasen
treten haufiger beim pankreatobilidaren als beimegdtibhalen Typ auf. Auch die

Uberlebenskurven der beiden Karzinomtypen unteidehesich: Wahrend die 5-Jahres-
Uberlebensrate beim intestinalen Typ bei ca. 60 0%8liegt, betragt sie beim

pankreatobiliaren Typ nur ca. 30 % [Kimura, 2004uch die Rezidivrate ist beim

pankreatobiliaren Typ hoher als beim intestinaleyp.TTrotz dieser Unterschiede ist der
histologische Subtyp kein statistisch signifikanfReognosefaktor [Lee, 2010] und hat keine
Konsequenzen fir die Therapie.

In der WHO-Klassifikation werden die Papillenkaamne den Tumoren der Gallenblasen-
und dem extrahepatischen Gallengéngen zugeordeen&hen 12,9 % der extrahepatischen
Gallengangskarzinome aus [Kimura, 2004]. Das Stpder Papillenkarzinome erfolgt mittels
TNM-Klassifikation: Die Kklinischen und pathologisan T-, N- und M-Kategorien
entsprechen sich.
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T-Kategorie: lokale Ausdehnung des Primartumors

Tis | Carcinoma in situ

T1 | Tumor begrenzt auf die Ampulla Vateri oder deddE6phinkter

T2 | Tumor infiltriert in Duodenalwand

T3 | Tumor infiltriert in Pankreas

T4 | Tumor infiltriert in peripankreatisches Weichgehwe und/oder andere Nachbarorgane oder —strukturen

N-Kategorie: Befall regionarer Lymphknoten

Zu den regionaren Lymphknoten zéhlen die Lymphkmgteppen superior und inferior des Pankreaskopf-und
korper, die vorderen und hinteren pankreatikoduatem pylorischen und proximalen mesenterialen
Lymphknoten und die Lymphknoten am Ductus choleds@owie proximale mesenteriale Lymphknoten.

Die Milzlymphknoten und die Lymphknoten am Panksehsvanz zahlen nicht zu den regionaren Lymphknoten,
sondern werden als Fernmetastasen klassifiziert.

Fur das pathologische Staging werden UblicherwEiseder mehr Lymphknoten histologisch untersucht.

NO | Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 | Regionare Lymphknotenmetastasen

M-Kategorie: Fernmetastasen

MO | Keine Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen (einschlieRlich Metastasen in Milplyknoten und/oder in Lymphknoten des

Pankreasschwanz

Stadiengruppierung des Papillenkarzinoms

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | A T1 NO MO
Stadium | B T2 NO MO
Stadium Il A T3 NO MO
Stadium 11 B T1, T2, T3 N1 MO
Stadium 1l T4 Jedes N MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

[Wittekind, 2010]

1.2.2 Adenom-Karzinom-Sequenz bei Neoplasien der Pa  pilla Vateri

Die Tumorentstehung durch eine Adenom-Karzinom-8egust in Bezug auf kolorektale
Tumore anerkannt: Durch schrittweise AkkumulatiamnvGenveranderungen im Sinne des
linearen Progressionsmodells von Fearon und VagelsfFearon, 1990] erfolgt die
Entwicklung aus normalem Epithel Uber mehrere Adestafen und zunehmender
intraepithelialer Neoplasie (IEN; friher: Dysplgszeim Karzinom. In diesem Prozess werden

Tumorsuppressorgene durch Mutationen ausgeschalit, APC Adenomatosigolyposis
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coli), p53, DCC (leleted incolorectalcancer) oder SMAD4 (Homolog des Drosophila-Gens
MAD; mothers against decatetraplegic) bzw. Onkogene aktiviert (z. B. K&A Eine
Vielzahl von Autoren postuliert, dass auch fur Nasgen der Papilla Vateri die Adenom-
Karzinom-Sequenz gilt. Das Vorhandensein von Adetgilen in chirurgischen
Resektionspraparaten von Karzinomen der PapilleeiVainterstitzt dieses Konzept. So
lassen sich in bis zu 90 % der daraufhin unterguciResektionspraparate im Randbereich
adenomatdse Reste mit IEN identifizieren, aus desieh ein Karzinom entwickelt hat
[Kozuka, 1981], [Baczako, 1985Je hoher das T-Stadium und der Malignitatsgrad der
Karzinome ist, desto geringer ist der Adenomante#s fir eine ,Uberwucherung® der
Adenomanteile durch das aggressive Karzinom sprfidem zeigen retrospektive Studien,
dass Patienten mit der Diagnose eines Adenoms stthohitlich junger sind als Patienten mit
der Diagnose eines Karzinoms, was ebenfalls nahelg@ss sich die Adenome zu
Karzinomen weiterentwickeln [Stolte, 1996], [Kais2002].

Die besondere Situation der Papilla Vateri als &ofthautgrenze wird als prokarzinogen
gewertet. Morphologische Studien untermauern diesAutopsiepraparaten, in denen das
Epithel des common channel und das Epithel der dogaunkreatischen und ampullobilidren
Gangsegmente getrennt beurteilt werden, zeigt slaBs der common channel wesentlich
haufiger von IEN betroffen ist als das ampullopaakische oder das ampullobiliare
Gangsegment. Low-grade IEN finden sich in 25 %fFedle im Common channel, in nur 15
% im ampullobiliaren Segment und in nur 6 % im aligmankreatischen Segment. Auch
hihg-grade IEN sind signifikant haufiger im commadmannel (3,8 %) als im ampullobiliaren
Gangsegment (2,3 %), im ampullopankreatischen Segifie0 %) oder im duodenalen
Epithel (0,6 %) vorhanden. IEN, aus denen Karzinbvorgehen kénnen, wurden also am
haufigsten im commen channel gefunden, wo sich e@sdlkret und Pankreassekret
physiologischerweise mischen [Kimura, 2004].

Neben morphologischen Studien belegen auch molegdatl@logische Untersuchungen die
Entwicklung der Karzinome aus Adenomen. Beim kditaken Karzinom wurden beziglich
der genetischen Veranderungen zwei unterschiedlRiozesse der Karzinomentstehung
identifiziert, die sich beide unter dem Oberbegritfer genetischen Instabilitat
zusammenfassen lassen. Die sogenah@tel (loss of heterozygosity)-positivenTumore
(Signalweg der chromosomalen Instabilitatweisen Hyperploidie und Allelverluste u.a. am
Chromosom 18g und 17p auf. Tumore mit hochfrequehtstabilitat in Mikrosatelliten
(MSI-high-positive Tumore)sind durch genetische Instabilitat in Mikrosatehi(Signalweg

der Mikrosatelliten-Instabilitat /MSI) gekennzeichnet. Auf diese zwei karzinogenetischen
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Entstehungsmechanismen soll im Folgenden am Beéidpge kolorektalen Karzinoms naher

eingegangen werden.
1.3 Molekulare Pathogenese

1.3.1 Mikrosatelliteninstabilitat

Im Rahmen der genetischen Instabilitat bei der iamenstehung wird diehromosomale
Instabilitat von deMikrosatelliteninstabilitat unterschieden.

Mikrosatelliten sind einfach-repetitive DNA-Sequenzmit einer Lange von bis zu sechs
Basen. Diese repetitiven Basensequenzen, auch tRegemannt, kommen in nicht-
kodierender und in kodierender DNA vor. Im mensdfgn Genom kommen am héaufigsten
(A)- und (CA)-Repeats vor, die 10- bis 60-mal widudt werden. Die Repeatlangen
unterliegen einer grof3en interindividuellen Vapati Innerhalb des Gewebes eines
Individuums ist die Lange der einzelnen Mikrosattl aufgrund der somatischen Stabilitét
jedoch konstant. Da Mikrosatelliten eine hohe Hwetggotierate aufweisen, ist die
Mikrosatelliten-Analyse eine einfache Methode zunachlveis fur einen Verlust der
Heterozygotie (LOH) [Ruschoff, 1998]. Mikrosatedlit haben eine vergleichsweise hohe
Mutationsrate. Die Mutation erfolgt Uber DNA-Rem@tion-Slippage: Wahrend der
Replikation ordnen sich der Matrizenstrang und meugebildete Strang verschoben an, so
dass die Repeatanzahl verandert ist. In In-vitrpexnenten zeigte sich, dass DNA-Slippage
sehr haufig vorkommt. In-vivo reduziert ein spdeel DNA-Reperatursystem, das
Mismatch-Repair-System die Mutationsrate der Mikrosatelliten um das 1@ 1000-
fache. Die Mikrosatelliten-Mutationsrate ergibttsiolglich aus der primaren DNA-Slippage-
Rate und der Effektivitat des Mismatch-Repair-Syste Inzwischen sind verschiedenen
Mismatch-Repair-Gene identifiziert worden, z. Be dene hMSH2, hMLH1, hMSHS6,
hPMS1, hPMS2 etc.. Diese Gene sind darauf speeidlikleine DNA-Mutationen wie
Basen-Fehlpaarungen und kurze Insertionen odetibed® zu erkennen. [Thibodeau, 1993],
[Fishel, 1993]

Als Beispiel fur Tumoren, die durch Mikrosatellitestabilitdt entstehen, dient das erbliche
hereditare nichtpolyptse kolorektale Karzinom (HNBCein Krebsdispositionssyndrom, das
5 — 8 % aller kolorektalen Karzinome ausmacht. BBMPCC ist ein Beispiel fir einen
erblichen Defekt des Mismatch-Repair-Systems mitsulteerender hochfrequenter
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-high). 90 % der HRCC-assoziierten kolorektalen
Karzinome (KRK) weisen Repeatlangenveranderungef) hingegen nur 12 % der

sporadischen KRK. Aufgrund einer Keimbahnmutatieegtl in allen Koérperzellen ein
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defektes Allel des betroffenen Mismatch-Repair-Gem. Tritt im Lauf des Lebens eine
Alteration im zweiten Allel dieses Gens auf, resut eine hochfrequente
Mikrosatelliteninstabilitat.  Auch in  kodierenden t@&dschnitten  fuhrt  eine
Repeatlangenveranderung zu Leserasterverschiebungeh dadurch zur Produktion
verklrzter, funktionsloser Proteine. Diese Leserastschiebungen betreffen auch Gene, die
fur DNA-Reparatur, Signaltransduktion oder Apopteseantwortlich sind. Dadurch kénnen
diese Zellen einen Wachstumsvorteil erwerben uthdimklieren aufgrund ihrer genetischen
Instabilitéat weitere wachstumsférdernde Mutationfgteltomaki, 1997]. Beim HNPCC-
Syndrom dient ein international anerkanntes Paael% Mikrosatelliten der Festlegung des
MSI-Status: zu diesen Primern zdhlen BAT25, BATPR,7S250, D2S123 und D5S346
(National Cancer Institute consenus panel). KoltalekKarzinome werden in MSI-H (high-
frequency MSI; mindestens zwei der funf Marker abd), MSI-L (low-frequency MSI; einer
der funf Marker instabil) und MSS (microsatellitealde; alle Marker stabil) eingeteilt. Bei
MSI-high-Status spricht man auch vom RER-Phano{Replication Error). Es hat sich
herausgestellt, dass MSI-H-Tumoren vor allem imxpnalen Kolon lokalisiert sind,
spezifische histopathologische Eigenschaften askreund weniger aggressiv im klinischen
Verlauf sind als MSI-L- und MSS-Tumoren [Boland,989. In der Praxis wird der MSI-
Status zum HNPCC-Screening bei sporadischen Falem kolorektalen Karzinomen
verwendet. Studien bewiesen, dass bei MSI-H-Tumal@n betroffene Mismatch-Repair-
Protein nicht synthetisiert und somit immunhistouiszh nicht nachgewiesen werden kann
[Dietmaier, 1997].

In Bezug auf Papillenkarzinome sind die Aussagerscheedener Studien nicht einheitlich
[Kim, 2003], [Imai, 1998], [Suto, 2001], [lacono,0@7], [Achille, 1997], [Park, 2003].
Wahrend einige Autoren keine Hinweise daflr seltass Mikrosatelliteninstabilitat eine
Rolle bei der Karzinogenese der ampullaren Tumepelt [Park, 2003], postulieren andere,
dass Mikrosatelliteninstabilitat bei ampullaren Kiaomen — analog zum kolorektalen
Karzinom — z.B. das TGF-beta-Rezeptor II-Gen vesémndind damit einen schwerwiegenden
Faktor in der Karzinogenese spielen konnte [Im@98]. Mehrere Studien zeigen Ergebnisse,
wonach MSI-positive Papillenkarzinome mit einer ds¥en Prognose einhergehen [lacono,
2007], [Suto, 2001], [Achille, 1997].

In der vorliegenden Arbeit ist der MSI-Status detensuchten Papillenkarzinome bekannt, da
dies bereits im Rahmen vorangegangener Arbeiteersudht worden ist. Dazu wurden das
oben beschriebene Primer-Panel inklusive zwei waitérimer (BAT40 und D18S61)

untersucht.
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1.3.2. Chromosomale Instabilitdt am Chromosom 17pu  nd 18q

Neben der Mikrosatelliteninstabilitat gilt die chmosomale Instabilitat als karzinogenetischer
Entstehungsmechanismus. Die chromosomale Instdlghtht mit Verlust oder Zugewinn von
Genmaterial einher, die auch die Tumorsuppresserbetreffen. Besonders haufig sind beim
kolorektalen Karzinom das APC-Gen (Chromosom 5g3, 053-Gen (Chromosom 17p) und
Chromosom 18g mit mehreren dort lokalisierten Tuwuppressorgenen betroffen.
Mutationen des APC-Gens tragen zu weiteren strakeur und numerischen
Chromosomenveranderungen wéahrend der Mitose beidada APC eine stabilisierende
Wirkung bei der Zellteilung hat. So entstehen Tiakegtionen, Deletionen und Aneuploidie,
die wiederum den Funktionsverlust von weiteren Trigappressorgenen (z.B. p53, SMAD 4)
und Onkogenaktivierungen (K-RAS) nach sich ziehéshiro, 2001].

Der im Rahmen der chromosomalen Instabilitat aidftemde Verlust der Heterozygotie
(LOH) des Chromosomk/pist eines der haufigsten Phanomene beim koloekidarzinom
(KRK). Untersuchungen ergaben 17p-LOH in bis z®@@der KRK [Blaker, 1999], [Yashiro
2001], [Goel, 2003], [Mueller, 1998]. Dieses Eregynst fur die Transformation zum
malignen Tumor notwendig. Zum Einen lasst sich L@ weniger haufig bzw. gar nicht in
Adenomen finden [Yashiro, 2001]. Zum Anderen weigemovo-Karzinome haufiger 17p-
LOH auf als Karzinome, die aus Adenomen entstansied. Klinisch sind de-novo-
Karzinome aggressiver als ex-Adenom-Karzinome. Diéhere Rate an 17p-LOH
widerspiegelt diese Tatsache molekularpathologeisheinen in der Tumorigenese weiter
fortgeschrittenen Prozess [Mueller, 1998]. p53istwichtiges Tumorsuppressorgen, das auf
Chromosom 17p13 lokalisiert ist. Durch Verlust #aterzygotie des Chromosoms 17p und
aufgrund weiterer Alterationen des zweiten Allelgnimt es zum Funktionsverlust des
Tumorsuppressorgens. Im Unterpunkt 1.4.1 wird aufle dFunktionsweise des
Tumorsuppressors p53 eingegangen.
Neben Chromosom 17p ist auch Chromostg beim kolorektalen Karzinom héaufig von
chromosomaler Instabilitat betroffen. Analysen kaorektalen Karzinomen haben in bis zu
36 % der Falle einen LOH des langen Arms des Chsoms 18 gezeigt. Mehrere Autoren
belegen, dass dies ein negativer prognostischeaoiFsk KRK im Stadium Il mit 189-LOH
gehen mit einer hoheren Rezidivrate und geringdoemkheitsfreien und Gesamt-Uberleben
einher als Karzinome im gleichen Stadium ohne 18ddL Somit kann 18q Allelverlust als
prognostischer Marker bei Patienten des Stadiuhadhen [Sarli, 2004] oder auch Patienten
des Stadiums Il identifizieren, die ein hohes Remsiko haben und von einer adjuvanten
Chemotherapie profitieren kénnten [Ogunbiyi, 199BEsonders wichtig ist die Region
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18g21.1, die sich bei genaueren Analysen als retevdegion des LOH herausgestellt hatte.
In dieser Region sind die Tumorsuppressorgene D@G 8MAD4 genetisch kartiert
[Martinez-L6pez, 1998]. Im Weiteren (Unterpunkt .2.4ind 1.4.3) werden die in dieser
Arbeit untersuchten Gene SMAD4 und Maspin des Cbhsmms 18q naher beleuchtet.

1.4 Grundlagen zu den immunhistochemisch untersucht en
Tumorsuppressorgenen

1.4.1 p53
Tumorsuppressorgene sind Gene, deren Genproduldprisierende Wirkung auf die

Proliferation der Zelle haben. Der Verlust dieseammenden Funktion durch fehlende
Bildung oder fehlerhaftes Genprodukt fuhrt zu deflertem Wachstum der Zelle. Der
Funktionsverlust des Gens tritt erst ein, wenn dehllele des Tumorsuppressorgens
fehlerhaft sindrezessived/erhalten) [Bocker, 2001, S179].

Das TumorsuppressorgerP53 ist auf Chromosom 17p13 lokalisiert und kodient €ien
nuklearen Transkriptionsfaktor p53. Im Falle eir@&lA-Schadens der Zelle wird p53
hochreguliert und aktiviert verschiedene Zielgebadurch kommt es zu einer Arretierung
des Zellzyklus in der G1-Phase, einer Aktivieruran \DNA-Reparaturmechanismen und,
wenn der DNA-Schaden nicht behoben werden kann, Aktivierung des
Apoptosemechanismus. Der Zellzyklus-Arrest erfalger die Aktivierung des Gens WAF1
(= wilde typeactivating fragment 1). Dessen Genprodukt p21WAF1 ist ein itdrprotein
fur zyklinabhangige Kinasen. Dadurch wird verhiridelass die zyklinabhéngigen Kinasen
das Retinoblastom-1-Protein phosphorylieren undtimaren. Das Retinoblastom-Protein,
ebenfalls ein Tumorsuppressor, blockiert den Hintni die S-Phase des Zellzyklus und so
bleibt die Zelle in der G1-Phase stehen, was digaReur des DNA-Schadens ermdglicht.
Unter Beteiligung von p53 werden in der Zelle Repamgene aktiviert, u.a. GADD45
(growth arrest DNA damage). Ist der DNA-Schaden behoben, aktiviert g&8 MDM2
(murine double minute)-Gen, dessen Genprodukt p@a&tiviert. Wird der DNA-Schaden
nicht behoben, aktiviert p53 das bax-Protein un&-EBP3 (insulin-like-growth-factor), die
die Apoptose in Gang setzen. Das Tumorsuppress@gererfullt somit seine Funktion als
~Wachter des Genoms* [Lane,1992]. Ohne die Funkties Tumorsuppressorgens p53 findet
keine Zellzykluskontrolle mehr statt, wodurch DNAKaden nicht korrigiert werden.
Deswegen sind p53-mutierte Zellen genetisch inlgiahind Mutationen treten in diesen

Zellen vermehrt auf.
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Abb. 1.6: Schematisch Darstellung des Wirkmechanismyss@eBroteins

Mutierte p53-Proteine weisen eine verlangerte Haltsezeit auf, kumulieren in den
Zellkernen und werden dadurch immunhistochemisothwaisbar. Immunhistochemische
Detektion der p53-Proteine in der Zellkernen didat Detektion von p53-Mutationen in
gastrointestinalen Karzinomen. Speziell in ampulidkarzinomen liegt die Detektionsrate

von p53-Genmutationen durch Immunhistochemie bei 8G%rffa 1993], [Scarpa 2000].

1.4.2 SMAD4
Das in dieser Studie untersuchte SMAD4 (Begriff Ksimbination aus SMA und MAD,

jeweils das Homolog in Caenorhabditis elegans umds@phila), auch DPC4d¢leted in
pancreaticcarcinomalocus 4) genannt, ist auf Chromosom 18q21.1 lokalidtes spielt eine
wichtige Rolle im TGF-R-Signalweg: TGF{transforminggrowth factor p) ist ein Zytokin,
das eine wichtige Rolle im Signalnetzwerk der Zekpielt und Wachstum, Differenzierung
und Tod der Zellen regelt. Zur T@+Familie gehdren ca. 30 verschiedene Molekile, die
verschiedene, auch komplementare Effekte haben undverschiedenen Zeitpunkten
exprimiert werden.
TGF{ bewirkt eine Verbindung zweier Rezeptorkomplexee dn der Folge Smad-
Transkriptionsfaktoren aktivieren. Die Smad-Protegied die einzigen bekannten TEF
Rezeptorsubstrate, die der Signalweitergabe dienemilE drei verschiedene Untergruppen
von Smads, R-Smads, Co-Smads und I|-Smads: R-SmadsSsimads, die als direkte
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Rezeptorsubstrate dienen, z. B. die Smads 1, 2, 3, 55&dis werden phosphoryliert, was
die Affinitdt zu einer zweiten Smad-Gruppe, den eswmnnten Co-Smads erhodht. Beim
Menschen ist nur ein Co-Smad bekannt, Smad 4, daallnR-Smads zur Komplexbildung
verwendet wird. Somit spielt Smad 4 eine Schluefelin der Signalweitergabe des TGF[3-
Signalwegs. Eine Keimzellmutation von Smad 4 verhsdas juvenile Polyposis-Syndrom.
Die sogenannten I-Smads, Smad 6 und 7, inhibiere @fE-3-Signale in einem Feedback-
Mechanismus durch Inhibierung der Komplexbildungh \®@-Smads und Co-Smad. Smads
haben im Zellkern keine prazise Funktion, sondesfetn lediglich ein Signal. Mehr als der
Smad-Komplex selbst bestimmen die genetische ®ituaind andere Signalantworten der
Zelle, welche Gene vom Smad-Komplex erkannt undwelichem Ergebnis die Zielgene
transkribiert werden. Die Affinitat der Smads zu eihrZielsequenz ist gering und in
Interaktion mit zellspezifischen Kofaktoren ergsith eine zellspezifische Smad-Antwort
[Massagué, 2000], [Liu, 2010].

Der TGF$-pathway fuhrt in epithelialen, endothelialen, hamatetischen u.a. Zellen zu
einem bedeutenden antiproliferativen Effekt durchibdierung der Zellteilung und durch
Down-Regulierung von Transkriptionsfaktoren [Massa2000]. TGH hat allerdings nicht
nur eine Tumorsuppressorfunktion, in manchen Féterelieren hohe TGF-Konzentrationen
auch mit fortgeschrittenen klinischen Tumorstadiéwf indirekte Weise konnte TGE-
Immunantworten unterdriicken und angiogenetischaéoFek stimulieren sowie auf direkte
Weise Wachstum stimulieren, wenn Tumorzellen salekiie Wachstumshemmung als
Antwort auf TGF verloren haben. Viele Tumorzelllinien zeichnen dgicinch einen Verlust
der TGFg-vermittelten Wachstumshemmung aus. Man schatzt, désgt alle
Pankreaskarzinome und Kolonkarzinome MutationerPiateinen des TGB-Signalwegs
haben. Darunter sind auch Mutationen in Smad 2 undd34, beide auf Chromosom 1821
lokalisiert. Smad 2 wund 4 werden entweder durch d€arlust der ganzen
Chromosomenregion oder durch kleine Deletionen, iasserverschiebungen, nonsense- oder
missense-Mutationen inaktiviert. Smad 4, anfangs D@Ghozygously deleted in pancreatic
carcinoma locus 4) genannt, verzeichnet in der eld@ér Pankreaskarzinome [Hahn, 1996]
und in einem Drittel der Kolonkarzinome einen Vetlibeider Allele [Massagué, 2000].
Woodford-Richens et al. haben die Rolle von SMAD4H.@h Bezug auf die Adenom-
Karzinom-Sequenz von kolorektalen Tumoren untersubtabei zeigte sich, dass MSI-
positive Tumoren keine LOH oder Mutation im SMAD4#iG aufweisen, sondern haufig
TGF-3-1I-Rezeptor-Veranderungen. MSI-negative Tumor&ingegen zeigten haufig
SMADA4-Mutationen oder Genverlust von SMAD4 oder DC@inem weiteren

21



Tumorsuppressorgen auf Chromosom 18q. Er ordneAdfireten von SMAD4-Mutationen
in der Adenom-Karzinom-Sequenz zeitlich nach deftr@anung der pathways in MSI-

positive und —negative Tumoren ein [Woodford-Richens1P00

Der Nachweis von DPC4/SMADA4-Inaktivierung ist dudahmunhistochemie relativ einfach
maoglich: Bei Pankreaskarzinomen liegt die Deteldrate von DPC4-Alterationen bei 93%
mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt [Wilentz, 2000n normalen pankreatischen Gewebe
kann DPC4 immunhistochemisch nachgewiesen werdenlie§o DPC4 in mittlerer bis
starker Konzentration in Zytoplasma normaler Azinsictus- und Inselzellen vor, wahrend
die nukleare Anfarbung variiert [Moore, 2001], [Wilentz02D

1.4.3 Maspin
In direkter Nahe zu SMAD4 auf Chromosom 18qg21 bdinsich das Maspin-Gen

(SerpinB5). Maspinrhammary serine proteasanhibitor) ist ein Serin-Protease-Inhibitor und
wurde als Tumorsuppressorgen entdeckt, das in netm&élamma- und Prostatagewebe
auftritt und im Rahmen der Tumorigenese vermindexprimiert wird. Es verhindert
Invasivitat, Zellmotilitdt und Metastasierung bei ii@a- und Prostatakarzinomen.
Entsprechend korreliert der Verlust der Maspinesgic mit schlechterer Prognose bei
Mamma- und Prostatakazinomen [Abraham et al., 200&mperton, 1997] [Sheng 1996],
[Zou, 1994], [Maass, 2001, B], [Maass, 2001, C], [Hojo, 20{(Hou, 2002]. Im Gegensatz
dazu exprimieren andere Gewebearten wie Pankreabgewder Gallenblasengewebe kein
Maspin und Maspin wird erst bei kanzerdsen Lasiaagrimiert [Maass, 2001, A], [Ohike,
2003] [Kim, 2010]. In einigen Studien korrelierte Ndasexpression aber auch mit einer
schlechteren Prognose, z.B. bei duktalem Mammakarzinmder nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom [Umekita, 2002], [Hirai, 2005].

Auch beim kolorektalen Karzinom sind die Aussagealglich der Wirkung von Maspin
kontrar: Nach Boltze geht beim kolorektalen Karmrem ein Verlust von Maspin mit
erhohter p53-Proteinexpression einher, aber aucteimér hoheren Wahrscheinlichkeit fur
ein Tumorrezidiv und kiirzeres rezidivfreies Ubeelebsowie Gesamt-Uberleben [Boltze,
2005]. Bettstetter et al. belegen, dass eine MaspardXpression im Zellkern bei
mikrosatelliteninstabilen und gering differenziertermiowen auftritt [Bettstetter, 2005].

Die Funktionsweise des Maspin ist bisher nichtstaldig aufgeklart. Die tumorsuppressive
Wirkung von Maspin kommt einigen Studien zufolgefdgeblich durch seine inhibitorische
Wirkung auf die Angiogenese zustande. In einem iwo vModell mit Rattencornea

verhinderte Maspin Neovaskularisation. Auch mutierdaspinderivate blockierten
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Angiogenese in vivo und in vitro [Zhang, 2000]. Zudbestehen Zusammenhange mit dem
p53-Signalweg: p53 induziert Maspinexpression, ingsndirekt an eine p53-Bindestelle im

Maspin-Promotor bindet [Zou, 2000]. Im Tierversuchnikt® gezeigt werden, dass

intrazellulares Maspin Uber eine vermehrte Expogssion pro-apoptotischem bax zur

Apoptose der Zellen fuhrt [Zhang, 2005].

Maspin scheint also je nach Zelltyp tumorsuppressdvirkung zu haben, wobei weder

Funktionsweise noch Signaltransduktionswege gekliadt si

1.5 Fragestellung
Die Karzinomentstehung ist bei kolorektalen Karnem — wie in der Einleitung dargestellt —

intensiv untersucht. Bei Papillenkarzinomen sindézug auf die Tumorigenese noch viele
Fragen offen. Diese Arbeit untersucht ein Kollektion Papillenkarzinomen, fur die aus

anderen Doktor-Arbeiten klinisch-pathologische ¥hlen wie TNM-Stadium, MSI-Status

oder Uberlebenszeit bereits bekannt sind.

In dieser Arbeit wird die Rolle der Allelverlusten alen Chromosomen 17p und 18q bei
Papillenkarzinomen mittels LOH-Analyse fiir die Markp53 und D18S61 beleuchtet und
diese in Bezug zu Gesamt-Uberleben und MSI-Statesetgt. Zum Einen sollen die

Ergebnisse der LOH-Analyse fir die hier gewahltegriddr mit den publizierten Ergebnissen
unter Verwendung anderer Marker auf diesen Chromesarmen verglichen werden. Zum
Anderen soll untersucht werden, inwiefern die LOHalse Aussagen Uber die Prognose
treffen kann. Wenn sich hierbei signifikante Ergeba zeigen, kdnnten Details in der
Karzinogenese der Papillenkarzinome geklart werden.

Die im zweiten Teil immunhistochemisch untersuchiemorsuppressorgene p53, SMAD4
und Maspin befinden sich auf den per LOH-Analystersuchten Chromosomenarmen. Die
Ergebnisse der immunhistochemischen ExpressiorerdiBsmorsuppressorgene werden mit
pathologischen und klinischen Variablen wie TNM{8saund Uberlebenszeit korreliert. So
wird die Relevanz der untersuchten Tumorsuppressdre der Karzinogenese der

Papillenkarzinome beleuchtet. Zum Anderen kodnntensadunenhénge zwischen

Allelverlusten der beiden Chromosomenarme und daemunhistochemisch untersuchten
Tumorsuppressorproteinen bei Papillenkarzinomegealgckt werden. Im Idealfall kdnnten

Schlussfolgerungen fur die klinische Praxis gezogerden mit Konsequenzen fur Prognose

und Therapie der Papillenkarzinome.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Tumorgewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 164zikerme der Papilla Vateri untersucht
(152 Whipple-Operationen, 11 transduodenale Lokektsnen, 1 diagnostische Biopsie).
Die Tumorgewebeproben stammten aus verschieden#l@gischen Instituten: Neben
eigenen Praparaten des Instituts fir PathologidJ@rersitat Regensburg formalin-fixierte,
paraffin-eingebettete Gewebeproben aus den patlkolmn Instituten in Nurnberg, Kassel,
Kiel, Basel (Schweiz) und Varese (Italien) der Jahre 198301)5.

Die histologischen Schnittpraparate wurden von zsv&hrenen Pathologen der Universitéat
Regensburg systematisch nachuntersucht und nacbre&itsaavedra subklassifiziert. Die
Einteilung des Differenzierungsgrades erfolgte nader WHO-Klassifikation des
Verdauungstrakts. Klinische follow-up Daten sowie MESI-Status unter Verwendung eines
Primerpanels, das auch das National Cancer Institateenus panel for HNPCC detection
beriicksichtigte (BAT 25, BAT 26, BAT40, D2S123, D5S348,7S5250, D18S61) waren
bereits in anderen Doktorarbeiten fir 144 Probemiteslt worden. DNA aus den
Tumorgewebeproben war bereits im Rahmen andereeit&rb isoliert worden und lag fur
Normalgewebe und Karzinomgewebe vor.

Tabelle 2.1 zeigt klinisch-pathologische Parameter deubhérsuchten Papillenkarzinome.
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Kriterien IAnzahl absolut Anzahl relativ
Geschlecht maéannlich 90 54,9 %
(n =164) weiblich 74 45,1 %
T-Stadium T1 28 17,1 %
(n=161) T2 62 38,5 %
T3 60 37,3%
T4 11 6,8 %
N-Stadium NO 76 51,0%
(n =149) N1 73 49,0%
Grading Gl 23 14,4 %
(n=160) G2 79 48,2 %
G3 58 36,3 %
histolog. Typ intestinal 79 48,2 %
(n=164) pankreato-biliar 40 24,4 %
G3-Adenokarzinom 22 13,4 %
intest.-muzinds 14 8,5 %
invasiv-papillar 9 5,5 %
Staging I A 21 14,0 %
(n = 150) IB 35 23,3 %
A 18 12,0 %
1B 63 42,0 %
1] 10 6,7 %
v 3 2,0%

Tabelle 2.1: Klinisch-pathologische Parameter der unteinsen Papillenkarzinome

2.1.2 Chemikalien und Lésungen

Losungen fir die PCR:
* H,0 gereinigt mit Millipore
 DMSO von Merck
* Tag-DNA-Polymerase gebrauchsfertig von Fermentas
* dNTPs: Didesoxynukleotiktriphosphate dATP, dCTP, dTTp, d@diPFermentas
* Primer: TP53ALS-FAM von Metabion
D18 S61-HEX von Metabion

TP53-ALS-Up-FAM | TCG AGG AGG TTG CAG TAA GCG GA
TP53-ALS-Down AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG

D18S61-Up AAC CAA CAT AAT ATAGCAATG G
D18S61-Down-HEX |TTC GAA CTT CGA ACC ACC C

Tabelle 2.2: Primersequenzen

+ Puffer: 10xReaktionsbuffer von Fermentas
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Ldsungen fur Fragmentanalyse im ABI Prism® 3100-Avant Geetic Analyzer:
« Hi-Di MFormamid von Applied Biosystems

* GS 400 HD Rox von Applied Biosystems

Lésungen fur die Immunhistochemie:
» Citratpuffer (pH 7,3):
0 Lo6sung A: Citronensaure 0,1M: 21,01g C6H807 (Merck) auf IDH2
o Lo6sung B: Natriumcitrat 0,1M: 29,41g C6H507Na3 auf 11 H20
0 1 mlder Lésung A und 49 ml der L6sung B mischen, mit Aquélidés auf
500ml auffillen, Lagerung im Kuhlschrank

» Antibody-Diluent (gebrauchsfertig) von Ventana MediSgktems (Tucson, USA)

2.1.3 Laborgeréate

» Thermomixer compact von Eppendorf

* PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research

* ABI Prism® 3100-Avant Genetic Analyzer der Firma Applied$/stems

* AutomatRoche MagNA Pure® LC Instrument von Roche Diagnostichidm
(Mannheim)

* Gerat NexES® IHC der Firma Ventana Medical Systems Inc

2.2 Methoden

2.2.1 Amplifikation der DNA-Proben mittels Polymera  sekettenreaktion
(PCR)

A) Prinzip der Polymerasekettenreaktion
Die PCR dient dazu, bestimmte DNA-Sequenzen zu vermehren.

Folgende Komponenten sind fur eine PCR notwendig:

1) Ein Primerpaar, das mit den die Zielsequenz flankiereBdgnenzen hybridisiert,
2) alle vier Desoxyribonucleosidtriphosphate (ANTPs) und

3) eine hitzestabile DNA-Polymerase.
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In drei Schritten wird die Zielsequenz ,kopiert®:

1. Strangtrennung: Durch Erhitzen der Losung auf 9%v&eden die beiden Strange des
ursprunglichen DNA-Molekils getrennt.

2. Hybridisierung der Primer: Indem die Lésung auf°®&abgekihlt wird, kénnen die
Primer mit jeweils einem Strang hybridisieren. Eiminfer des Primerpaares
hybridisiert an das 3’-Ende der Zielsequenz auf @gmen Strang, der andere an das
3-Ende des komplementéaren Stranges. Die Primer emeid groRem Uberschuss
zugegeben, wodurch der anfangs eingesetzt Doppelstdngisit riickbildet.

3. Da bei 72 °C die hitzestabile DNA-Polymerase opliarheitet, wird die Losung im
nachsten Schritt auf diese Temperatur erhitzt. DigrRkerase verlangert beide Primer
in Richtung der Zielsequenz.

Im ersten Zyklus geht die DNA-Synthese Uber didséiguenz hinaus, aber durch erneutes
Erhitzen der LOsung beginnt der zweite Zyklus un@ d@NA-Strdnge, u. a. die
neusynthetisierten, werden getrennt und dienen wiedals Quelle fir die Synthese weiterer

kurzer Strange. Nach n Zyklen ist die Zielsequenz im fdikaim das 2-fache amplifiziert.

B) Protokoll dieser Arbeit
In dieser Arbeit wurden der hex-markierte Mikrodggn-Marker D18S61 und der fam-

markierte Mikrosatelliten-Marker TP53ALS verwendeyym festzustellen, ob diese
Mikrosatelliten instabil sind, d.h. verlangert oderkigzt vorliegen, oder ein Allel-Verlust
(LOH) stattgefunden hat. Die Primer waren fluoregnearkiert, damit die Genprodukte im
ABI Prism® 3100-Avant Genetic Analyzer detektiert werdenrien.

Folgendes Protokoll wurde verwendet:

PCR-Reaktion fur Primer TP53ALS:

Master-Mix fur eine Reaktion

Menge inul
H,O 20,5
DMSO 15
MgCl, 1,8
10xRx Buffer 3,0
dNTPs 0,6
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TP53ALS-FAM 0,5
Tag-DNA-Polymerase 0,1
Total 28,0

Zu 28l Mastermix wurden 21 Proben-DNA hinzugefigt.

Fur die PCR-Reaktion im Thermocycler PTC-200 Peltier Taé@ycler wurden folgende

Einstellungen vorgenommen:

Temperatur Dauer
Schritt 1 94 °C 3 min
Schritt 2 94 °C 1 min
Schritt 3 60 °C 1 min
Schritt 4 72 °C 1 min
Schritt 2 bis Schritt 4> 30 mal wiederholen
Schritt 5 72 °C 8 min
Schritt 6 8 °C Far immer

PCR-Reaktion fur Primer D18 S61;

Master-Mix fur eine Reaktion

Menge inul
H>O 16,5
DMSO 15
MgCl, 2,4
10xRx Buffer 3,0
dNTPs 0,6
D18S61-HEX 0,8
Tag-DNA-Polymerase 0,1
Total 25,0

Zu 25l Mastermix wurden S Proben-DNA hinzugeflgt.

Fur die PCR-Reaktion im PTC-200 Peltier Thermal Cycler emifdlgende Einstellungen

vorgenommen:

Temperatur Dauer

Schritt 1 94 °C 3 min
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Schritt 2 94 °C 1 min
Schritt 3 52 °C 1 min
Schritt 4 72 °C 1 min
Schritt 2 bis Schritt 4> 45 mal wiederholen

Schritt 5 72 °C 8 min
Schritt 6 8 °C Far immer

2.2.2 Fragmentanalyse mittels Kapillarelektrophores e

A) Fragmentanalyse mittels Kapillarelektrophorese im ABI Prism® 3100-
Avant Genetic Analyzer
In der Elektrophorese werden geladene Teilchennane flissigen Medium unter Einfluss

eines elektrischen Feldes bewegt. Aufgrund versehiexd Wanderungsgeschwindigkeiten,
die u.a. von der Ladung der Teilchen, seiner Formsaiter GrofRe sowie von der Grol3e des
elektrischen Feldes abhangt, werden die Teilchegetnginnt. DNA-Fragmente kénnen in der
Elektrophorese aufgrund negativ geladener Phospipgign nach ihrer Grol3e aufgetrennt
werden. Bisher wurde die Fragmentanalyse mit Sildergdurchgefuhrt. Dabei werden 20
bis 30 Proben auf ein Gel aufgebracht und die DN#ghkente durch einen
Spannungsgradienten aufgetrennt. Durch Silberfarbuaglen die DNA-Banden sichtbar
gemacht und im direkten Vergleich ausgewertet.

Bei der Kapillarelektrophorese wandern die Probeiapillaren von 10-100 cm und einer
Dicke von 25-10um. Neben den Vorteilen einer Verminderung der Kotieekbei grof3eren
Spannungen durch verbesserte Warmeabgabe und dezi®eng der Probenvolumina lasst
sich die Kapillarelektrophorese besser automaéeiaals die klassische Elektrophorese. In
dieser Arbeit wurde das Kapillarelektrophoreseged&l Prism® 3100-Avant Genetic
Analyzer der Firma Applied Biosystems verwendet. Basat erlaubt die Fragment- bzw.
Sequenzanalyse von 96 Proben pro Lauf (4/h). Dgatnegeladenen DNA-Proben wandern
in einer polymergefillten Kapillare entlang einegaBnungsgradienten und werden uber
Fluoreszenzfarbstoffe detektiert. Vorteile des Gesitd ein geringerer Arbeitsaufwand im
Vergleich zur bisher gangigen Silbergelelektropkereind die objektive Messbarkeit und
damit Vergleichbarkeit der Ergebnisse.

Bei der in dieser Arbeit durchgefihrten Fragmentanalyss®
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» eine Mischung von DNA-Fragmenten ihrer Lange entsprethafgetrennt,

» ein Profil der Auftrennung erstellt,

» die Lange jedes Fragments in Basenpaaren ermittelt und

» die geschatzte relative Konzentration jedes FragmentsriRrobe angegeben.
Um die DNA-Fragmente detektieren zu kénnen, wurdemar PCR fluoreszenzmarkierte
Primer verwendet. Dadurch ist jeder replizierte DS#ang mit einem Farbstoffmolekdl
gekennzeichnet. Im Gerat werden die Probenmolekinehcelektrokinetische Injektion in die
Kapillaren eingebracht, d.h. durch das Anlegen eirEn8ung migriert die Probe in die
Kapillare. Die Elektrophorese beginnt, wenn die Spagnentlang der Kapillaren aufgebaut
wird. Die DNA-Fragmente wandern zum anderen EndekKdgillare, wobei die kirzeren
Fragmente schneller wandern als die langeren FnatgmeéNenn die Fragmente die
Detektionskammer erreichen, werden sie durch einasedstrahl angeregt, wodurch der
Farbstoff an den Fragmenten fluoresziert. Das atrsdpte Fluoreszenzlicht wird gesammelt,
nach Wellenlange getrennt und auf die Detektiongkan{charge-coupled device, CCD)
fokussiert. Die CCD-Kamera Ubertragt die Fluoreszef@mation als elektronische Daten
auf einen Computer, die von der 3100-Avant Data éctthn Software weiterverarbeitet
werden. Nach der Datenprozessierung werden die nDafespeichert und als
Elektropherogramm dargestellt: auf der y-Achse rdiative Farbstoff-Konzentration gegen
die Zeit auf der x-Achse. Jeder Peak im Elektropip@mmm entspricht einer einzelnen
FragmentgroRe. Die Daten werden automatisch prezessiber die Positionen und die
Formen der Elektropherogramm-Kurven werden die regprofile berechnet und
gespeichert. [Swerdlow, 1990], [ABI und ABI-Prism®AxaGenetic Analyzer System
Profile — Handbuch]

B) Protokoll dieser Arbeit
Durch die Verwendung verschiedener Fluoreszenzfaifesn den unterschiedlichen Primern

der PCR kénnen mehrere PCR-Produkte in einer Elektrophémedbe analysiert werden.

So waren in diesem Fall der TP 53-Primer fam-matrKldau) und der D18S61-Primer hex-
markiert (gran), so dass die jeweils zwei PCR-Anidife einer DNA-Probe gepoolt werden
und in einer Elektrophorese-Probe analysiert werdentkann

Die PCR-Amplifikate wurden folgendermalRen fur die Asalyorbereitet:

Jeweils 1ul des PCR-Produktes wurde zum Elektrophorese-Ar{d&tal Hi-Di "™ Formamid
und 0,7 Wl GS 400 HD Rox) hinzugefugt und in einer 96-wdltke fir den

Elektrophoreselauf vorbereitet. Die Proben wurderOe’C 3 min denaturiert und auf 4 °C
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abgekihlt. Danach kénnen die Proben in das Gerét eingebrather Lauf gestartet werden.
Wie oben beschrieben werden die Daten prozessigttkdnnen computergestitzt weiter
ausgewertet werden. Abbildungen 2.1 bis 2.4 zeigpisdlie Allelveranderungen fir LOH

und MSI an den LoclP53und D18S61 nach graphischer Darstellung:

A Ay

No

ca |

Abbildung 2.1: Elektropherogramm (Fall 4127/01) mit Naels eines TP53-LOHSs (Pfeil);
No=Normalgeweb;, Ca=Karzinomgewebe=Allel 1; A,=Allel2

A A,

No

N

Ca

Abbildung 2.2: Elektropherogramm mit Nachweis einer Mikr@liteninstabilitat (Fall
738/01) an TP53 (Pfeil); No=Normalgewebe; Ca=Karzin@wgbe; A=Allel 1; A,=Allel 2
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Abbildung 2.3: Elektropherogramm (Fall 25087/99) mit Naeis eines D18S61-LOH
(Pfeil); No=Normalgewebe; Ca=Karzinomgewebaz=Allel 1; A,=Allel 2

A,

No

A,
1 1

Ca

_..r_.'lu A _L*_ LA

Abbildung 2.4: Elektropherogramm mit Nachweis einer Mi&telliteninstabilitat (Fall
738/01) an D18S61 (Pfeile); No=Normalgewebe; Ca=Kavmigewebe; A-Allel 1;
A=Allel 2

2.2.3 Immunhistochemie

A) Prinzip der Immunhistochemie
Durch die Immunhistochemie (IHC) kénnen bestimmietéine auf einem Gewebeschnitt

nachgewiesen und sichtbar gemacht werden. Das pPriezi Immunhistochemie beruht auf

der Tatsache, dass Antikorper an zytoplasmatiscler odkleare Zellkomponenten als

entsprechenden Antigene auf einem GewebeschndebirBei der indirekten Methode wird

in einem zweiten Schritt der primare Antikorper aureinen zweiten Antikdrper sichtbar
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gemacht. Haufig wird als primarer Anitkorper ein Matntikorper verwendet, der dann
durch einen markierten Anti-Maus-Antikorper gebumdeird. Das Signal kann durch die
sogenannte Avidin-Biotin-Methode verstarkt werdeabBi ist der sekundéare Antikdrper mit
Biotin markiert, an das Avidin mit seinerseits direien Bindungsstellen binden kann. Diese
Bindungsstellen wiederum kodnnen Markermolekile, z.BeeMettichperoxidase besetzt

werden.

B) Protokoll dieser Arbeit
Nach Anfertigen von 3m dicken Schnitten und Kuhlung wurden die Probealsteigender

Alkoholreihe bis 70 % entparaffiniert und anschéie@ mit Wasser gespult. In der
Mikrowelle wurden die Objekttrager bei 250 Watt 80 Minuten in Citratpuffer (pH 7,3)
gekocht, um eine vollstéandige Entparaffinierung sizhistellen. Nach einer weiteren Spulung
wurden die Schnitte im Gerat NexES® IHC der Firmantana Medical Systems Inc
(Strassburg, Frankreich) unter Verwendung des VenkBasic DAB Detection Kits gefarbt.
Als Negativkontrollen dienten Schnitte ohne prinmar&ntikérper. Folgende Antikdrper

wurden benutzt:

Zielmolekul | Klon Verdinnung Firma

p53 Bp53-12 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Santa, CI8A
SMAD4 BC/B8 1:200 Biocare Medical, Concord, USA

Maspin G 167-70 1:1000 Becton Dickinson, Pharmingen, $abiand

Tabelle 2.2: Antikorper, die fur die immuhistochemischetetdnchungen benutzt wurden

Nach einem ca. einstiindigen Lauf wurden von denKitbjgern mit Leitungswasser Olreste
entfernt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe feegigllt.

Unter einem Lichtmikroskop wurden die Schnitte avsgrtet: Die p53-Immunhistochemie
wurde bei Anfarbung von mindestens 10% der Zelle@bh&ngig von der Farbeintensitat als
positiv gewertet.

Bei der Auswertung der SMAD4- und Maspin-Immunhistemie wurde die subzellulare,
d.h. die nukleare oder/und zytoplasmatische Anfarbmrigin die Auswertung einbezogen:
Bei Vorhandensein nuklearer Anfarbung — auch weaarFdrbeintensitat sehr schwach war —
galt die SMAD4-Immunhistochemie als positiv, waldeausschliel3liche zytoplasmatische
Anfarbung SMADA4-negativ gewertet wurde. Bei der Aaswng der Maspin-
Immunhistochemie wurden folgende Kriterien beachtakleare und/oder zytoplasmatische

Farbung mit getrennter Auswertung von Intensitdeg@tiv, geringe, malRige, starke
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Farbeintensitat) und Prozentsatz (Aufteilung in%2@0-80% und >80%) der nuklearen oder
zytoplasmatischen Farbung. Nach Bettstetter undniaietr [Bettstetter, 2005], [Dietmaier,
2006] wurden Tumore, bei denen mehr als 10% deeZetlit mindestens mittlerer Intensitéat
Maspin exprimieren als Maspin-positiv definiert, wobzwischen nukledrer Maspin-

Positivitat und zytoplasmatischer Maspin-Positivitéienschieden wird.
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Abbildung 2.5: Beispiele fur negative (links) undsitiwe(rechts) immunhistochemische
Schnitte fur Maspin, p53 und SMAD
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3. Ergebnisse

3.1 Mikrosatellitenanalyse am TP53-Locus

3.1.1 Korrelation LOH am TP53-Locus mit Tumorentitat und MSI-Status

In der Studie wurde ein Gesamt-Kollektiv aus 108zK@me hinsichtlich des Allelstatus fur
TP53untersucht, davon 59 Karzinome mit Adenomanteil¢&€a\d) und 49 Karzinome ohne
Adenomanteil (de-novo-Ca). In der Subgruppe nachséhsl3 von MSI-high-Tumoren
wurden 97 Karzinome ausgewertet. 27 der 108 untbten Papillenkarzinome waren fur
tp53 stabil und zeigen eine erhaltene Heterozyg®etention of heterozygosity/ROH), 32
wiesen einen Allelverlust (Loss of heterozygosiQH) auf, 6 waren anTP53
mikrosatellliteninstabil, 43 nicht informativ, d.h. der Analyse zeigte sich nur ein Peak (2
Allele gleicher GroRRe). Eine Unterscheidung der dentitaten (Ca-ex-Ad versus de-novo-
Ca) erbrachte keine statistisch signifikanten Udelede bezlglich de§P53Status
(p=0,94), auch nicht bei Analyse der Subgruppe ohneidgsichtigung von MSI-high
Tumoren (Ca_tp53_excl_MSI-highs0,98).Tabelle 3.1 zeigt die Ergebnisse im Detalil.
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MSS Gesamt

Mikrosatellitenstatus| ROH LOH NI MSI
am tp53-Locus n n n n n P
(% von gesamt)| (% von gesamt)| (% von gesamt)| (% von gesamt)
Gesamtkollektiv
Papillenkarzinome | 27(25,0%) 32(29,6%) 43(39,8%) 6 (5,6%) 108
(Ca_tp53_alle)
Tumor- Ca-ex-Ad 1423,7%)| 24 (40,7%)| 24 (40,7%) 4 (6,8%) 59 0.94

entitat  De-novo-Ca 1326,5%)| 19(38,8%) 19 (38,8%) 2 (4,1%) 49

P ——
MSI-L- und MSS-

Papillenkarzinome | 25(25.8%) 30(30,9%) 37 (38,1%) S (5,2%) 97

(Ca_tp53 _excl_MSI-h)

Tumor- Ca-ex-Ad 1324,5%) 21(39,6%) 21(39,6%) 3 (5,8%) 53

0,98
entitait | De-novo-Ca 1227,3%)| 16(36,4%) 16 (36,4%) 2 (4,5%) 44

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse 8P53-Locus fur das Gesamtkollektiv
und die Subpopulation der Papillenkarzinome jeweister Berlcksichtigung der
Tumorentitaten.ROH: Retention of heterozygosity©OH: Loss of heterozygosityI: nicht
informativ; MSI: Mikrosatelliterinstabilitat, MSS Mikrosatellitenstabilitat; MSI-L und
MSS Low-frequency Microsatellite instable und Microslite Stable;p: exakte Signifikanz
(2-seitig), exakter Test nach Fisher)

Sollte ausschlief3lich der chromosomale Status irmeSivon Verlust oder Retention der
Heterozygotie fUITP53 betrachtet werden, so wurden die nicht-informatived instabilen
Tumore aus der Berechnung ausgeschlossen. Es échatiesSubgruppe Ca_tp53_dichotom

mit 59 Fallen. Tabelle 3.2 zeigt die Ergebnisse.
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LOH ROH Gesamt
TP53Status n n n p

(% von gesamt) (% von gesamt)

Papillenkarzinome

Sl 32 (54,2%) 27 (45,8%) 59
(Ca_tp53_
dichotom_alle)
Tumor- : Ca-ex-Ad 17(54,8%) 14 (45,2%) 31 100
entitit De-novo-Ca 1%53,6%) 13(46,4%) 28

MSI-L- und MSS-

Papillenkarzinome

dichotom 30 (54,5%) 25 (45,5%) 55
(Ca-tp53_
dichotom_excl_ MSI-h)
Tumor- Ca-ex-Ad 16(55,2%) 13 (44,8%) 29 1.00
entitat De-novo-Ca 1453,8%) 12 (46,2%) 26

Tabelle 3.2: LOH-Status am TP53-Locus fur Papillemkeomedichotom (nach Ausschluss
der instabilen und nicht-informativen Tumore) undreh Subpopulation jeweils unter
Berucksichtigung der TumorentitatelQH: Loss of heterozygosityROH: retention of
heterozygosityp: exakte Signifikanz (2-seitig), exakter Test nach Fisher)

Auch hier bestand kein signifikanter Unterschiedsziwen den Tumorentitatep=1,00). Als
wichtigstes Ergebnis war eine LOH-Rate von 54,2i%@fle untersuchten Papillenkarzinome
(Ca_tp53_dichotom_alle) festzuhalten.

3.1.2 Gesamtuberleben in Abhé&ngigkeit vom Mikrosate llitenstatus des
TP53-Locus

Die klinischen Daten zum Uberleben der Patientenrden in anderen Doktorarbeiten
erhoben. Hier sollte berechnet werden, welchen Esflder TP53Status auf die
Uberlebenszeiten der Patienten hat. Fir diese Aaalgmden 66 Falle mit follow-up-Daten
zur Verfigung. Die durchschnittliche Uberlebenszbigser 66 Falle betrug 66,3 Monate
(95%-CI 53,8 — 78,8). Beim Vergleich der verschiedehintergruppen ergab sich kein
statistisch signifikanter Unterschied=(0.09), lediglich eine Tendenz, dass bei ROH- und
LOH-Tumoren mit einem kiirzeren Uberleben gerechvestlen muss als bei MSI und NI-
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Tumoren: Die durchschnittliche Uberlebenszeit vaighten mit NI-Tumoren betrug 84,4
Monate, bei Patienten mit LOH- oder ROH-Tumoren bgen 44,7 bzw. 47,3 Monate. Beli
der Gruppe defP53MSI-Gruppe war zu beachten, dass es sich in alesolléhlen um nur
drei Falle handelt. Von diesen drei Fallen warenizw@le in der Kaplan-Meier-Analyse
nach 36 und 59 Monaten zensiert und der verblielfairnt nach 14 Monaten verstorben.
Bei Patienten mi€Ca-ex-Ad zeigte sich zwar ein statistischer Zusammenhamgjdhitlich des
Gesamtiberlebens, aber da sich in dieser Subgrigrpeadh 14 Monaten verstorbene Patient
mit dem TP53MSI-Tumor befindet, war dieses Ergebnis nicht reprdativ. Bei Patienten
mit de-novo-Caergab sich kein statistischer Unterschied im Gégbenleben. Auch nach
Ausschluss von acht Patienten mit MSI-H-Tumoreraken sich dhnliche Uberlebenskurven
ohne statistische Signifikanz. Der Vergleich der HH®enszeiten derTP53MSS
(Zusammenfassung der Tumoren TR53ROH, -LOH und —NI) mit 65,6 Monaten (95%-CI
<53 - 78 Monate) versuBP53MSI mit 44,0 Monaten (95%-CI 20 — 68 Monate) waneh
statistische Signifikanz€0,67) (s. Abb. 3.1).

1,07 7
_|-L T MSS
J MSI
B | — MSS, zensiert
0,5 |_| —— MSI, zensiert
c
L |
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Q __:._ -
© _|
o 0,6 LL
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2 _ o H——
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=}
IS
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p=0,67
0,0
I I I I I I I
[} 20 40 (=14] a0 100 120

Gesamtiberleben (Monate)

Abbildung 3.1: Gesamtiiberleben in Abhéangigkeit vBB3FMikrosatellitenstatus: TP53-MSS
versus TP53-MSI; n=66; kein Ausschluss von RER-Tem®1SS. Mikrosatellitenstabilitat
am Locus TP53MSI: Mikrosatelliteninstabilitdit am Locus TP5®; Signifikanz mittels Log
Rank (Mantel-Cox)

Bei gesonderter Betrachtung aller PatientenTTR53LOH oderTP53ROH-Tumoren ergab

sich kein statistischer Zusammenhang zwischen XJH-und 17p-ROH (s. Abbildung 3.2).

Die durchschnittlichen Uberlebenszeiten betrugénTBP&3LOH 45 Monate (95%-CI| 29-60)

und beiTP53ROH 47 Monate (95%-Cl| 21-73), analog dazu die meei Uberlebenszeiten
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bei TP53LOH 30 Monate (95%-Cl| 15-45) und b&P53ROH 20 Monate (95%-Cl| 0-42)
(p=0,77). Eine Unterscheidung der Entitdten Ca-ex-Ad de-novo-Ca oder der Ausschluss
von MSI-H-Tumoren lieferte auch hier keine Unterschiede.

—~ ROH am tp53-Locus
0,5 _I~ LOH am tp53-Locus

c
3 + ROH am tp53-Locus, zensiert
) 4+ LOH am tp53-Locus, zensiert
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Abbildung 3.2: Gesamtuberleben in Abhangigkeit vom TPE3s#dtus (nur LOH oder
ROH), kein Ausschluss von MSI-H-Tumoren; n = 34; Signiskamittels Log Rank (Mantel
Cox)

3.2 Mikrosatellitenanalyse am D18S61-Locus

3.2.1 Korrelation LOH am D18S61-Locus mit Tumorenti  tat und MSI-Status

Insgesamt wurde bei 98 Karzinomen die Mikrosatellitelysedir D18S61 durchgefuhrt. Bei
52 Fallen handelte es sich um Ca-ex-Ad, bei delficiesh 46 um de-novo-Ca. Bei 25 der 98
Félle trat ein Allelverlust (LOH) fir D18S61 auf, ibgél Karzinomen zeigte sich eine
Mikrosatelliteninstabilitat fir D18S61. Die zwei Tonentitdten Ca-ex-Ad und de-novo-Ca
zeigten in den Ergebnissen keine nennenswerten rd¢hiede =0,98). Zehn der
untersuchten Karzinome waren MSI-H. Nach deren Aus8c(Ca_D18S61_excl _MSI-h)
ergaben sich &hnliche Resultate fur die verscheelterationen wie fir die
Gesamtpopulation. Lediglich die Zahl der MSI redugsich in der Ca-D18S61_excl. MSI-h
von 11,2 auf 3,4 %. Auch in dieser Subgruppe ergabJdterscheidung nach Tumorentitaten
kein signifikant unterschiedliches Ergebnis@,89). Die weiteren Ergebnisse sind im Detail

der Tabelle 3.3 zu entnehmen.
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MSS

Mikrosatellitenstatus ROH LOH NI MSI Gesamt
am D18S61-Locus n n n n n P

(% von gesamt)| (% von gesamt)| (% von gesamt)| (% von gesamt)

Gesamtkollektiv

Papillenkarzinome | 47(48,0%) 25(25,5%) 15(15,3%) 11(11,2%) 98
(Ca_D18Ss61 _alle)
Tumor- : Ca-ex-Ad 2548,1%)| 7 (13,5%)| 7 (13,5%) 6 (11,5%) 52]0,98
entitit De-novo-Ca 2247,8%) 8(17,4%)| 8(17,4%)] 5(10,9%) 46
- — |
MSI-L- und MSS- 46 (52,3%)| 25(28,4%)| 14 (15,9%) 3 (3,4%) 88

Papillenkarzinome
(Ca_D18S61_excl_MSI-h
Tumor-  Ca-ex-Ad 2452,2%) 7 (152%)| 7 (15,2%) 12,2%) 46]0,89

entitdt | De-novo-Ca 2252,4%) 7 (16,7%)| 7 (16,7%) 2 (4,8%) 42

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Mikrosatellitenanalysen aD18S61-Locus fur das
Gesamtkollektiv und die Subpopulation der Papillenkenzie jeweils unter Beriicksichtigung
der Tumorentitaten.ROH: Retention of heterozygosityOH: Loss of heterozygositylI:
nicht informativ; MSI: Mikrosatellitennstabilitdt, MSS Mikrosatellitenstabilitat; MSI-L
und MSS Low-frequency Microsatellite instable und Microsliite Stable; p: exakte
Signifikanz (2-seitig), exakter Test nach Fisher)

Bei ausschliesslicher Analyse von Karzinomen miB®a1-ROH bzw. LOH ergab sich die
Sub-Gruppe Ca_D18S61_dichotom mit 72 Fallen. TalsH zeigt die Ergebnisse. Auch hier
konnte eine weitere Subgruppe nach Ausschlul3 derHM®Bumoren gesondert betrachtet

werden ohne statistisch signifikante Unterschiede.
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LOH ROH Gesamt |p
D18S61-Status

n (% von gesamt) n (% von gesamt) n
Papillenkarzinome
Cltel 25 (34,7%) 47 (65,3%) 72
(Ca_D18S61
dichotom_alle)
Tumor- : Ca-ex-Ad 14(35,9%) 25 (64,1%) 39]1,00
entitdt | De-novo-Ca 1133,3%) 22 (66,7%) 33

P ——
MSI-L- und MSS-

Papillenkarzinome

dichotom 25 (35,2%) 46 (64,8%) 71
(Ca-D18S61_
dichotom_excl_ MSI-h)
Tumor- Ca-ex-Ad 14(36,8%) 24 (63,2%) 38| 0,89
entitit De-novo-Ca 1133,3%) 22 (66,7%) 33

Tabelle 3.4: LOH-Status fur D18S61 fur Papillenkaamne dichotom und fir MSI-L- und
MSS-Papillenkarzinome dichotom jeweils zusatzlichBezug auf Tumorentitaten.QH:
Loss of heterozygosityROH: retention of heterozygosityy: exakte Signifikanz (2-seitig),
exakter Test nach Fisher)

3.2.2 Gesamtuberleben in Abhangigkeit vom Mikrosate llitenstatus des
D18S61-Locus

Fur die Kaplan-Meier-Analyse standen 63 Falle notlofv-up-Daten zur Verfligung.

Hinsichtlich der Uberlebenszeiten nach Kaplan-Mesegab sich eine durchschnittliche
Uberlebenszeit von 61,2 Monaten (95%-Cl 48,4 — 74)0)dfe 63 untersuchten Félle. Bei
Patienten mit MSI-Tumoren war die Uberlebenszeagnigikant langer mit 90,1 Monaten

(95%-CI1 72,0 — 108,2) als bei Patienten mit MSS-Tweno{54,5 Monate; 95%-Cl 41,1 —
67,8,p=0,024). Abbildung 3.3 zeigt die UberlebenskurvenDiB8S61-MS| versus D18S61-
MSS (zusammengefasst aus LOH, ROH und NI). Die Ubeniszeiten der MSS-Tumoren im
Detail betrugen 45,2 Monate (95%-Cl 24,8 — 65,5)0BS61-LOH-Tumoren, 48,1 Monate
(95%-ClI 31,5 - 64,8) fur D18S61-ROH und 78,6 Mon&8%-Cl 44,9 — 112,2) fur NI-

Tumoren. Die gesonderten Betrachtungen der de-navor@ der Ca-ex-Ad war bei geringer

Fallzahl und zensierten Fallen nicht sinnvoll. N&alsschluss der 10 Patienten mit MSI-H-
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Tumoren (Ca-D18S61_excl _MSI-high) ging die staidte Signifikanz bei reduzierter

Fallzahl verloren, wobei nach wie vor die oben beschmedendenz erhalten bliep=0,16).

1,0 L rD18S61-MSS
--D18S61-MSI
e +D18S61-MSS, zensiert

0,51 ~D18S61-MSlI, zensiert

et p=0,024

Kumulatives Uperleben

T T 1 T | T
20 40 &) 80 100 120

Gesamtuberleben (Monate)

Abbildung 3.3: Gesamtiberleben in Abhangigkeit voA8%61-Mikrosatellitenstatus:
D18S61-MSS versus D18S61-MSI; n=63; kein Ausschitsss RER-TumorenMSS
Mikrosatellitenstabilitdat am Locus tp534SI: Mikrosatelliteninstabilitat am Locus tp53;
Signifikanz mittels Log Rank (Mantel-Cox)

Betrachtete man Patienten mit ROH und LOH fur D1B88a-D18S61_dichotom), so zeigte
sich kein signifikanter Unterschied im Uberlebgor (0,91) und die Uberlebenskurven
verliefen gleichartig (s. Abb. 3.4). Die Fallzahl reduiz sich in dieser Sub-Gruppe auf 46
Falle. Die mittlere Uberlebenszeit dieser Patiertetiug 48,7 Monate (95%-CI 35,0 — 62,3
Monate). Eine weitere Aufspaltung in die TumoremtitiCa-ex-Ad und de-novo-Ca lieferte
bei noch geringerer Fallzahl keine relevanten Ergeéniss
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Abbildung 3.4: Gesamtuberleben fir Ca-D18S61_dichotonbivéAgigkeit vom LOH-Status
fur D18S61 (keine RER-Tumoren enthalten); n = 46; Sigmflp mittels Log Rank (Mantel
Cox)

3.3 p53-Immunhistochemie

3.3.1 Korrelation von p53-Immunhistochemie mit klin isch-pathologischen

Parametern

Insgesamt wurden 134 Papillenkarzinome beztiglich der mhistochemischen Expression
des p53-Proteins untersucht. Folgende Parameter wur@szuyg auf p53-Expression
untersucht: Tumorentitat, histologischer Subtyp, pT- unéspddlium, Tumorgrading und —
staging sowie 17p-Allelstatus.

Dabei zeigte sich bei keinem der klinisch-pathologisdhemablen ein signifikanter
Zusammenhang mit der p53-Expression, auch nicht bei Grupy der pT- und UICC-
Stadien (pT1 und pT2 versus pT3 und pT4; IA bis IIA verfBsérsus Il bis V). Auch in
Bezug auf die tp53-LOH-Analyse unter Beriicksichtigung Yamoren mit LOH bzw. ROH
ergaben sich keine statistisch signifikanten KorrelaiofT abelle 3.5).
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p53- p53-positiv p53-negativ Gesamt
Proteinexpression N (% von gesamt) N (% von gesamt) n b
Gesamtkollektiv 5138,1%) 83 (61,9%) 134
Tumorentitit De-novo-Ca 2Q31,7%) 43 (68,3%) 63 0.21
Ca-ex-Ad 31(43,7%) 40 (56,3%) 71
pT1l 8(40,0%) 12 (60,0%) 20
. T2 21(42,0%) 29 (58,0%) 50
T-Stadium P 0,30
P T3 20(38,5%) 32 (61,5%) 52
pT4 1(10,0%) 9 (90,0%) 10
Intestinal 2946,0%) 34 (54,0%) 63
. Intest.-muz. 420,0%) 8 (80,0%) 10
Histolog. ;
Subtyp Pankreatobil 12 (36,4%) 21 (63,6%) 33 0,42
G3-Adenoca 6 (30,0%) 14 (70,0%) 20
Invasiv-pap. 225,0%) 6 (75,0%) 8
Tumorgrading  G1. 3(27,3%) 8 (72,7%) 11
G2 27(42,9%) 36 (57,1%) 63 0,51
G3 20(34,5%) 38 (65,5%) 58
tp53-Allelstatus LOH 12 (44,4%) 15 (55,6%) 27 10
ROH 8(42,1%) 11(57,9%) 19 ’

Tabelle 3.5: Korrelation von p53-Immunhistochemiemiti&tin-pathologischen Parametern
(LOH: Loss of heterozygositiROH: retention of heterozygositp; exakte Signifikanz (2-
seitig), exakter Test nach Fisher)

3.3.2 Gesamtuberleben in Abhangigkeit einer p53-Pro

tein-Expression

In der Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier wurdefa@@ analysiert, von denen 33

(34%) eine p53-Uberexpression aufwiesen. Die durchsttinitUberlebenszeit betrug 76
Monate (95%-CI 61-91). Bei p53-Uberexpression war didenittUberlebensdauer mit 93

Monaten (95%-Cl 66-121) nicht signifikant langer als bbldader Proteinexpression (56
Monate (95%-CI 42-6%=0,12; Abb. 3.5).
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|11 IH-p53-positiv
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Abbildung 3.5: Gesamtiiberleben in Abhangigkeit Vo8& Broteinexpression; n = 97; ); IH-
p53 = Immunhistochemie p53-Protei; Signifikanz p mittelg Rank (Mantel Cox)

3.4 SMAD4-Immunhistochemie

3.4.1 Korrelation von SMAD4-Proteinexpression und k  linisch-

pathologischen Parametern

Die Ergebnisse der SMAD4-Immunhistochemie wurden in Beaud Tumorentitét,
Tumorstadium, Wachstumsmuster, histologischer Subtyppfgnading, pT-Stadium und
pN-Stadium analysiert. Zudem wurden sowohl tp53- und D18&86&tus mit der SMADA4-
Expression korreliert. Die Ergebnisse zu einer Auswahudersuchten Parameter sind der
Tabelle 3.6 zu entnehmen.

Von 133 untersuchten Fallen waren 32 (=24%) negativ fUAB4] d.h. keine nukleare
Farbung. Bezlglich Tumorentitat, histologischem Subfymorgrading und
Wachstumsmuster ergab sich jeweils kein signifikantessafthmenhang mit den Ergebnissen
der SMAD4-Proteinexpression. Dagegen korrelierte der Ntatas signifikant mit der
SMAD4-Proteinexpression: Wahrend 85% der nodal-negatiazinome SMAD4-positiv
waren, wiesen nodal-positive Karzinome (pN1) nur in 27 % 8iMAD4-Expression auf
(p=0,007). Zusétzlich zeigten Karzinome in Abhangigkeit vanrSpadium (gruppiert:
pT1/pT2-Tumore versus pT3/pT4-Tumore) und UICC-Stadigragpiert: IA-IIA versus 11B
versus llI/IV) in fortgeschrittenem pT- bzw. UICC-Stadilwdwfiger einen SMADA4-
Proteinexpressionsverlust: Wahrend in den Stadien IAAiI®hne Lymphknotenbefall) nur
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13% der Karzinome SMADA4-negativ waren, stieg die Rate imiiBtatB auf 36% und im
Stadium 1I/IV auf 40% ang = 0,009). Analog dazu waren 15,7% der pT1/pT2-Tumore und
34,4% der pT3/pT4-Tumore SMAD4-negatp~Q,015). Unter Berlcksichtigung der
histologischen Subtypen ergaben sich keine signifikadtgerschiede bezlglich der
SMAD4-Proteinexpression. D18S61-Mikrosatelliten-Staind SMAD4-Expression
korrelierten nicht signifikant miteinander: Bei Karzinemmit D18S61-LOH war die Rate an
SMADA4-Proteinexpressionsverlust mit 47% hdher als beidremmit D18S61-ROH, -NI
und -MSI p = 0,097). 40% der SMAD4-negativen Papillenkarzinome wieggen LOH an
D18S61 auf, hingegen nur 16% der SMADA4-positiven. Auch tga8+S und SMADA4-

Proteinexpression korrelierten nicht signifikgmt0,22).

. Positiv Gesamt
Negativ (zytoplasmatisch und
nuklear oder nur
r{nur zytoplasmatischy) nuklear — auch wenn P
N (% von gesamt) sehr schwach)
N (% von gesamt) N

Gesamtkollektiy 32 (24,1%) 101(75,9%) 133

Intestinal 15(23,8%) 48 (76,2%) 63

Histolo- Intest.-muz 1 (9,1%) 10(90,9%) 11
gischer Pankreatobil 8 (24,2%) 25 (75,8%) 33| 0,74

Subtyp  G3-Adenocd| 6 (31,6%) 13 (68,4%) 19

Invasiv-pag 2 (28,6%) 5 (71,4%) 7

PT1 2 (11,1%) 16 (88,9%) 18

PT2 9 (17,3%) 43 (82,7%) 52
pT PT3 18 (34,0%) 35 (66,0%) 53| 1081

PT4 3 (37,5%) 5 (62,5%) 8
pT1/2 vs pT1o0. pT2 11 (15,7%) 59 (84,3%) 70 0.015

pT3/4 pT3 0. pT4 21 (34,4%) 40 (65,6%) 61| '

Stadiu |A; 1B, Il A 8 (13,3%) 52 (86,7%) 60
gruppiert Il B 19 (35,8%) 34 (64,2%) 53] 0,009

I, IV 4 (40,0%) 6 (60,0%) 10

PNO 9 (14,5%) 53(85,5%) 62
PN PN1 22 (36,7%) 38(63,3%) 60 0,007

MSS 10 (25,6%) 29 (74,4%) 39

) MSI 1 (10,0%) 9 (90,0%) 10
Ca_D1856] LOH 8 (47,1%) 9 (52,9%) 17| 9097

NI 1 (9,1%) 10 (90,9%) 11
Ca D18S61 ROH 10 (25,6%) 29 (74,4%) 39 0.132

_dichotom LOH 8 (47,1%) 9 (52,9%) 171

Tabelle 3.6: Korrelation klinisch-pathologischer Raneter und SMADA4-Proteinexpression
(p: exakte Signifikanz (2-seitig), exakter Test nach Fisher)
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3.4.2 Gesamtuberleben in Abhéangigkeit einer SMAD4-P  roteinexpression
Betrachtete man die Gesamtzahl von 98 Ampulla-VateriiKanzen, fur die

Uberlebensdaten und SMADA4-Proteinexpression-Statuagan, so ergaben sich tendenziell
bessere Uberlebenszeiten fiir Patienten mit SMAD4-praerimierenden Karzinomep €
0,108. Die durchschnittliche Uberlebenszeit von Patienten mizikomen mit SMAD4-
Proteinexpressionsverlust betrug 43 Monate (95%-CI 2Bl@&date) versus 68 Monate (95%-

Cl1 55-81 Monate) bei Patienten mit Karzinomen mit erhatt&hAD4-Proteinexpression.

—I~1 SMAD4-negativ
1 SMAD4-positiv
4 SMAD4-negativ, zensiert

+ SMADA4-positiv, zensiert

0,8=

0,67

0,44

Kumulatives Uberleben

p=0,108

0,0

T T T T T
1} 25 a0 75 100 125

Gesamtiberleben (Monate)

Abbildung 3.6: Gesamtiuberleben in Abhangigkeit ven G&EMAD4-Proteinexpression; n =
98; Signifikanz p mittels Log Rank (Mantel Cox);umgr Graph=SMADA4-positiv,
blau=SMADA4-negativ

3.5 Maspin-Immunhistochemie

3.5.1 Korrelation von Maspin-Proteinexpression und Klinisch-

pathologischen Parametern

Insgesamt wurde bei 83 Karzinome die Maspin-Pretgnression untersucht. Die Ergebnisse
wurden in Bezug auf folgende Klinisch-pathologischériterien untersucht: Tumorentitat,
Tumorstadium, MSI-Status, histologischem Subtyp, GigdpT-Stadium, pN-Stadium und
p53-Immunhistochemie.

Bei Auswertung einerzytoplasmatischen Maspin-Proteinexpression ergab sich ein
signifikanter Zusammenhang in Abhangigkeit vom UiStadium: Bei den niedrigen UICC-
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Stadien 1A bis IIA und IIB lag der Anteil der Karmime mit >80% zytoplasmatischer
Maspin-Positivitat deutlich hoher als in den Stadié und IV (71,0% in Stadien IA bis lIA,
77,8% in Stadium 1IB versus 20% in Stadien 11I/I\g=0,005). In Bezug auf alle weiteren
klinisch-pathologischen Parameter ergaben sicheksignifikanten Zusammenhénge. Eine
Tendenz [=0.055) zu ausgepréagterytoplasmatischer Maspin-Positivitat (>80% der
Tumorzellen) wies die Gruppe der intestinalen untkstinal-muzinésen Karzinome im

Vergleich zu den anderen histologischen Subgrupgen (77,8% versus 52,6%). Diese

Tendenz zeigte sich ebenfalls bei Auswertung dethtmadig (>80%)nuklear Maspin-

proteinexprimierenden Karzinomp=0,072; Tabelle 3.7 und 3.8).

Zytoplasmgtlsche < 20% 20 — 80% > 80%
Maspln- . N (% von gesamt) N (% von gesamt) N (% von gesamt) Gesamt P
Proteinexpression
Gesamtkollektiv 6(7,2%) 22 (26,5%) 55 (66,3%) 83
Stadium IA, 1B, lIA 1 (3,2%) 8 (25,8%) 22 (71,0%) 31
gruppiert 1B 3 (8,3%) 5 (13,9%) 28 (77,8%) 36|/ 0,005
1, Iv 2 (20,0%) 6 (60,0%) 2 (20,0%) 10
Tumor- Grade 1 Q0,0%) 2 (40,0%) 3 (60,0%) 5
grading Grade 2 410,5%) 5 (13,1%) 29 (76,3%) 38 0,11
Grade 3 2(5,0%) 15(37,5%) 23(57,5%) 40
Intestinal 2(5,40%) 5 (13,5%) 30 (81,1%) 37
Histolog. Intest-muz, 0 (0,0%) 3 (37,5%) 5 (62,5%) 8
Subtyp  pankr.-bil. 2(11,8%) 5 (29,4%) 10 (58,8%) 17| 0,18
G3-Ad.ca 1(7,1%) 6 (42,9%) 7 (50,0%) 14
Inv.-pap. 1(14,3%) 3 (42,9%) 3 (42,9%) 7
Histolog. Int.+int- 2 (4,4%) 8 (17,8%) 35 (77,8%) 45
Subtyp  muz 0,055,
gruppiert  Andere 4(10,5%) 14 (36,8%) 20 (52,6%) 38

Tabelle 3.7: Korrelation von zytoplasmatischer MaspintBireexpression (unabhangig von

Intensitat) und klinisch-pathologischen Variablgp: .exakte Signifikanz (2-seitig), exakter Test
nach Fisher)
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NSRS < 20% 20 — 80% > 80%
I\/_Iaspm- : N (% von gesamt) | N (% von gesamt) N (% von gesamt) Gesamt P
Proteinexpression
Gesamtkollektiv 19(22,9%) 46 (55,4%) 18 (21,7%) 83
Intestinal 6 (16,2%) 22 (59,5%) 9 (24,3%) 37
Histolog. Intest-mL_Jz. 0 (0,0%) 5 (62,5%) 3 (37,5%) 8
Subtyp Pankr.-bil. 5 (29,4%) 9 (52,9%) 3 (17,6%) 17 0,34
G3-Ad.ca 4 (28,6%) 8 (57,1%) 2 (14,3%) 14
Inv.-pap. 4 (57,1%) 2 (28,6%) 1(14,3%) 7
Histolog. | Intest-muz| 6 (13,3%) 27 (60,0%) 12 (26,7%) 45
Subtyp | Andere 13 (34,2%) 19 (50,0%) 6 (15,8%) 38| 0,072
gruppiert
pT1 3 (50,0%) 3 (50,0%) 0 (0,0%) 6
oT pT2 7 (20,6%) 20 (58,8%) 7 (20,6%) 34 051
pT3 6 (17,1%) 19 (54,3%) 10 (28,6%) 35 ’
pT4 3 (37,5%) 4 (50,0%) 1 (12,5%) 8

Tabelle 3.8: Korrelation von nuklearer Maspin-Proteinegsion (unabhangig von
Intensitat) und klinisch-pathologischen Variablgp: .exakte Signifikanz (2-seitig), exakter Test
nach Fisher)

Wurden dagegen Karzinome als Maspin-positiv definleei denen mehr als 10% der Zellen
Maspin mit mindestens mittlerer Intensitatuklear oder zytoplasmatisch exprimieren, so
korrelierte die nukleare Maspin-Positivitat signifikant mit den histologisen Subtypen:
Papillen-Karzinome vom intestinalen und intestimalzindsen Subtyp waren am haufigsten
Maspin-positiv (84% und 100%). Der pankreatobili&ebtyp wies eine etwas geringere
Maspin-Positiviat (71%) auf, gefolgt vom G3-Adenakaom (57%) und dem invasiv-
papillaren Papillenkarzinom (43%=0,03). Dieses Verhaltnis spitzte sich noch zu, wenn
man die histologischen Subtypen gruppiert in im@dintestinal-muzinésen Typ im
Vergleich zu den anderen Subtypen betracipted,01). In Bezug auf UICC- und pT-Stadien
wurde zwar keine statistische Signifikanz erreiciter eine Tendenz klar erkennbar: Vom
Stadium pT1 bis zum Stadium pT3 stieg die nukl@despin-Positiviat von 33% auf 80%,
um im Stadium pT4 auf 63% abzufallgo=0,08). In Bezug auf das UICC-Stadium zeigte
sich eine ahnliche Tendenz=0,07), wobei einzelne Stadien nur geringe Fallzahlen
aufwiesen (Tabelle 3.9).

Bei Bericksichtigung derzytoplasmatischenMaspin-Positivitdt zeigte sich analog ein
signifikanter Zusammenhang zwischen den gruppiertestologischen Subtypen mit

eindeutig hoéherer zytoplasmatischer Maspin-Expoes$iei den intestinalen Subtypen. Im
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Stadium pT4 war analog zur nukledren Maspin-Pagitiwein deutlicher Abfall festzustellen
(Stadien pT1 bis pT3 jeweils > 83%; pT4 = 50,0 %).

Interessant war ein Vergleich von zytoplasmatisawed nukledrer Maspinexpression im
Stadium pT1: Wahrend im Stadium pT1 nur 33,3% darzkhome nukleér positiv waren,

waren 83,3% der pT1-Karzinome zytoplasmatisch positivgbelle 3.9 und 3.10).

Negativ Positiv
Nukleare Nuk-pos. Zellen Nuk-pos. Zellen
Maspin- < 10%oder > 10%und Gesamt 0
; : schwache mind. mittlere n
A IS Intensitat Intensitat
n (% von gesamt) n (% von gesamt)
Gesamtkollektiv 2125,3%) 62 (74,7%) 83
pTl 4(66,7%) 2 (33,3%) 6
pT2 7(20,6%) 27 (79,4%) 34
PT 0,08
pT3 7(20,0%) 28 (80,0%) 35
pT4 3(37,5%) 5 (62,5%) 8
I A 4 (80,0%) 1 (20,0%) 5
| B 4 (23,5%) 13(76,5%) 17
. A 1 (11,1%) 8 (88,9%) 9
Stadium 0,07
I B 8 (22,2%) 28 (77,8%) 36
1 3 (42,9%) 4 (57,1%) 7
\V 0 (0,0%) 3 (100,0%) 3
Intestinal 6(16,2%) 31 (83,8%) 37] 0,03
. Intest.-muz. (0,0%) 8 (100,0%) 8
ghsg(t);gg' Pankreatobil 5 (29,4%) 12 (70,6%) 17
G3-Adenoca 6 (42,9%) 8 (57,1%) 14
Invasiv-pap. 457,1%) 3 (42,9%) 7
Histolog. Intestinal + 6 (13,3%) 39 (86,7%) 451 0,01
Subtyp intest.-muz.
gruppiert | Andere 15(39,5%) 23 (60,5%) 38

Tabelle 3.9: Korrelation von nukleédrer Maspin-Praotexpression und Klinisch-
pathologischen Variablenp( exakte Signifikanz (2-seitig), exakter Test nach Fisher)

51



Negativ Positiv
Zvtoplasmatische Zyt-pos. Zellen Zyt-pos. Zellen
y ?Vlaspin- < 10%oder >10%und Gesamt D
Proteinexpression schwache mind. mittlere n
Intensitat Intensitat
n (% von gesamt) n (% von gesamt)

Gesamtkollektiv 1416,9%) 69 (83,1%) 83
pT1l 1(16,7%) 5 (83,3%) 6
pT2 4(11,8%) 30(88,2%) 34

T 0,086

P T3 5(14,3%) 30 (85.7%) 35
pT4 4(50,0%) 4 (50,0%) 8
Intestinal 4(10,8%) 33(89,2%) 37

. Intest.-muz. (0,0%) 8 (100,0%) 8

Histolog. : : ;

Subtyp Pankreatobil 4 (23,5%) 13(76,5%) 1710,14
G3-Adenoca 3 (21,4%) 11(78,6%) 14
Invasiv-pap. 342,9%) 4 (57,1%) 7

Histolog.  Intestinal + 4 (8,9%) 41 (91,1%) 45

Subtyp  intest.-muz. 0,043

grupp. Andere 10(26,3%) 28 (73,7%) 38

Tabelle 3.10Korrelation vonzytoplasmatischer Maspin-Proteinexpression und kiimisch-
pathologischen Variablemp( exakte Signifikanz (2-seitig), exakter Test nach Fjsher

Es bestand kein Zusammenhang zwischen immunhistosbleer Maspin- und p53-

Proteinexpression. Insbesondere ergab sich keinstsaher Zusammenhang zwischen
nukleérer Maspin-Proteinexpression (>10% mit zydeplatischer Maspinexpression ohne
Beriicksichtigung der Farbeintensitat) oder dem gmaralen Anteil der nuklearen Maspin-
Proteinexpression mit der p53-Proteinexpressmri 0 bzw. p=0,99. Ein Zusammenhang

mit dem MSI-high-Status war weder fir nukleare ndth zytoplasmatische Positivitat

nachweisbarg=0,68undp= 0,86.

3.5.2 Gesamtuberleben in Abhangigkeit von Maspin-Pr  oteinexpression

Die nukleare und auch zytoplasmatische Maspin-RPrexpression unter Anwendung der
Kriterien von Bettstetter und Dietmaier zeigte kB@m untersuchten Kollektiv keinen
statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem Gesaratieben (=0,21 undo=0,17).

Eine deutliche Tendenz im Uberleben zeigte sich,nweran getrennt nach prozentualer
nukleérer bzw. zytoplasmatischer Maspin-Proteinesgpom untersuchte: Bei ausgepragter
nuklearer Maspin-Proteinexpression (>80% der Zellenkledr positiv) war die
Uberlebenszeit der Patienten langer als bei mettleuklearer Maspinexpression (20-80% der

Zellen nuklear positiv) oder negativer nuklearerfékbung (=0,096; Abb. 3.7). Die
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durchschnittliche Uberlebenszeit betrug 76 Mon&8%{-Cl: 54 — 97 Monate) versus 51
(95%-CI: 35 — 68 Monate) versus 45 (95%-ClI: 17 — 72 Monate).

1,07]
| rNuk. Maspinexpression < 20 %
__~Nuk. Maspinexpression 20-80 %
_| Nuk. Maspinexpression > 80 %
0,67
g ' “ F=Nuk. Maspinexpression < 20 %, zensiert
Qo ] |~Nuk. Maspinexpression 20-80 %, zensiert
[} + 4= + 4+ ++ + +
% 0.6 iﬁ‘_‘ Nuk. Maspinexpression > 80 %, zensiert
80
D
[%2]
¢ :
S 04 L
=
E
5 p=0,096
X g2
0,07
T T T T T T
0 25 50 75 100 125

Gesamtuberleben (Monate)

Abbildung 3.7: Gesamtuberleben in Abhé&ngigkeit voasph-Proteinexpression unter
Berucksichtigung des prozentualen nuklearen AbtgilAuftrennung in <20 %, 20-80 % und
>80 % der Zellen; n = 65; Signifikanz p mittels Log Rank (M&Gox)

Bei Betrachtung der Uberlebenszeiten bei ausgemrdgklearer Maspinexpression (>80%)
versus mittlerer oder negativer nuklearer Maspinesgion (<80%) zeigte sich ein
signifikanter Unterschiedo€0,042). (s. Abb. 3.8) Analog ergab sich in Abhangigkeit der
prozentualerzytoplasmatischenMaspin-Proteinexpression eine deutliche Tendpn@,083)
fur ein langeres Uberleben von Patienten mit Kanzian mit deutlicher zytoplasmatischer
Maspin-Proteinexpression (>80%) im Vergleich zu tleier oder negativer Maspin-

Proteinexpression (s. Abb. 3.9).
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Abbildung 3.8: Gesamtiuberleben in Abhéngigkeit vakle@rer Maspin-Proteinexpression

unter Berlicksichtigung des prozentuaterklearen Anteil bei Auftrennung zwischen >80 %
und<80 % der Zellen; n = 65; Signifikanz p mittels Log Rank (Mabte)
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Abbildung 3.9: Gesamtuberleben in Abhangigkeit voytoptasmatischer Maspin-
Proteinexpression unter Beriicksichtigung des prineden zytoplasmatischemnteils bei
Auftrennung zwischen >80 % ur@0 % der Zellen; n = 65; Signifikanz p mittels LBgnk
(Mantel Cox)
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Im weiteren wurden die Uberlebensfunktionen beitp@s nuklearer bzw. zytoplasmatischer
Maspin-Proteinexpression (> 10% der Zellen mit rastdns mittlerer Intensitat) dargestellt.
Die Zusammenhénge waren jeweils nicht statistigghifkant, aber es zeigte sich eine
schwache Tendenz, dass sowohl nukleér als auchlagtoatisch-positive Tumoren langeres

Gesamtiberleben aufwiesen.

" Nukledre Maspin-Negativitat

+Nukledre Maspin-Positivitat

0,8+
+ Nukleare Maspin-Negativitat, zensiert
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Abbidung 3.10: Gesamtiberleben in Abhéangigkeit voar cukledaren Maspin-
Proteinexpression; Maspin-Positivitat: > 10 % deellén mit mind. mittlerer Intensitat;
Maspin-Negativitat:< 10 % der Zellen oder nur schwache Intensitat; 85 Signifikanz p
mittels Log Rank (Mantel Cox)

1,0
| -Zytopl. Maspin-Negativitat
| | -Zytopl. Maspin-Positiviat
L

057 - Zytopl. Maspin-Negativitat, zensiert
c
g L Zytopl. Maspin-Positivitét, zensiert
° L
© 067 |
2 i
D —l ol
» L
2
e 0,4 _|
E -
g p=0,17
=
X 0,2 -

0,0

T T T T T T
0 25 50 75 100 125

Gesamtiberleben (Monate)

Abbidung 3.11: Gesamtiuberleben in Abhangigkeit vemn zytoplasmatischen Maspin-
Proteinexpression; Maspin-Positivitdt: > 10 % deellén mit mind. mittlerer Intensitat;
Maspin-Negativitat:< 10 % der Zellen oder nur schwache Intensitat; 85; Signifikanz p

mittels Log Rank (Mantel Cox)
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4. Diskussion

4.1 Analyse von LOH fir Chromosom 17p und 18g bei

Papillenkarzinomen

4.1.1 Methodik

In der Literatur fanden sich die vier in Tabell@ 4ufgefiihrten publizierten Studien zu 18-

und 17p-LOH bei Karzinomen der Papilla Vateri.

Autor, Fallzahl Verwendete PrimgrCut-off fur LOH Ergebnis: LOH
Jahr Papillenkarzinome 17p und 18q 17p 18q
53 D17S559
Scarpa,| _. D17S1176
Einschluss von RERA 53 % 34 %
2000 Tumoren D18569
D18S64
16 werden immer Intensitatsverlust 0
Moore, [ Ausschluss von RER| getestet; bei von mind. 60 % 63% 550
2001 LBl negativem o. nicht
informativem
Ergebnis zusatzlic
D17S513
I%%oon;’ 59 D17S525 55 % 36 %
D18S61
D18S58
32 TP53 Intensitatsverlust
;’g(r)l; 13 de-novo-Ca | D18S34 von mind. 50% 540 | 42 %
19 Ca-ex-Ad
TP53 Intensitatsverlust
A;(:lljgi”ee 72 D18S61 von mind. 50% 5506 35 %

Tabelle 4.1: Vertffentlichungen zu 17p und 18g-LO&l Papillenkarzinomen;. Grau
hinterlegt: Studien aus Veroneser Arbeitsgruppen.

Drei der vier Veroffentlichungen stammten aus deathplogischen Institut in Verona
[Scarpa, 2000], [Moore, 2001], [lacono, 2007]. Diese Aréeiten griffen alle auf denselben
Gewebepool zuriick. Die 59 von lacono et al. untetemchProben stammten aus
chirurgischen Resektionen von Tumoren der Papilel in der chirurgischen Klinik
Verona aus den Jahren 1970 bis 2001, wahrend SeaglaProben aus den Jahren 1986 bis
1994 untersuchten. Bei Moore et al. dienten die Amapdateri-Karzinome (AVC) als
Vergleich zu pankreatischen Tumoren und 15 der Y& Avaren Teil der bereits bei Scarpa

et al. untersuchten Tumoren. Moore et al. schlosserkleine Lasionen mit unzweifelhaft
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ampullarer Herkunft in die Studie mit ein und Tuewrmit RER-Phanotyp aus. Zur
Ermittlung des LOH-Status verwendeten die Verondgéeitsgruppen alle eine Methodik,
die sich im Cut-off fur LOH und in der Anzahl undtAler verwendeten Primer von dieser
Arbeit unterschied: So wurden die LOH-Analysen et#tSilbergelen durchgefuhrt und die
Intensitatsverluste der Allele, welche mindestens%®ei LOH betragen sollten, visuell
beurteilt. In dieser Doktorarbeit wurde die Kapilektrophorese verwendet, die eine exakte
Quantifizierung zulasst und bei der ein 50%-igdemsitatsverlust als ublicher Cut-off zur
Festlegung eines LOH galt. Der niedrigere Schwelethwodnnte Abweichungen im Sinne
einer hoheren LOH-Rate in der vorliegenden Studieg Folge haben. Von den
Arbeitsgruppen in Verona wurden jeweils mindestemsi Primer fur die Chromosomenarme
17p und 18q untersucht. Bei negativem, d.h. ROH-Ergebder im Falle eines nicht-
informativen Ergebnisses erfolgte die Analyse zweieiterer Marker. In der vorliegenden
Arbeit wurde lediglich ein Marker auf jedem Chromosenarm betrachtet. Dadurch ergab
sich eine eingeschréankte Aussagekraft flr die LOtddgse, v.a. auch bei relativ hoher Rate
an nicht-informativen Ergebnissen (fliP5340 %) und somit Verringerung der auswertbaren
Fallzahl. Die in Verona verwendeten Primer fir Chogom 17 sind alle in der Region 17p13
auf dem kurzen Arm lokalisiert, in der audiP53 liegt. Die fur den langen Arm des
Chromosoms 18 gewahlten Primer liegen im Bereidi218und 18g22. Die Ildeogramme in
Abbildung 4.1 und 4.2 zeigen die verschiedenen Regiomler zwei untersuchten
Chromosomen. Die primér von den Arbeitsgruppen inoka verwendeten Primer D18S69
und D18S64 liegen in der Region 18921 und damitetaentromernaher als der in dieser
Arbeit verwendete Primer D18S61 auf 18g22.2.

Park et al. verwendeten ebenfalls nur einen MarkeiGhromosomenarm und zwar den hier
verwendeten PrimerP53fir 17p und D18S34 fur 18q. D18S34 liegt in deriRed 8q12.2-

12.3 und somit nochmals zentromernéher.
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D17S525 (17p13.3)
&~ _D175513 (17p13.1)

17p 13 D17S559 (17p13.2)

I\

17p12

D17S1176 (17p13.1)
17p11.2
EpHi - Abbildung 4.1: Ideogramm des
1:-':11:2 Chromosom 17 mit Markierung der

17412 diskutierten Mikrosatellitenloci sowie des
Allels fur TP53 (roter Pfeil) [Uberarbeitet
nach

www.ncbi.nim.nih.gov/projects/mapview]

17921 —

—
17922
17925
17924
17925

15p11.5
Abbildung 4.1: Ideogramm des Chromosom

18p11.2 18 mit Markierung der diskutierten
1dpi1.1 Mikrosatellitenloci sowie des Allels flr
15q911.1 D18S61 (roter Pfeil) [Uberarbeitet nach
1g3q11.2 www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview]

15912

4==D18534 (18q12.2)
18921 D18S64 (18921.3)

D18S69 (18q21.2)

13q22
13923

D18S61 (18722.2)
€—D18S58 (18¢23)

Die Lokalisation der Primer auf den Chromosomenarrk@nnte relevant sein, wenn man
bedenkt, dass Deletionen in manchen Regionen demrospoms gehauft auftreten. So kann
ggf. je nach Lokalisation des Primers auf dem Chsoneenarm in manchen Regionen

haufiger LOH an den Mikrosatellitenloci festgestellt asn.
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4.1.2 Vergleich von LOH an verschiedenen Mikrosatel litenloci des
Chromosoms 17p mit TP53-LOH (17g21.31)

Mit 55 % LOH fur TP53 war das Ergebnis dieser Doktorarbeit nahezu igemtmit dem
Ergebnis von Park et. al. (54%), die mit ahnlicheetivbdik arbeiteten (nur ein Marker,
gleicher Marker, Gelelektorphorese). Aber auch diedi®@n von lacono et al. und Scarpa et
al. lieferten ein sehr ahnliches Ergebnis, obwohl\diegleichbarkeit bei unterschiedlichen
Analyseverfahren (s.0.) eingeschrankt ist. Moore et die die RER-Tumoren bei den
Berechnungen ausgeschlossen haben — analog zurugpbgCa-tp53-dichotom-excl-MSI-
high, verzeichneten mit 63% eine hohe LOH-Rate. Dnegy sich dadurch erklaren, dass
MSI-high-Tumoren ohne Allelverlust berechtigt de©R-Gruppe zugeordnet werden, wie
Scarpa et al. fur ihr Kollektiv mit erganzenden Ustehungen nachgewiesen haben.
Deswegen schlossen Scarpa et al. die RER-Tumordm aws der Analyse aus und
ermittelten eine LOH-Rate von 53%. In der hier \@génden Arbeit (n=59) lag die LOH-
Rate nach Ausschlu3 der RER-Tumoren jedoch nur Ot®Beér. Die auffallend hohe LOH-
Rate bei Moore et al. kbnnte durch eine statistid3éerrung bei niedriger Fallzahl (n=16)
zustande kommen. Insgesamt waP53LOH mit 55% ein h&aufiges Ereignis in der
Karzinogenese der Papillenkarzinome, wobei es keimerschiede zwischen De-novo- und

Ex-Adenom-Karzinomen diesbezlglich gab.

4.1.3 Vergleich von LOH an verschiedenen Mikrosatel litenloci des
Chromosoms 18q mit D18S61-LOH (18g22.2)

Mit 34,7 % D18S61-LOH (s. Ca_D18S61_dichotom_allgjersich in dieser Untersuchung
eine vergleichbare Rate zu den Studien aus VerSoarpa et al. 34 %, lacono et al. 36%,
Moore et al. 50 %). Wie oben beschrieben wurde initienischen Arbeitsgruppen nicht

nur ein Marker pro Chromosomenarm untersucht, sondendestens zwei und nicht oder
nicht ausschliel3lich der Marker D18S61 verwendet.dge aktuellen Studie waren 15% der
Allele fir D18S61 nicht informativ, ein relativ gager Anteil, der die Aussagekraft des
Primers nur maRig minderte. Einen Unterschied dgelftisse entsprechend der Primerwahl
(zentromernah oder telomernah) und Anzahl der satéten Primer schien es nicht zu
geben, insbesondere auch dann nicht, wenn man dikeSton Park et al. mit einer etwas

hoheren LOH-Rate von 42% bei zentromerndherem Pnmieinbezog. Die Auswahl der

Primer am Chromosom 18 schien keine grof3ere Koeseqgzu haben, sodass die Vermutung
naheliegt, dass das Deletionen mit LOH der Mikrdbtaeloci am Chromosom 18q haufig

vorkommen und das mutmalfliche Zielgen fir die Tyragression der Papillenkarzinome
ebenfalls in diesem Bereich liegt. Dies trafe belspveise auf das Gen SMAD4/DPC4 auf
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Chromosom 18g21.1 zu. Wie in dieser Doktorarbeit ngoteeden Park et al. nach
Tumorentitat und bestéatigten das hier gefundeneelifig, dass sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Karzinomen mit Adenombntieid den Karzinomen ohne
Adenomanteil bezlglich der LOH-Analyse fur Chrommosb8 ergab. Inwiefern der Ein- oder
Ausschluss von MSI-high-Tumoren die ErgebnisseStadien beeinflussen, war nicht genau
zu beurteilen. Moore et al. schlossen die RER-Tumatender Analyse aus, wahrend Scarpa
et al. mit dem Argument, dass jeweils die Heterozggbei den MSI-high-Fallen erhalten
bleibt, die Tumoren in die Analyse einschlossen. iesel Studie ergab sich ein nahezu

gleiches Ergebnis nach Ausschluss der RER-Tumoren.

4.1.4 Prognostische Wertigkeit des LOH-Status der u  ntersuchten
Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 17p und 18q

Von den in Tabelle 4.1 aufgefihrten Studien waranimden Publikationen von Scarpa et al.
und lacono et al. Uberlebensdaten der Patienteralégth In der Studie von lacono et al.,
2007, war17p-LOH unabhéngig vom pT-Stadium ein negativer progndséis Marker,
wéahrend Tumoren vom RER-Phé&notyp Langzeitiberletmen. Auch bei Scarpa et al.
erwies sich 17p-LOH als schlechter prognostiscladtdt, das relative Risiko zu sterben bei
17p-LOH war 11,3 (95% CI) mal hoher als bei 17p-R®thschluss der RER-Tumoren in
die Analyse). Bei Ausschluss der RER, die ja - wee lacono et al. beschrieben - bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeiten hatten, reduziertd sias relative Risiko bei 17p-LOH-
Tumoren auf 7,8 (95% CI). Die mediane Uberlebenswdiug bei Scarpa et al. bei 17p-LOH
20 Monate (95% CI 13-25), wahrend in der vorliegen8eudie die mediane Uberlebenszeit
nicht signifikant unterschiedlich fur Patienten MR53LOH-Tumoren 30 Monate (95% CI
15-45) und fur Patienten mitP53ROH-Tumoren 20 Monate (95% CI 0-42) betrpg,77).
Diese Diskrepanz konnte einerseits durch die uctterdliche Primerauswahl fir Chromosom
17p erklart werden: wie bereits beschrieben unbtéitem Scarpa et al. und lacono et al.
mindestens zwei Primer am Chromosom 17p und ergérggf. durch weitere zwei Primer.
Allerdings bestand eine groRe Ubereinstimmung 2veéisd_ OH-Rate bei lacono et al., Scarpa
et al. und der vorliegenden Studie. Scarpa et allagwho et al. arbeiteten in ihren Analysen
mit einer gréReren Fallzahl (n=53 bzw. n=59), wahrender vorliegenden Studie die nicht-
informativen Falle (40%) fur die Kaplan-Maier-Analysehtizur Verfligung standen und sich
dadurch die Zahl der Falle mit Daten zum Uberleheihnur 34 Patientenverlaufe reduzierte.
Maoglicherweise wurde in der vorliegende Studie awufg dieser geringeren Fallzahl kein

statistisch signifikantes Ergebnis erzielt.
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Auch flur Patienten mit8qg-LOH-Tumoren ermittelten Scarpa et al. und lacono gewaleils
ein kurzeres Uberleben. Die vorliegende Studie hgstadieses Ergebnis nicht. Das kénnte
daran liegen, dass nur mit einem Marker gearbeitetdey der mutmalllich keine
reprasentative Aussage fir weitere LOH beispielssveler Tumorsuppressorgene auf
Chromosom 18q zulasst, wenngleich die LOH-Rate dete¥nanderen Studien entsprach.
Auch hier standen in der vorliegenden Studie nur F&le mit Uberlebensdaten zur
Verfigung, was die Diskrepanz zwischen den Ergebnisbenfalls erklaren kdnnte. Das
bessere Uberleben der D18S16-MSI-Tumoren war inmeSides besseren Uberleben der
RER-Tumoren zu deuten. Es war zwischen D18S61-MSl)ches lediglich die
Mikrosatelliteninstabiliat fir D18S61 beschreibt, undhdRER-Phanotyp, bei dem ein Defekt
des mismatch-repair-Systems vorliegt und definggemal mind. 30 % von 5 international
fur kolorektale Karzinome genau definierten Mikrasitenmarkern (Konsensus-Panel)
instabil sind, zu unterscheiden. In der vorliegen8ardie zahlten 5 der 8 Tumoren, die MSI

fir D18S61 aufweisen, zum RER-Phanotyp, was sich in gutesriélien widerspiegelte.

4.2 Immunhistochemie bei Papillenkarzinomen

4.2.1 p53-Proteinexpression bei Papillenkarzinomen

Tabelle 4.2. zeigt in einer Ubersicht die Ergebnidse bisherigen Veréffentlichungen zur
immunhistochemischen p53-Proteinexpression, die aigdhden mit den Ergebnissen der

aktuellen Studie diskutiert werden sollen.
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Kriterien flr

Ergebnis fur Papillenkarzinome

Literatur n 53- immunhistochemische p53-
(Autor, Jahr) . P . Uberexpression [% der Falle] und
Uberexpressior :
Kommentare zu den Ergebnissen
17 AVC Pos. Zellen 94 % AVC
Younes, 1995 | 5 Adenome (keiﬁ Cut-off) 40 % Adenome
4 No AV 0 % No AV
Pos. Zellen 0
Dorandeu, 1997, 45 AVC (kein Cut-off) 49 %
o)
Zhao, 1999 | 37 AVC >10%der 1440,
Zellen
32 % AVC Stadium I/II
53 % AVC Stadium III/IV
14 % Ca-assoziiertes Adenom
Park, 2000 52 AVC de novo >10% der Nukle] 0 % bei Normalgewebe

42 AVC ex Ad

- p53-Uberexpression in AVC df
novo mit schlechterer Prognose

\1%4

146 AVC gesamt
85 AVC de novo

59 % AVC gesamt

92 % AVC Stadium |

56 % AVC Stadium Il - IV
56 % AVC de novo

Takashima, 200061 AVC ex Ad >10% der Zellen 62 % AVC ex Ad
9 Adenome 36 % Ca-assoziiertes Adenom
0 % in reinen Adenomen
- p53-Akkumulation spat in der
Karzinogenese!
Svrcek, 2003 14 AVC >10% der ZelleB6%
>10 % der p53-Expression kein signifikanter
Zhou, 2004 55 AVC Zellen Faktor im Uberleben
Santini, 2005 | 39 AVC >20% der Nukle38%
36 AVC . |42 % AVC
Su, 2008 17 Adenome >10 der Nuklei 18 % Adenome
Sung, 2009 67 AVC u.a. >5% der Nuklei 62 %

Aktuelle Studie

134 AVC gesamt
63 AVC de novo
71 AVC ex Ad

>10 % der
Zellen

38 % AVC gesamt
32 % AVC de novo
44 % AVC ex Ad

Tabelle 4.2: Verotffentlichungen zur immunhistochehes

p53-Proteinexpression in

Ampulla-Vateri-Karzinomen 1995 bis 2009 (No AV=Nalgewebe Ampulla Vateri;
AVC=Ampulla-Vateri-Karzinome)

In der vorliegenden Studie waren 38 % aller Karmie@53-positiv. In der Literatur variierte

die Zahl der p53-positiven Papilla-Vateri-Karzinomgischen 32 % und 62 % [Takashima,
2000], [Zhao, 1999], [Park, 2000], [Scvrek, 2003], [Dorund1997], [Su, 2008], [Sung,
2009], [Santini, 2005]. Bei Younes et al. waren 94 %-pbsitive Karzinome, wobei jegliche

Anfarbung als positiv gewertet wurde [Younes,
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Arbeitsgruppen - wie auch in dieser Studie — wufidle p53-Positivitat ein Cut-off von
mindestens 10 % der Tumorzellen berlcksichtigtetsuheidet man de-novo-Ca und Ca-ex-
Ad, so lagen die Ergebnisse dieser Studie mit 32 %o B4 % niedriger als bereits publizierte
Daten mit 56 % bzw. 62 % [Takashima, 2000].

Ubereinstimmend zeigten die oben genannten Studass die p53-Expression im Rahmen
der Karzinogenese ansteigt: Bei Normalgewebe agierem Adenomen zeigte sich keine p53-
Expression, bei Karzinom-assoziierten Adenomen 36 % und 32 — 62 % bei Karzinomen
[Takashima, 2000], [Park, 2000]. Bezuglich der p53-Bkpression innerhalb der
Karzinomgruppe waren die Aussagen widerspriichlidle vorliegende Arbeit bestatigte
andere Studien, dass die p53-Expression nicht kenrel mit histologischem
Differenzierungsgrad, Tumorentitat (de-novo Ca bzWa-ex-Ad) [Park, 2000],
histologischem Subtyp und Tumorstadium [Zhao, 1993k et al. dagegen fanden eine
positive Korrelation zwischen p53-Uberexpressiod gruppiertem Tumorstadium im Sinne
einer Steigerung der p53-Expression bei hoheremiuBta(Stadium /11 versus 1I/IV: 32 %
versus 63 %p=0,05) [Park, 2000]. Dagegen zeigte sich in der Studie vonshaka et al. bei
fortgeschrittenem UICC-Stadium ein Abfall der p58Eession (p53-Uberexpression
Stadium | 92%; Stadium IV 40%). Takashima et al. na8ten, dass dies durch einen
maoglichen weiteren Allelverlust von 17p oder einsazliche Mutation zustande kommt, die
die Halbwertszeit von p53-Proteinen in hdheren Tistaglien wiederum verkirzt
[Takashima, 2000]. Scarpa et al. schlussfolgerten dwen Daten, dass die zur
Uberexpression filhrende Mutation dd@$53Gens beim Adenom-Karzinom-Ubergang
stattfindet, wahrend der Verlust des verbleibendatakien Gens durch LOH bei
fortgeschrittenen Karzinomen auftritt [Scarpa, 200D¢r in dieser Studie belegte fehlende
Zusammenhang zwischen p53-Uberexpression und titats desTP53Gens untermauert
die These von Scarpa et al., dass die Uberexpredsimh Mutation zustande kommt und

LZeitlich* vor dem Allelverlust auftritt.

4.2.2 Prognostische Wertigkeit der p53-Expression b ei
Papillenkarzinomen

Was die prognostische Wertigkeit der immunhistochensisg®b3-Proteinexpression angeht,
blieben die Aussagen in der Literatur widerspruchlicihvénd bei Park et al., 2000, in der
Untersuchung der 5-Jahres-Uberlebensrate die Patieftted3mnegativen Tumoren etwas
besser abschnitten als Patienten mit p53-positiven Tumemittelten Santini et al. eine

statistisch signifikant langere Uberlebenszeit fir Pgtie mit p53-positiven Tumoren.
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Santini et al. fihrten dies auf den von ihnen belegten Zusathrang der p53-Uberexpression
mit der Apoptose der Tumorzellen zurtick. Demnach habemRatieine bessere Prognose,
bei denen die Tumorzellen BAX exprimieren, ein Protein, dashop53 aktiviert wird und

die Zellen in die Apoptose fiihrt. Die vorliegende Arbeitkienzwar die Tendenz eines
besseren Uberlebens bei p53-Uberexpression bestaigeniber den Zusammenhang mit
der Apoptose keine Aussage treffen. Andere Autoren [Sca®p&),1 Takashima, 2000],
[Park, 2000] haben nachgewiesen, dass eine pathologis8Herp&in-Uberexpression ab
dem Ubergang vom Adenom zum Karzinom besteht, mutmaRlich @ynthese eines

mutierten und damit funktionseingeschrankten p53-Rretemit verlangerter Halbwertszeit.

4.2.3 SMAD4/DPC4-Expression bei Papillenkarzinomen

In Tabelle 4.3. sind die fur die Ergebnis-Diskussidaer aktuellen Studie relevanten

Vero6ffentlichungen zu SMAD4-Expression bei Papillenkasmen aufgefuhrt.
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)

Literatur n Kriterien fiir Ergebnis fur
(Autor, |(Papillen- Positivitat/Neoativitat Papillenkarzinome
Jahr) |karzinome) 9 DPC4/SMAD4-Negativitat
Positiv, wenn diffuse zytoplasmatische 041 %
nukleare Anféarbung
_ Negatiy, wenn keine Farbung o. nur Histologische Subtypen:
Beghelli, 89 gelegentlich posi_tive Zeﬂller.w - 38% intestinaler Typ
2002 9?0‘? der positiven Félle: zyt.+ nuk. | _ 50% pankreatobiliarer Typ
Anfarbung. . .
Nur 2 von 37 negativen Féllen zeigen |~ 20% Kolloidkarzinom
gelegentlich pos. Zellen.
Positiv,wenn nukleare und 34 %
zytoplasmatische Anfarbung oder nur | Histologische Subtypen:
MCCarthy 140 nukleére Anfél’bung - 36 % Intestinaler Typ
2003 Negatiy wenn keine nukleare Anfarbung _ 37 o4 pankreatobilizrer Typ
- im Allgemeinen liegt nukleare und | _ 0 % Kolloidkarzinome
zytoplasmatische Farbung gemeinsam yor
14 Positiv, wenn zytoplasmatische Anfarbun@4 %
(und 27 | mit mind. fokaler nuklearer Anfarbung
Svrcek, - Negativ wenn keine zytoplasmatische o
primare . ..
2003 ) nukleare Anfarbung
Dinndarm- | Fokal positiv, wenn vereinzelte Zellen
karzinome) | anfarben.
Positiv, wenn zytoplasmatische Anfarbung8 %
mit gelegentlicher nukleérer Anfarbung
Moore, 16 Negatiy, wenn keine zytoplasmatische o
2001 nukledre Anfarbung
Fokal positiv, wenn fokaler Verlust der
Anfarbung
Positiv, wenn 24 %
zytoplasmatisch und nukleare Anfarbun
Aktuelle 133 oder
Studie nur nukleare Anfarbung, auch wenn seh

schwach

Negatiy, wenn keine nukledre Anfarbung

Tabelle 4.3: Veroffentlichungen zu SMAD4/DPC4-Exgioes bei Papillenkarzinomen 2001

bis 2003

Bei den Auswertekriterien der vier publizierten @&n bestanden kleine Differenzen: Bei

Beghellli et al. war ein Tumor DPC4-negativ, wennnkeFarbung oder nur gelegentlich

positive Zellen vorhanden sind, Svrcek et al. und Maet al. werteten Falle mit vereinzelt

positiven Zellen als fokal positiv und McCarthyadt werteten — analog in der vorliegenden

Arbeit - nur Falle als negativ, die keinerlei nukkednfarbung aufwiesen. Moore und

Beghelli, beide vom Institut fur Pathologie der UWemstiat Verona, griffen dabei auf

denselben Pool von Gewebeproben zurick: Beghetérsunchte 89 Proben aus den Jahren
1986 bis 2000, Moore 16 Proben aus den Jahren 1986 bis 1994.
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Das Ergebnis der vorliegenden Studie beziglich SMiARgativitat lag mit 24 % etwas
unter den Ergebnissen der Studien mit gro3ererzdfdén (34 — 41 %) [Moore, 2001],
[Beghelli, 2002], [McCarthy, 2003]. Moéglicherweise trutje strengere Definition von
SMAD4-Negativitat in der vorliegenden Studie zu deringeren Rate bei. Zudem bestatigte
die aktuelle Arbeit, dass die beiden histologiscHanpttypen (intestinal und pankreatobiliar)
gleich haufig SMAD4-Negativitat aufweisen [McCarti3003]. Keine der oben genannten
Studien fand eine signifikante Korrelation zwischdinisch-pathologischen Parametern und
dem SMAD4-Status. Im Bezug auf das Gesamt-Uberlgjadren die hier erhobenen Daten
Hinweis daflr, dass Patienten mit SMAD-4-positivammbren langer Gberleben als Patienten
mit SMADA4-negativen Tumoren (68 versus 43 Monateil. dr Annahme, dass ein Verlust
der SMADA4-Expression auch Verlust der tumorsuppreasWirkung bedeutet [Wilentz,
2000], [Beghelli, 2002], lasst sich ein Zusammenharigkiirzerem Uberleben sowie eine
signifikante Korrelation der SMAD4-Negativitat nitodalstatus und héherem pT-Stadium
stimmig erklaren. Genau diesbeziglich ergab die edlktuStudie einen signifikanten
Zusammenhang zwischen pN-Stadiump=Q,007) und SMAD4-Negativitat. Auch die
zunehmende SMADA4-Negativitdt bei zunehmendem p@di&ta (=0,015) lie3 sich

dahingehend deuten.

4.2.4 Prognostische Wertigkeit der SMAD4/DPC4-Expre  ssion bei
Papillenkarzinomen

Dass DPC4/SMAD4 das mutmaliliche Gen ist, das beivVByst betroffen ist und damit
auch das in anderen Studien [Scarpa, 2000], [lacd@¥]Z2rmittelte schlechtere Uberleben
erklart, bezweifelten Beghelli et al., da deren Staaie9 Papillenkarzinomen keine klinisch-
pathologische Korrelation mit dem SMAD4-Status meeisen konnte. Genausowenig war
dies bei Bléaker et al. in Bezug auf Dunndarmkarziaoter Fall [Blaker, 2002]. Die bei
Moore et al. im Detail aufgefiihrten Daten zeigterssdaumore mit 189-LOH nicht identisch
sind mit Fallen, die auch immunhistochemisch DPC4gatigitat aufwiesen. In der
vorliegenden Arbeit zeigten 40 % der SMAD4-negati¥arzinome einen LOH fur D18S61
im Vergleich zu nur 15 % bei SMAD4-Positivitat. Qffgchtlich ist der Verlust der
Heterozygotie fur D18S61 nicht oder nicht auss@ild ursachlich fur den Verlust der
SMAD4-Expression. Bei Beghelli et al. ging ein SMADN&flust nicht mit einem
schlechteren klinischen Outcome einher, weswegemnweitteres Tumorsuppressorgen auf
Chromosom 18q vermutet wird. Die vorliegende Arbeterte im Gegensatz dazu Daten,
dass ein immunhistochemischer SMAD4-Proteinexpoasserlust nicht nur mit hdherem

Tumorstadium korreliert, sondern auch mit schlechtereerligben.
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4.2.5 Maspin-Expression bei Papillen- und gastroint  estinalen Karzinomen

Fur Papillenkarzinome ist bisher wenig Uber die Meaxpression bekannt. Die vorliegende
Arbeit analysierte 83 Papillenkarzinomen in Relatimu klinisch-molekularen Parametern.
Bei Anwendung der Kriterien von Bettstetter und tDiaier [Bettstetter, 2005], die Tumore
als zytoplasmatisch oder nuklear Mapsin-positivirdefen, wenn mehr als 10% der Zellen
mit mindestens mittlerer Farbeintensitdt Maspin rewjgren, ergaben sich in der
vorliegenden Studie folgende statistisch signiftetarzusammenhange: Intestinal bzw.
intestinal-muzindse Papillenkarzinome waren sigaiit haufiger zytoplasmatisch oder
nuklear Maspin-positiv als die anderen histologisthntergruppenp&0,043 bzw p=0,01).
G3-Adenokarzinome und der invasiv-papillare Subtygren vor allem nukledr weniger
haufig Maspin-positiv (57 % und 43 %) als der ititede und pankreatobilidre Subtyp (84 %
und 71%). Dies weist auf einen moglichen Zusammemhawischen geringerem
Differenzierungsgrad und Verlust der Maspinexpmsshin. Auch der Rickgang der
nuklearen und zytoplasmatischen Maspin-ExpressiorStadium pT4 (s. Tabelle 3.9 und
3.10) £=0,08 und 0,086) deutet auf ein aggressiveres Tunatistam hin. Nach Zhang et al.
(2005) fuhrt intrazellulare Maspin-Expression zurmehrter Expression von pro-
apoptotischen Protein BAX. Dadurch entstent ein \8achsvorteil bei fehlender
Maspinexpression. Bei duktalen Pankreas-Adenokaremo findet man &hnliche
Veranderungen der Maspinexpression im Rahmen demofigenese wie bei
Papillenkarzinome mit einer deutlich héhere Masgpmmession bei gutem bis mittlerem
Differenzierungsgrad im Vergleich zum G3-Adenokaarn. In vitro aktiviert zudem
wildtyp-p53 den Maspin-Promotor [Zou, 2000] und dsebeint auch in vivo zu gelten: Fur
verschiedene Tumorgewebe wurde ein inverser Zusaimenmg zwischen dem Level
mutierter p53-Proteine und der Maspinexpressiorhgewiesen [Zhang, 2002]. In dieser
Studie liel3 sich dieser Zusammenhang allerding# zieigen: Analog zu den Ergebnissen bei
duktalen Pankreaskarzinomen bestand kein Zusammgnhawischen p53- und
Maspinexpression [Ohike, 2003].
Die Arbeit von Blandamura et al. [Blandamura, 2003{ bisher die einzige die u.a.
immunhistochemisch die Maspinexpression bei Adersskamen der Papilla Vateri (n=23)
untersucht und zwischen einer nuklear-betonten ésgwn und nukledrer Expression in
Prozent der Gesamtzellzahl unterscheidet. Dabebegigh eine inverse Korrelation zwischen
nukleér-betonter Maspinexpression und p53-Exprassidie vorliegende Arbeit (n=83)
lieferte keine Korrelation zwischen immunhistochschier nukledrer Maspinexpression
67



(analog beurteilt) g=1,0) oder nuklearer prozentualer Anfarbung=Q,99) und p53-
Expression. Die von Blandamura et al. gefundenestisathe Tendenz zwischen pM- und pN-
Status mit betont nukledarem Expressionsmuster kornnt dieser Arbeit ebensowenig
nachgewiesen werden wie eine inverse Korrelatioa dbl- und pT-Stadium mit der
prozentualen Maspinexpressiop=0,51). Die vorliegenden Daten weisen auf einen Bezug
zwischen zytoplasmatischer Maspinexpression und nearigl-Stadium hin.

Bettstetter et al. haben kolorektale Karzinome izleauf Maspin-Status und zugrunde
liegendem Entstehungsmechanismus (chromosomale  abllhi&t versus
Mikrosatelliteninstabiltét) untersucht [Bettsteft@005]. Ausgehend vom Maspin-negativen
Normalgewebe wird im Rahmen der Karzinogenese Masm@. zytoplasmatisch vermehrt
exprimiert. Besonders die Invasionsfront und gediffprenzierte Karzinomareale wiesen
eine intensive nukledre Maspinexpression auf. Ma8jiivitdt scheint somit abhéngig von
seiner intrazellularen, d.h. nukledren oder zytopdmohen Lokalisation zu sein; Maspin
muss an der Zellmembran liegen, um seine tumorssgpipee Wirkung zu entfalten. Die
vermehrte nukleare Konzentration in den aggressiv@iumoranteilen deutet daraufhin hin,
dass Maspin im Zellkern ,gefangen® ist und die tusuppressive Wirkung nicht entfalten
kann [Sood 2002]. Ein weiteres wichtiges Ergebnis \Bettstetter et al. betrifft die
unterschiedliche Maspin-Expression in Bezug auf dmerschiedlichen Pathways der
Entstehung kolorektaler Karzinome: MSS-/MSI-L-Tumoexprimierten deutlich weniger
Maspin als die MSI-H-Tumoren, was Bettstetter etaf.Verlust der Heterozygotie oder auf
epigenetische Promotor-Hypermethylierung zurlckginr In der vorliegenden Arbeit
ergaben sich in Bezug auf den MSI-Status keine Zusammeeméit der Maspin-Expression,
wobei eine definitive Aussage diesbezuglich beinggr Fallzahl der MSI-high-Karzinome

(n=10) nicht mdglich war.

4.2.6 Prognostische Wertigkeit der Maspin-Expressio  n bei Papillen- und

gastrointestinalen Karzinomen

Maspin gilt alsTumorsuppressociGen bei Mamma- und Prostatakarzinomen unov@glust
der im Normalgewebe physiologischen Maspinexpressio Laufe der Karzinogenese geht
mit einer gréfReren Tumoraggressivitat einher [Zo894], [Maass, 2002], [Zou, 2002].
Andererseits gibt es publizierte Daten, dass em#ohte Maspinexpression bei
Mammakarzinomen mit schlechterer Prognose verbumstefUmekita, 2002] [Lee, 2006]
oder dass die Prognose von der intrazellularen liszteon des Maspin abhangig ist [Mohsin,

2003]. Bei Geweben, die physiologischerweise keinspta exprimieren, ist eine

68



Maspinexpression im Rahmen der Tumorigenese mgebes Prognose assoziiert, z.B. bei
Plattenepithelkarzinomen im HNO-Bereich, nicht jeldo bei Nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (s. Tabelle 4.4).
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Autor, Jahr

Tumorart

Immunhistochemische
Maspinexpression als Prognosefaktor

Mammakarzinome

Nit
It.

Mohsin, 2003 Invasiv duktales Nukle&re Maspinexpression mit guten
Mammakarzinom Prognosefaktoren assoziiert,
zytoplasmatische Maspinexpression n
schlechten Prognosefaktoren assoziie
Maass, 2001 Invasiv-duktales Starke Maspinexpressio# signifikant
Mammakarzinom weniger Lymphknotenmetastasen
(p<0,01)
Kim, 2003 Frihstadium Mammakarzinor Maspinexpression nicht mit
krankheitsfreiem oder allgemeinem
Uberleben assoziiert
Lee, 2006 Duktales Mammakarzinom | Maspinexpression mit schlechterer

Prognose assoziiert.

Umekita, 2002

Duktales Mammakarzinom

Maspinexpressior> kirzeres
krankheitsfreies Uberleben

HNO-Tumore

Luo, 2009 Plattenepithelkarzinom der | Bei Maspinexpression signifikant
Mundhdhle langeres Uberlebep£0,014)

Marioni, 2010 Nasopharyngeales Karzinom Bei Maspinexpression Trend zu

langerem krankheitsfreien Uberleben
(p=0,08)

Bronchialkarzinome

Bircan, 2010 Plattenepithelkarzinom und | Maspinexpression kein signifikanter
Adenokarzinom der Lungeo |prognostischer Faktor
Hirai, 2005 Nicht-kleinzelliges Zytoplasmatische Maspinexpression

Bronchialkarzinom

kirzeres Gesamtiberleben

Kolonkarzinome

Fung, 2010

Kolonkarzinom, Stadium C 5
1n?

Maspinexpression kein signifikanter
prognostischer Faktor

Dietmaier, 2006

Kolonkarzinom, Stadium lIl

Nukleare Maspinexpressiot kiirzeres
Gesamtuberleben (p=0,018)

Sonstige

Bauerschlag,
2010

Ovarialkarzinome

Maspinexpressior> langeres
Uberleben

Eigene Daten

Papillenkarzinome

Bei Maspinexpression tendenziell

langeres Uberleben

Tabelle 4.4. Maspinexpression als Prognosefaktorrbkade: Grin hinterlegt: bessere
Prognose bei Maspinexpression, gelb hinterlegt: &éiaswirkung der Maspinexpression auf
Prognose, rot hinterlegt: schlechtere Prognose bei Maspirgssion.

Die prognostische Wertigkeit von Maspin-ExpressionBezug auf Papillenkarzinome ist

bisher nicht untersucht worden. In der aktuellendigtiergaben sich keine signifikanten

Unterschiede in Bezug auf die Maspinexpression diedUberlebenszeiten in der Kaplan-
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Meier-Analyse. Allerdings zeigte sich eine Tendenzmssd Patienten mit Maspin-
exprimierendem Tumor langer Uberleben als Patiemtén Maspin-negativem Karzinom
unabhangig von zytoplasmatischer oder nukleédrer rdsgmon. Fur gastrointestinale
Karzinome gibt es in der Literatur wenige Daten zur Badeyvon Maspin auf die Prognose.
In einer Studie von Dietmaier et al. an Kolonkarmmem im Stadium Il (n=172) war die
nukleare Maspinexpression ein negativer progndstisdviarker. Mdoglicherweise kann
Maspin seine tumorsuppressive Wirkung nicht im k&t austiben und wirkt dort evtl. sogar
als zusatzliches Onkogen. Die vorliegende Studienteormit ihren Ergebnissen dieses
Konzept weder unterstiitzen noch widerlegen. Zuru€lg der prognostischen Wirkung von
Maspinexpression bei Papillenkarzinomen sind weittiudien noétig. Interessant ist der von
Dietmaier gefundene Zusammenhang zwischen Maspiessipn bei Kolonkarzinomen
Stadium Il und dem Benefit einer 5-FU-basiertere@btherapie. Nur Patienten mit nukle&r
Maspin-exprimierendem Tumor profitierten von eis@ichen Chemotherapie. Somit kann
die immunhistochemische Charakterisierung von Temaricht nur helfen, zugrundeliegende
Entstehungsmechanismen der Karzinogenese aufzokkoedern auch Daten liefern fir eine
klinisch relevante Patienten-Stratifikation mit keRutiver, individualisierter Therapie-

Adaptation.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde eine grof3e Anzahl von Paphkbrzinomen (n=164) beziglich des
Allelstatus der Chromosomen 17p und 18q (MikrositsgemarkerTP53und D18S61) sowie
bezuglich immunhistochemischer Proteinexpressiom 63, SMAD4 und Maspin
untersucht. Die Ergebnisse wurden in Bezug zu kimg@athologischen Variablen und zum

Gesamtlberleben der Patienten gesetzt.

Fur denTP53Locus ergab sich eine LOH-Rate von 54 % und fiir B&8S61-Locus eine
LOH-Rate von 35 %. Tumorentitdt (de-novo-Ca oder-e€&Ad) und ausschlie3liche
Bertcksichtigung der MSI-L- und MSS-Tumoren erbtaclkeine statistisch relevanten
Unterschiede. Bis auf Mikrosatelliteninstabilitat aBil8S61-Locus, die mit langerem
Gesamtuberleben einherging, waren die Ergebnissklitensatellitenanalyse amP53 und
D18S61-Locus ohne Relevanz fiir die Uberlebenszeiten tienfa. Die in der vorliegenden
Arbeit ermittelten LOH-Raten waren vergleichbar rbéreits publizierten Daten, wo z.T.
andere oder mehrere verschiedene Mikrosatellitergri fur die jeweiligen
Chromosomenarme untersucht  wurden. Die Verwendungnterschiedlicher
Mikrosatellitenmarker erklart moglicherweise, dasgsd Studie nicht den in anderen
Publikationen postulierten Uberlebensnachteil bei 1ing- 18g-LOH bestatigen konnte.

Das auf Chromosom 17p kodierte Tumorsuppressor§dnymurde in 38 % der untersuchten
Papillenkarzinome immunhistochemisch nachgewiesed ist tendenziell mit |lAngerem
Gesamtuberlebenp£0,12) assoziiert. Die vorliegende Arbeit bestatige diesbeziglich

vorhandenen Publikationen, dass eine p53-Uberexpreagcht mit klinisch-pathologischen

Variablen wie Differenzierungsgrad, histologiscHeubtyp und Tumorstadium korreliert.
Auch mit dem im ersten Teil der Arbeit ermittelt€R53Mikrosatellitenstatus hat sich kein
signifikanter Zusammenhang ergeben. Die p53-Ubeession ist offensichtlich an andere
Mechanismen als einen Verlust oder Retention deerdeygotie gekoppelt. Die in anderen
Studien nachgewiesene schrittweise Akkumulation alterierten p53-Proteinen im Rahmen
der Karzinogenese, deutet darauf hin, dass die atemni p53-Proteine in Rahmen der
karzinogenetischen Veranderungen schon vor dertdfntisg des Karzinoms akkumulieren.
Eine tumorsuppressive Wirkung von p53 in der Kasganese von Papillenkarzinomen
untermauerten die Daten dieser Studie trotz tendikningerem Uberleben bei p53-
Expression nicht, v.a. da sich keine Zusammenhangdirmsch-pathologischen Variablen

ergeben haben.
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Hingegen liel3 sich eine tumorsuppressive Wirkung 8MAD4 durch die Daten dieser
Arbeit belegen: Expressionsverlust des SMAD4-Pnste(24% der Karzinome) ging
signifikant mit positivem Nodalstatu$<£0,007) und zunehmendem pT-StadiupsQ,015)
einher sowie tendenziell schlechterem Uberlebpr0,11). Mit den hier gefundenen
Korrelationen ist die vorliegende Studie die erdie,derartige Zusammenhange nachweisen
konnte. Verlust der Heterozygotie des Mikrosatetilibarker D18S61 am Chromosom 18q —
Lokalisation des SMAD4-Gens — korrelierte schwadh $MAD4-Negativitat (p=0,13): So
schien LOH des Chromosoms 18g neben anderen Mechanmiwie Mutationen ursachlich

fur den SMADA4-Expressionsverlust zu sein.

Die Maspin-Proteinexpression bei Papillenkarzinomende in dieser Studie erstmals an
einem groRen Kollektiv (n=83) mit Uberlebensdatamla@ert. Maspin, ein weiteres auf
Chromosom 18q gelegenes Tumorsuppressorgen, wurdaligser Studie bezuglich
subzellularer Lokalisation, prozentualer Anfarbung Eédobeintensitat untersucht. Es ergaben
sich Hinweise fir eine Tumorsuppressorfunktion Mespin bei Papillenkarzinomen: Bei
deutlicher nuklearer oder zytoplasmatischer Masquression (>80 %) der Zellen zeigte sich
signifikant bzw. tendenziell langeres Uberleb@+0,04 undp=0,08). Auch in Bezug auf
klinisch-pathologische Variablen zeigte sich diembusuppressorfunktion des Maspin:
Ausgepragte prozentuale zytoplasmatische Maspindssmpn (>80 %) fiel signifikant von
>70% Expression in den niedrigen UICC-Stadien auwf20 % in den UICC-Stadien Ill und
IV (p=0,005) ab. Auch die Unterscheidung der histologis@dtypen zeigte signifikante
Unterschiede: Nukledre Maspinpositivitat war sidgaiht haufiger bei intestinalem, intestinal-
muzindsen und pankreatobiliaren Subtyp als bei @8nkarzinom und invasiv-papillarem
Subtyp. Die Unterscheidung nach subzellularer Lisk#ibn erbrachte jeweils nur marginale
Unterschiede in den statistischen Berechnungenas® eine Funktionseinschrankung je nach
Lokalisation, wie von einigen Autoren postuliert,rclu diese Daten bei Papillenkarzinomen

nicht bestatigt werden konnte.

Zur Klarung der Zusammenhange zwischen Chromosdatessund immunhistochemischer
Expression von Tumorsuppressorgenen bei Papilleimanen sind weitere Studien notig.
Insbesondere Studien Uber die Auswirkung von besten Chemotherapien auf die weitere

Prognose abhangig von molekularpathologischen Bdeiten, z.B. die Wirksamkeit von 5-
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FU-basierten Chemotherapien bei nuklear-Maspintpesi Tumoren analog der

Kolonkarzinome Stadium lll, waren wiinschenswert.
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