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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Motivation dieser Arbeit

Hauptbestandteile einer Tumortherapie sind nebeHrurgie der Einsatz radiotherapeu-
tischer und nuklearmedizinischer Methoden sowien@therapeutika. Insbesondere Letz-
tere weisen eine systemische und haufig sehr uifisgbe zytotoxische Wirkung auf, die
oft an den Zellzyklus gebunden ist und somit v.aw€&be mit hohem Zellumsatz trifft.
Aufgrund ihrer meist hohen Zellzyklusrate sprechaligne Tumoren hinsichtlich der Ge-
samttumormasse gut auf derartige Therapeutika espriuhg und Basis des Tumorwachs-
tums sind nach neueren Kenntnissen jedoch wenigeomiammzellen, die aufgrund von
Resistenzmechanismen nicht auf die Chemotheragigr@echen und somit fir Tumorrezi-
dive verantwortlich sind. Die genaue Kenntnis degjeBschaften und Besonderheiten die-
ser Tumorstammzellen insbesondere im Vergleichnoitmalen Kérperzellen kénnte die
Entwicklung spezifischer Therapeutika ermoglicheazu ist die Identifikation und Isola-
tion dieser Tumorstammzellen notwendig. Bisher ddest nur geringe Kenntnisse hin-
sichtlich der Identitat der Tumorstammzellen deskiPeaskarzinoms. Ziel dieser Arbeit ist

die Erweiterung dieser Kenntnisse.

1.2 Einfihrung

Eine Neoplasie ist eine abnormale, fur den Orgamssfunktionslose Zellansammlung, die
dadurch entsteht und wachst, dass ihre Zellendacmormalen Steuerung von Proliferati-
on und Apoptose entziehen (Thomas et al. 2002e Binterscheidung der Neoplasien in
benigne und maligne beruht vor allem darauf, dessgne Tumoren im Gegensatz zu ma-
lignen ein Gewebe nicht infiltrieren. Sie wachsemg nicht invasiv sondern verdréangend,
metastasieren nicht und bleiben lokal abgegrenatK8r et al. 2012). Gemald ihrem zellu-
laren Ursprung, der Histogenese, lassen sich Nsieplarerschiedenen Kategorien zuord-
nen. Epitheliale Tumoren gehen von Oberflachen- Drdsenepithelien, Drisenausfuh-
rungsgangen und sekretorischen Epithelien aus.ik@are sind maligne Formen epithelia-
ler Tumoren. Sie stellen den weitaus grof3ten Taligner Neoplasien. Mesenchymale



1. Einleitung

Tumoren werden in der malignen Auspragung Sarkoeramnt und betreffen das Fett-
und Bindegewebe, Knochen, Knorpel, Muskulatur uetirtén sowie das Gefafl3- und das
periphere Nervensystem. Weiterhin gibt es Neophadies hamatolymphopoetischen Sys-
tems (v.a. Leukamien und Lymphome), Tumoren desdétioderms, und neuroendokri-
ne Tumoren. Ferner werden Keimzelltumoren und eorale Tumoren unterschieden
(Bocker et al. 2012).

Entsprechend seiner funktionellen Zweigliederungemdokrinen und exokrinen Anteil
konnen im Pankreas neuroendokrine Tumoren (Inselzedren) und epitheliale Tumoren
(Pankreaskarzinome) entstehen, wobei 95% der Tumepsthelialen Ursprungs sind
(Krebs in Deutschland 2007/2008).

In der Européischen Union (EU) wurden im Jahre 200&. 2,4 Mio. Fallen Krebs diag-
nostiziert. Die Zahl der Sterbefalle durch Krebsriog ca. 1,2 Mio. Dabei war Pankreas-
krebs die vierthaufigste Todesursache, obwohl deeihan den Krebsneuerkrankungen
nur rund 2,8% betrug (Ferlay et al. 2010). Eineadne dafir ist, dass die Frihsymptome
sehr unspezifisch sind und der Tumor erst in eifergeschrittenen Stadium deutliche
Beschwerden bereitet (Lee und Saif 2009). Damiti aias Pankreaskarzinom zumeist erst
in einem Stadium erkannt, in dem die vollstandigerative Entfernung des Tumors (RO-
Resektion) als die derzeit einzige kurative Therapicht mehr mdglich ist (Lee et al.
2008). Die Chemotherapie hat eine nur sehr gergigflebensverlangernde Wirkung
(Hermann et al. 2007). Der Uberwiegende Teil demkReastumoren (95%) geht vom
exokrinen Pankreas aus (Krebs in Deutschland 2008)2 Da die anatomische Lage des
Pankreas die Diagnostik erschwert und die InzidkswPankreaskarzinoms sehr gering ist,
steht ein kosteneffektives allgemeines Screenirigliezn zur Friherkennung zurzeit nicht
zur Verfuigung. Préaventivuntersuchungen bleiben s&arsonen mit genetischer oder fa-
miliarer Vorbelastung vorbehalten (Klapman und N&008, Lee und Saif 2009).
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1.3 Das Pankreaskarzinom

1.3.1 Neoplasien des exokrinen Pankreas

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAK) isB590% bei weitem der haufigs-
te aller malignen Pankreastumoren (Grantzdorffeal.e2008, Hezel et al. 2006). Es tragt
seinen Namen aufgrund histologischer (Bocker e2@l2, Hezel et al. 2006) und funktio-
neller (Schleimproduktion) Ahnlichkeiten mit klemaund mittelgroRen Pankreasgangen
(Bocker et al. 2012). Das PDAK tritt haufiger imnReeaskopf auf (nach Loos et al. 2009
zu 80%) als im Pankreaskorper oder -schwanz (Alaheh 1990, Bocker et al. 2012, He-
zel et al. 2006, Porschen et al. 1993). Es werstdathtes Stroma aus Fibroblasten und
Entziindungszellen auf (Desmoplasie; Hezel et &1620nd hat weit Uber die eigentliche
Tumormasse hinausreichende zungenférmige AuslgMertra und Hruban 2008). Die
mit Abstand haufigste Vorlauferlasion des PDAKdst pankreatische intraepitheliale Ne-
oplasie (PanIN). Sie findet sich in kleineren Paakgangen, ist weniger als 0,5 cm grol3
und wird in die Stufen PanIN-1a, -1b, -2 und -3 abihehmender Differenzierung einge-
teilt (Hruban et al. 2008). Diese Stufen stellemeehistologisch-genetische Sequenz zum
PDAK hin dar (Abb. 1). Die PanIN-1 weist leicht gedl3erte Zellen auf, die im Gegensatz
zum Normalgewebe nicht mehr kuboid sondern sautemfsind, mehr Muzin enthalten,
ihre Zellpolaritat aber bewahren. Der Unterschiadszhen PanIN-1a und PanIN-1b be-
steht darin, dass die PanIN-1b nicht flach songamillar oder zumindest scheinbar ge-
schichtet wachst (Maitra et al. 2005). Ungefahr 96 PanIN-1 weisen bereits eine Ver-
kirzung der Telomere auf (Hong et al. 2011). DMes&rzung fihrt zur Chromosomenin-
stabilitdt wahrend des Zellzyklus und leistet hes&zlichem Ausfall von Kontrollmecha-
nismen, die bei Chromosomenaberrationen SeneszshZApoptose einleiten, weiteren
genetischen Veranderungen Vorschub.

Eine aktivierende Mutation de€RASONkogens ist in bis zu 36% der PanIN-1 nachweis-
bar (Maitra und Hruban 2008RASkodiert fur ein GTP-bindendes Protein, das Uber ve
schiedene Signalwege eine Reihe zellularer Fundticzinschliel3lich Proliferation, Zell-
Uberleben und Zellmotilitat vermittelt. Mutationen Tumorsuppressorggnl6/CDKN2A
(INK4A) finden sich in 30% der PanIN-1 (Ottenhof et al. PODas vompl16/CDKN2A

Gen kodierte Protein inhibiert Cyclin-abhangige &en, die fir den Ubergang von der

3
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G1- in die S-Phase des Zellzyklus verantwortlictusi

a) noermales duktales b) PaniN-1a c) PanIN-1b
Pankreasepithel

sesasesi Bt NN
= e

—_—— T = ——— —_—
?/ﬁf/? — -

T
= = g | verkiirzte Telomere, KRAS, p76/COKN2A | w = g

d) PanIN-2 e) PanIN-3 f) PDAK

Abb. 1. Schematische Darstellung des histologiscieribaus der vier unterscheidbaren Stufen
der PanIN als haufigste Vorstufe des PDAK jedem Schema sind die jeweils neu auftretenden
genetischen Veradnderungen vermerkt (nahere Erlangen siehe Text). PanIN-la/leicht
vergrolRerte saulenformige Zellen mit Muzin angdreit, PanIN-1bim Gegensatz zur PanIN-la
nicht flach sondern papillér oder scheinbar gesbltet; PanIN-2 meist papillar, Zellkernatypien
(Polaritatsverlust, Hyperchromasie, verdichtetedtésttien von Zellkernen, vergrol3erte Zellkerne);
PanIN-3: zytologisch alle Charakteristika eines Karzinonader Basalmembran noch nicht
Uberschritten, Verlust der Zellpolaritdt, Zellketgpien, prominente Nukleoli, haufige, auch
atypische Mitosen, Zellgruppen in das Lumen hin&arzinom Basalmembran durchbrochen,
zufalliges Wachstumsmuster, oft intraluminale Neémp ZellkerngréR3e variiert um mehr als den
Faktor 4. (In Anlehnung an Maitra und Hruban 2008)

Die PanIN-2 hat meist eine papillare Architektudwreigt Kernatypien in Form von Pola-
ritatsverlust, Hyperchromasie, verdichtetem Auéiretvon Zellkernen und vergrol3erten
Zellkernen (Maitra et al. 2005). Mitosen sind selted nicht atypisch (Maitra et al. 2005).
Neben Mutationen voKRASzeigen PanIN-2 bereits in 50% der Falle eine Matatm
pl6/CDKN2A-Ger(Maitra et al. 2005, Ottenhof et al. 2011). DienP&3 wird auch als

Carcinoma in situbezeichnet, da sie zytologisch bereits alle Charadtika eines Karzi-

4
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noms aufweist, aber die Basalmembran noch nichisdbeeitet (Maitra et al. 2005, Otten-
hof et al. 2011). Es bestehen hier ein Verlustzidipolaritat, Zellkernatypien, prominente
Nukleoli, hdufige Mitosen, die atypisch verlaufednken, und die Knospung von Zell-
gruppen in das Lumen hinein (Maitra et al. 2005e¥iof et al. 2011). Dgsl6/CDKN2A-
Genist in 70% der PanIN-3 mutiert (Ottenhof et al. 2Dlinaktivierende Mutationen in
Tumorsuppressorgenen tretenTiR53und BRCA2typischerweise und iBMAD4(DPC4,
MADHA4) fast ausschlief3lich erst in PanIN-3 in ErschegmUfunktionen des p53-Proteins
sind unter anderem die Induktion der Apoptose saleie Eingriff in den Zellzyklus am
G1/S-Checkpoint und der Erhalt des G2/M-Arrestss Bmad4-Protein ist Teil eines durch
dentransforming growth factof (TGF) aktivierten und schliel3lich wachstumshemmen-
den Signalwegs. Das BRCA2-Protein besitzt eine (iBslelrolle bei der DNA-Reparatur
und der homologen Rekombination. Im Gegensatz auPd@IN wachsen Karzinome Uber
die Basalmembran hinaus invasiv, zeigen ein zgg&gliWwachstumsmuster und weisen oft
intraluminale Nekrosen und unvollstandige Driseh Bie Grof3e der Zellkerne variiert
um mehr als den Faktor 4 (Maitra et al. 2005). Eak@vierende Mutation deKRAS
Onkogens ist in 90-95% der Pankreaskarzinome nashare(Maitra und Hruban 2008).
Daspl6/CDKN2AGenist in ca. 90% der Falle mutiert. Eis@AD4Inaktivierung liegt in
ungefahr 55% vor (Maitra und Hruban 2008R53 und BRCA2sind in ca. 50-75% bzw.
7-10% der sporadischen Pankreaskarzinome inaktiv.

Die intraduktale papillar-muzinése Neoplasie (IPMi¢)rifft den Hauptgang des Pankreas
und seine Seitenédste. Durch hohe Muzinproduktitatebsich eine zystische Lasion, die
meist mit dem Pankreasgang kommuniziert. In 30%Fddle findet sich zudem ein Kol-
loidkarzinom, in selteneren Féallen ein duktalesaearzinom (Maitra et al. 2005, Bocker
et al. 2012). Wie beim PanIN komm&mRASMutationen in frithen un&MAD4, TP53
undpl@CDKN2AMutationen in spateren Stadien des IPMN vor (Madtr al 2005).

Die muzinds-zystische Neoplasie (MZN) ist eine bai. Frauen auftretende grol3e, zdhen
Schleim produzierende, septierte zystische Lasl@anin der Regel nicht mit dem Pankre-
asgang kommuniziert. In 30% der Falle lasst sidenuein duktales Adenokarzinom fest-
stellen (Maitra et al. 2005, Bocker et al. 2012neEaktivierendeKRAS2Mutationen ist
schon in frihen MZN festzustellen, wahrefB53 und SMAD4Inaktivierung in bereits

invasiven Formen vorkommt (Maitra et al. 2005).
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Seltene Tumoren des Pankreas stellen das Azinkazatiom dar, das bei Mannern dop-
pelt so haufig auftritt wie bei Frauen, und das k&l Frauen héheren Lebensalters auftre-
tende serbse Zystadenom. Sertse Zystadenokarzismheextrem selten (Bocker et al.
2012). Kleinkinder kbnnen vom bdsartigen Pankrdasgibm betroffen sein, und fast aus-

schlie3lich junge Frauen vom solid-pseudopapilldnemor (Bécker et al. 2012).

1.3.2 Risikofaktoren

Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko, an Pargiesbs zu erkranken (Grantzdorffer et
al. 2008, Hezel et al. 2006). In Deutschland gt mittlere Erkrankungsalter fur Manner
bei 70 und fur Frauen bei 76 Jahren (Krebs in &lasnd 2007/2008). Selten erkranken
Menschen unter 40 Jahren (Grantzdorffer et al. 2008

Tabakrauchen wird als der fihrende vermeidbarek&fektor angesehen (Maitra und Hru-
ban 2008); 25% der Pankreaskarzinome werden maKkaimsum in Zusammenhang ge-
bracht (Grantzdorffer et al. 2008). Langjahrigesiéteen verdoppelt das Risiko einer Er-
krankung (Klapman und Malafa 2008). Weiterhin sgriehoher Alkoholkonsum und Uber-
gewicht eine Rolle bei der Entstehung von Pankrefisk (Krebs in Deutschland
2007/2008, Hezel et al. 2006, Adler et al. 200&)ide chronische Erkrankungen erhéhen
die Wahrscheinlichkeit, ein Pankreaskarzinom zwimkieln. So stellt Diabetes mellitus
Typ 2 einen Risikofaktor dar (Krebs in Deutschl@@®7/2008, Grantzdorffer et al. 2008,
Hezel et al. 2006), der das Erkrankungsrisiko vepatt (Klapman und Malafa 2008).
Auch fur Patienten mit einer chronischen Pankrsdb¢steht ein erhdhtes Risiko, an Pan-
kreaskrebs zu erkranken (Grantzdorffer et al. 208&3 mit der Dauer der Entziindung zu-
nimmt (Hezel et al. 2006).

Einige Keimbahnmutationen haben Einfluss auf diewkaklung eines Pankreaskarzi-
noms, sind aber fur weniger als 20% der familidtratenden Pankreaskrebserkrankungen
verantwortlich (Hezel et al. 2006). So erkrankemsBreen mit einer autosomal dominant
vererbten Pankreatitis durch Mutation d@RSSiGens gehauft ca. 30 bis 40 Jahre nach
dem Einsetzen rezidivierender Pankreatitiden ankf@askrebs. Dieser Zeitraum wird
durch Tabakrauchen halbiert (Klapman und Malafa820@atienten mit Peutz-Jeghers-
Syndrom [KB1/STK11Mutation), einer ebenfalls autosomal dominant seen gastroin-
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testinalen Polyposis, tragen zwischen 15 und 64edabkin Lebenszeitrisiko von 36%
(Klapman und Malafa 2008). Bei Vorliegen des autaglodominant vererbten familiaren
atypischen multiplen Muttermal- und Melanom-Syndsondurch Mutation im
pl6/CDKN2AGen ist das Erkrankungsrisiko 13fach erhoht (Hezehl. 2006). Das Le-
benszeitrisiko, an Pankreaskrebs zu erkrankenidiet6% (Klapman und Malafa 2008).
In Familien, in denen mindestens zwei VerwandtéearS&rades Pankreaskrebs aufweisen,
liegt in 17-19% eine Mutation ilBRCA2Gen vor, das vor allem mit Brust- und Ovari-
alkrebs im Zusammenhang steht (Klapman und Mal@8R Tréager einer Mutation im
BRCA1Gen besitzen ebenfalls ein erhdhtes Risiko, d&s gbringer ist als bei einer
BRCA2Mutation (Hezel 2006). Bei einer Haufung von Paakkeebs in einer Familie oh-
ne andere vermehrte Krebskrankheiten oder einesefigg genetische Vorbelastung be-
steht der Verdacht, dass familiarer Pankreaskrelkegt (familial pancreatic cancer =
FPC), dessen genetische Ursache noch nicht eigdgekilart ist. Bei zwei erkrankten
erstgradigen Verwandten ist das Risiko in diesenif@ 18fach erhoht, bei drei erkrankten
57fach. Ungeféahr 10% aller Pankreaskrebserkrankumggden auf eine genetische fami-

liare Belastung zurlckgefuhrt (Grantzdérffer e28l08, Klapman und Malafa 2008).

1.3.3 Inzidenz und Mortalitat

In der Europdischen Union (EU) hatte Pankreaskimebdahr 2008 bei Frauen mit einer
Gesamtzahl von 34.565 einen Anteil von 3,1% an Kiesbserstdiagnosen, bei Mannern
mit 35.096 einen Anteil von 2,6%. Von allen Krelesbefallen im Jahr 2008 in der EU
wurden mit 35.463 bei Frauen 6,6%, bei M&annern35i653 Féallen 5,1% durch Pankreas-
krebs verursacht (Abb. 2). Somit liegt der Pankiestss bei Frauen bei den Todesfallen
durch Krebs in der EU an vierter und bei Mannerfienfiter Stelle. Die Anzahl der Sterbe-
falle entspricht in beiden Geschlechtern ungefé@rAhzahl der Neuerkrankten (Ferlay et
al. 2010).

Im Jahre 2008 erkrankten in Deutschland 7.750 Frawel 7.390 Manner an Pankreas-
krebs, wobei die Tendenz steigend ist. Das entbpoac Frauen 3,4% und bei Mannern
3,0% der Krebsneuerkrankungen (Abb. 2). Trotz diegeringen Anteils steht Pankreas-
krebs mit 7,5 bzw. 6,3% auch hier an vierter Stdtte Todesfélle infolge von Krebs. Die
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altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Stebe&tebenfalls ungefahr gleich grofd und
bei Mannern seit Anfang der 1980er Jahre annahiesndtant, fir Frauen leicht steigend
(Krebs in Deutschland 2007/2008).

Diese Zahlen zeigen, dass das Pankreaskarzinomsgutes relativ seltenen Auftretens in
den westlichen Industrielandern einen vergleichsavéiohen Anteil an den durch Krebs
verursachten Sterbefallen hat. Dabei ist die Uberezeit nach erfolgter Diagnose sehr
gering. In Deutschland betragt die 5-Jahres-Uberiadie fur Frauen 7%, fur Manner 8%
(Krebs in Deutschland 2007/2008).
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Abb. 2. Mortalitat durch Tumoren insgesamt im Vergth zur Mortalitédt durch Pankreastumo-
ren in Deutschland und den Landern der derzeitigety (Eurostat 2013).Obwohl das Pankreas-
karzinom sowohl in der EU als auch in Deutschlandca. 3% der Krebserstdiagnosen ausmacht,

hat es einen mindestens doppelt so hohen AnteiéarTodesfallen durch Krebs.
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1.3.4 Therapie

1.3.4.1 TNM-Klassifikation und Stadien gemaf der Uion contre le Cancer (UICC)

Die Therapiemdglichkeiten bei Vorliegen eines nradig Tumors richten sich nach der
Ausbreitung eines Tumors im Organ und im Organisrdus standardisierten Einordnung
des Ausbreitungsstadiums eines Tumors dient das-Bysfem. Bei der TNM-Klassifika-
tion werden die Ausdehnung des Primartumors im @i1dg, die Infiltration regionarer
Lymphknoten durch Tumorzellen (N) sowie die Bildwmn Fernmetastasen (M) beriick-
sichtigt. Anhand der TNM-Klassifikation erfolgt di&tadieneinteilung nach UICC (Union
contre le cancer), die die Grundlage fir die Eidsning der Prognose und Festlegung der
Behandlungsoptionen eines Patienten darstellt. TDiM-Klassifikation und Stadien nach
UICC fur das Pankreaskarzinom sind in Tabelle belstellt.

Tab. 1. Klassifikation und Stadieneinteilung des laeaskarzinoms

a) TNM-Klassifikation des Pankreaskarzinoms

T-Klasse

TX Primartumor nicht beurteilbar

TO kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ*

T1 Tumor begrenzt auf Pankreas, Ausdehnung bis 2 cm

T2 Tumor begrenzt auf Pankreas, Ausdehnung mel2 ats

T3 Tumor Uber Pankreasgrenze hinaus ohne Infdmades Truncus coeliacus oder der

Arteria mesenterica superior

T4 Infiltration des Truncus coeliacus oder der Adenesenterica superior
N-Klasse

NX regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 regionare Lymphknotenmetastasen
M-Klasse

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

* Tumor durchwéachst noch nicht die BasalmembranRi€éisenepithels
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b) UICC-Stadien des Pankeaskarzinoms

Stadium T N M
0 Tis NO MO
A T1 NO MO
IB T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T1-T3 N1 MO
1] T4 jedes N MO
v jedes T jedes N M1

1.3.4.2 Therapieoptionen

Das Pankreaskarzinom wird meistens erst in einemgdschrittenen Stadium diagnosti-
ziert, da Frihsymptome selten (Grantzdorffer eR@08) und unspezifisch sind (Lee und
Saif 2009, Simeone 2008). Eine kurative Theragi@an nicht mehr moglich. Ein kos-
teneffektives Screeningverfahren zur Friherkenngiby es derzeit nicht (Lee und Saif
2009). Ein schmerzloser zunehmender lkterus (bekifeaskopfkarzinom) durch Stenose
des Ductus choledochus, uncharakteristische du@pkrbauchschmerzen, teils im Zu-
sammenhang mit ungeklartem Krankheitsgefuhl, Malstign, Appetit- und Gewichtsver-
lust, aber auch Vollegefuihl, Meteorismus, Steatbrumd eine vergrof3erte Gallenblase
kénnen Indikationen flr eine weitere Abklarung ilcliRung Pankreaskarzinom sein (And-
ré et al. 2006, Loos et al. 2009, Bocker et al.Z20Eine Pankreasgangobstruktion kann zu
chronischer Pankreatitis mit Diabetes mellitus &mh{Bocker et al. 2012).

Als weiterer Grund fur die schlechte Prognose wiielanatomische Lage angefuhrt, wel-
che die Diagnostik erschwert (Lee und Saif 200%hYimura et al. 1992). Das Fehlen einer
Organkapsel erleichtert die Infiltration umgebenawebes (Bocker et al. 2012, Hezel et
al. 2006, Ischenko et al. 2010). Dabei wird diddmsche Aggressivitat des Karzinoms als
hoch angesehen (Ischenko et al. 2010). Erste Mst&stsind in regionaren Lymphknoten
zu finden. Die hamatogene Streuung fuhrt zu Mesastaunéchst in der Leber, aber auch
in der Lunge (Bdcker et al. 2012, Hezel et al. 20@6idem findet eine lymphogene und
perineurale Ausbreitung statt (Bocker et al. 2012).

Die chirurgische Resektion stellt derzeit die egezkurative Therapieform des Pankreas-

10



1. Einleitung

karzinoms dar (Grantzdorffer et al. 2008, Li undf 2809, Loos et al. 2009). Allerdings
haben 30% (Grantzdorffer et al. 2008) bis 50% (&eal. 2008) der Patienten zum Diag-
nosezeitpunkt einen lokal fortgeschrittenen Tumomicht-resezierbarem Stadium und
35% (Lee et al. 2008) bis 50% bereits Metastasemgesamt kommen nur 10-20% der Pa-
tienten fur eine Operation mit kurativem Ziel irege (André et al. 2006, Loos et al. 2009,
Helm et al. 2008), wobei selbst nach RO-Resektiensdlahres-Uberlebensrate nur 25%
(Gréantzdorffer et al. 2008) bis 31% (Helm et al02pPbetragt. Bei Behandlung sehr friher
Krebsstadien (Durchmesser < 1cm) ohne Lymphknottastasierung kann eine Uberle-
bensrate von ca. 50% mit Aussicht auf Heilung ehteiverden (Wong et al. 2001).

Neben einer postoperativen Mortalitdtswahrschdikkat von mehr als 10% stellen visze-
rale Metastasen in der Regel eine Kontraindikafioneinen chirurgischen Eingriff dar
(André et al. 2006, Loos et al. 2009). Eine kueatiResektion wird nicht empfohlen bei
Invasion des Truncus coeliacus und der Arteria mtesiea superior (Loos et al. 2009,
Seufferlein et al. 2013) oder eine Ummauerung déeri mesenterica superior, die die
Halfte der Zirkumferenz Ubersteigt (Seufferleina€2013). Eine Infiltration der Vena lie-
nalis, Vena mesenterica superior oder Vena portetermicht mehr als Ausschlusskriterium
fur eine Resektion angesehen (André et al. 2006s leb al. 2009, Seufferlein et al. 2013).
Die Invasion posteriorer Gewebe und/oder Gefal3eesemtfernter Lymphknoten steht ei-
nem kurativen operativen Eingriff entgegen (Andrale2006).

Neoadjuvante Therapiekonzepte sind derzeit nodht ei@bliert, in Einzelfallen kann aber
bei lokal fortgeschrittenen, priméar inoperablen nifaaskarzinomen eine sequentielle
Chemo- und Radiochemotherapie durchgefiihrt wer8enfferlein et al. 2013). Eine ad-
juvante Therapie mit den Pyrimidinanaloga 5-Fluoasi oder Gemcitabine nach RO- und
R1-Resektion wird empfohlen (Seufferlein et al. 2Qverbessert die Uberlebensrate al-
lerdings nur geringfiigig (Wong et al. 2001). BeMedikamente werden hinsichtlich des
therapeutischen Wirkung als gleichwertig angesehaterscheiden sich aber im Neben-
wirkungsprofil, so dass bei Unvertraglichkeit dieediikkation gewechselt werden kann
(Neoptolemos et al. 2010, Seufferlein et al. 2013).

Die Anwendung von Gemcitabine als Therapeutikum\Waehl (Hermann et al. 2007, Li
und Saif 2009, Seufferlein et al. 2013) inoperalflankreaskarzinome fuhrt zu einem 5-

Jahrestiiberleben von 1-4% und einer mittleren Uberisrate von vier bis sechs Monaten
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(Hermann et al. 2007), die in der Kombination metrdTyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib
um fast zwei Wochen verlangert werden kann (Moo&.e€2007). Bei Patienten mit guns-
tigem Risikoprofil lasst sich mit der Kombinatiohetapie aus 5-Fluorouracil, dem Thimi-
dilatsynthase-Hemmer Folinsaure, dem Topoisomdtasemer Irinotecan und dem mit
der DNA interagierenden Oxaliplatin eine noch laegéberlebenszeiten erreichen (Gour-
gou-Bourgade 2013, Seufferlein et al. 2013). Al gilt fir die Kombination von Gem-
citabine mit der albumingebundenen Form des Mitak&itors Paclitaxel (Mon Hoff et al.
2013), die seit 2013 in Europa fur die Erstliniearipie des metastasierten PDAK zugelas-
sen ist. FUr eine adjuvante Radiotherapie gibtesekEmpfehlungen (Loos et al. 2009,
Seufferlein et al. 2013).

1.4 Tumorstammzellen

Fur maligne Tumoren verschiedener Gewebe wurdeansomte Tumorstammzellen be-
schrieben, die trotz eines geringen Anteils anGesamttumormasse alleinig als der Ur-
sprung fur das Tumorwachstum angesehen werden (dhduZhang 2008). Durch eine
hohe Resistenz gegeniber chemo- und radiotherapeeti MalRnahmen werden sie zu-
dem fur Tumorrezidive nach erfolgter Therapie vesamtlich gemacht (Dean et al. 2005).
Der Anteil von Tumorstammzellen in einem Tumor kdiert oftmals mit der Prognose ei-
nes Patienten (Maeda et al. 2008, Shipitsin ungaRo2008). Die Identifikation und ge-
naue Charakterisierung der jeweiligen Tumorstamieaekann eine Grundlage fur die
Entwicklung zukunftiger Therapien bieten, die diemiorstammzelle als die eigentliche
Ursache der Tumorbildung zum Ziel haben (Tang .€2@D7). Tumorstammzellen kénnen
anhand bestimmter Oberflachenproteine charaktérisierden. Bisher gibt es erst wenige
Arbeiten, die die Identifikation der PankreaskasnmStammzellen zum Gegenstand hat-
ten. Aufgrund der Bedeutung der TumorstammzellerPfiognose und Therapie sind wei-
tere Untersuchungen auf diesem Gebiet wichtig.

1.4.1 Stammzellen im Normalgewebe

In den meisten Organen erfolgt die Geweberegewerdtirch Stammzellen. Aus multipo-
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tenten Stammzellen kénnen mehrere Zelltypen heelng, aus oligopotenten wenige und
aus unipotenten nur ein Zelltyp. Fur Stammzellemder drei Teilungsmaoglichkeiten an-
genommen. Bei der symmetrischen Teilung entstehieder zwei Stammzellen. Sie er-
maoglicht die Regeneration des Stammzellpools. Beiedymmetrischen Teilung gehen aus
der Stammzelle eine Stammzelle und eine VorlaulilerfBrogenitorzelle) hervor. Aus der
Progenitorzelle bilden sich durch zahlreiche weit&eilungen Zellen mit zunehmendem
Differenzierungsgrad, so dass schlie3lich ausdiffeierte Zellen eines Gewebes entste-
hen. Diese beiden Teilungsmoglichkeiten stellen smigenannte Selbsterneuerung eine
wichtige Eigenschaft der Stammzellen dar und geleiten einen lebenslangen Vorrat an
Stammzellen (Lullmann-Rauch 2006). Die Fahigkeit Expansion des Stammzellbestan-
des steht unter strenger Kontrolle, da eine unkdigrte Vermehrung dem Wachstum ei-
nes Malignoms gleichkame (Al-Hajj und Clarke 200Byittens kann die Teilung einer

Stammzelle zur Bildung zweier Progenitorzellen die(Clarke et al. 2006).

1.4.2 Modelle der Tumorentstehung

Die Feststellung in den 1960er Jahren, dass nusetin geringer Anteil von Lymphom-
und Plasmozytomzellen zur Proliferation in Mauserder Lage ist, sowie Markierungs-
versuche menschlicher Leukadmiezellen mit Tritiure dine kleine Subpopulation von
Zellen mit abweichenden Zellzykluseigenschafterdecitten, fihrten zu der Vorstellung,
dass in Neoplasien stammzellahnliche Zellen voelegdnnten (Clarke et al. 2006, Zhou
und Zhang 2008). Diese Tumorstammzellen sind dtheaZellen definiert, die innerhalb
eines Tumors zur Selbsterneuerung in der Lage soavié&Jrsprung heterogener Zelllinien
sind, aus denen der Tumor besteht (Clarke et 86;28bb. 3a). Sie entsprechen in diesen
Eigenschaften den normalen Stammzellen gesunderel@evwer Ursprung der Tumor-
stammzellen kdnnte somit in normalen Stammzellear &togenitorzellen des jeweiligen
Gewebes liegen.

Alternativ zur Stammzelltheorie besteht das in én@m Jahren entwickelte Modell der klo-
nalen Evolution zur Erklarung der Tumorentstehuxgwell 1976; Abb. 3b). Dieses Mo-
dell geht von einer normalen, mdglicherweise atesgihzierten Korperzelle aus, die durch

eine Veranderung einen Wachstumsvorteil gegenitenalen Nachbarzellen erhalt. Die
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veranderte Zelle entzieht sich der normalen Wachskontrolle und nimmt, falls sie sich

bereits im ruhenden Zustand befand (GO-Phase dizyldes), wieder einen proliferativen

Status an. Das fiihrt, méglicherweise erst nachr ¢éiakenzzeit, zu vermehrter Proliferation
der so veranderten Zellen. Durch genetische Ingtgbentstehen weitere Mutanten in der
Tumorpopulation, von denen die meisten untergekamge aber weisen weitere Selekti-
onsvorteile auf und werden Vorlaufer einer neuerh@oschenden Subpopulation inner-
halb des Tumors. Eine Abfolge von Mutationen unsicatiel3ender Selektion fuhrt zu ver-
gleichbaren aber dennoch einzigartigen Tumorererdgellen zudem untereinander, d.h.

zwischen den entstandenen Subpopulationen hetesaggn

a) Tumorstammzell-Modell b) Modell der klonalen Evol  ution

4 Mutationsereignis

’/ Mutationsereignis

@/@ é\@
A
CRORORY,

Tumorstammzelle N i .
Vorlauferzelle/differenzierte Zelle

Vorlauferzelle
@ Zellklon 1

# differenzierte Tumorzellen @ Zellklon 2

Abb. 3. Schematische Darstellung der beiden Modelér TumorentstehungBeim Tumorstamm-
zell-Modell sind mutierte Tumorstammzellen der Aanggpunkt der Zellproliferation und damit
des Tumorwachstums. Aus ihnen gehen Vorlauferaatidretztlich differenzierte Tumorzellen her-
vor. Beim Modell der klonalen Evolution geht demir auf eine differenzierte Zelle zurlck, die
durch Veranderung zur Proliferation beféahigt wirdleitere Veranderungen fihren zu mehreren

Zellklonen, die einer Selektion unterliegen uncetstthiedlich erfolgreich proliferieren.
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Im Gegensatz zum Stammzellmodell sind beim Modaillkdonalen Evolution alle Tumor-
zellen gleichermalRen fur Wachstum und Regeneragéimes Tumors verantwortlich
(Campbell und Polyak 2007, Nowell 1976).

Generell schlieen sich die Krebsstammzelltheangk das Modell der klonalen Evolution
nicht unbedingt gegenseitig aus, sondern wurden eiaigen Autoren kombiniert be-
schrieben entweder in der Form, dass in Stammsgehlen durch Mechanismen der klona-
len Evolution im Laufe der Zeit ein Stammzellkloandiniert (Calabrese et al. 2004, Shi-
pitsin und Polyak 2008, Visvader und Lindeman 20@8r in der Form, dass nicht alle
Subpopulationen eines Tumors das gleiche proliferd&otential besitzen (Campbell und
Polyak 2007).

1.4.3 Identifikation von Tumorstammzellen

Zur ldentifizierung und Isolierung von Tumorstammieze haben sich vor allem drei Me-
thoden etabliert (Zhou und Zhang 2008).

In Suspensionskulturen kdnnen Stamm- und Progeseiten unter nicht-adhasiven Bedin-
gungen kugelige Zellkonglomerate, sogenannte Sphéanasbilden und auf diese Weise
angereichert werden (Zhou und Zhang 2008).

Eine weitere Methode ist die Identifizierung eisegenannteside population(SP) mit-
tels Durchflusszytometrie. Dabei werden Zellen imee Suspension inkubiert, die einen
auch in lebende Zellen eindringenden Fluoreszebzfaff enthalt (meist Hoechst 33342).
Einige wenige Zellen weisen eine geringere Fluaezntensitat auf als die meisten, da
sie mittels zellmembranstandiger Transportproteiee Farbstoff wieder aus der Zelle ent-
fernen kénnen. Diese Population enthalt Zellen 8tammzellcharakter (Clarke et al.
2006, Tang et al. 2007, Zhou und Zhang 2008). NalletSP-Zellen besitzen Stammzellei-
genschaften, da teilweise auch andere Tumorzeilese diransportproteine exprimieren.
Die SP weist nur eine partielle Uberlappung mittefst Stammzellmarkern identifizierten
Stammzellen auf.

Zurzeit werden Tumorstammzellen am haufigsten uMeEmwendung von Antikdrpern
identifiziert, die an Antigene binden, welche tygbierweise aber nicht unbedingt aus-

schlie3lich von Tumorstammzellen exprimiert werden.
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Bei keinem der Anséatze ist sicher, dass es sicddreidentifizierten bzw. selektierten Zel-
len tatséchlich um Tumorstammzellen handelt unétnielmehr um eine Subpopulation
mit Tumor regenerierenden Zellen, die im Verglezan Gesamtheit der Tumorzellen ledig-
lich erheblich mit Stammzellen angereichert istraté Zellen, die Stammzellen &hnliche
Eigenschaften aufweisen (Zhou und Zhang 2008). Dakeeden diese Zellen oftmals le-
diglich als Tumor initiierende Zellen bezeichneh Folgenden wird der Begriff Tumor-

stammzellen benutzt.

1.4.4 Stammzellmarker

Ein Nachweis maligner Stammzellen gelang in derD&89ahren erstmals in akuter mye-
loischer Leukamie (AML). Die Injektion sehr wenig&ML-Zellen, die positiv fir das
Oberflachenantigen CD34 und negativ fir das Oberélaantigen CD38 waren
(CD34'/CD38), in radioaktiv bestrahlte SCID-Mause fiihrte zuldBng einer Leukamie-
zellpopulation in diesen Tieren (Lapidot et al. 4p9nzwischen sind anhand bestimmter
unterschiedlicher Oberflachenantigene auch fligeisoblide Tumoren kleine Zellpopulati-
onen mit der Eigenschaft identifiziert worden, selbei Injektion weniger Zellen (typi-
scherweise 100 bis 1000 Zellen) in NOD/SCID-Mé&auden jeweiligen Tumor zu regene-
rieren, wahrend der Grol3teil der Tumorzellen, desa Oberflachenantigene nicht auf-
weist, auch bei Injektion gréRerer Zellzahlen (ZLB.000 oder mehr) nicht dazu in der La-
ge ist. Hinweis auf solche Tumorstammzellen gibbisker fir Brustkrebs (Oberflachen-
marker CD44/CD24/°"/Lineagé), Glioblastom und Medulloblastom (CD133Kolon-
karzinom (CD133), Kolorektales Karzinom (CD328CD44/CD166), Prostata-
Karzinom (CD44/alpha2betd1®/CD133), Melanom (CD20), Hepatozellulares Karzi-
nom (CD90), Pankreas-Adenokarzinom (CD4@DCD326/CD24" und CD133), Lun-
genkarzinom (CD133, Osteosarkom (Stro-ACD105/CD44’) und Kopf-Hals-Tumoren
(Lin/CDA44") (Ischenko et al. 2010, Tang et al. 2007, Trumpg Wiestler 2008, Tysnes
und Bjerkvig 2007, Visvader und Lindemann 2008, Zlimd Zhang 2008). Tumorstamm-
zellmarker werden sowohl von normalen Stammzelled Tumorstammezellen als auch
einigen ausdifferenzierten Zellen anderer Gewelpgimert, jedoch in unterschiedlichem
Male.
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1.4.5 Tumorstammzellen und Tumorstammzellmarker imPankreaskar-

zinom

Den ersten Nachweis fur die Existenz von Tumorstaellen im Pankreaskarzinom er-
brachten Li et al. (2007) unter Nutzung der Obet&nantigene CD44, CD24 und CD326
(ESA [epithelial-specific antigen], EpCAM [epithalicell adhesion molecule]). Wahrend
noch relativ viele Zellen positiv fir einen odereviMarker waren, wiesen nur 0,2% bis
0,8% der Zellen der einzelnen Tumoren alle dreikdarugleich auf (Tab. 2a). Die Fahig-
keit, in Mausen einen Tumor zu regenerieren, wadi@ durchflusszytometrisch sortierten
Zellfraktionen unterschiedlich in dosisabhéngigerrk. Wéahrend mindestens 10.000 un-
sortierte Zellen fur die Tumorregeneration inneohadn 16 Wochen in Mausen notwendig
waren, geniigten in fast 50% der Falle schon 50028D3der CD24-Zellen. Hundert
CD44'-, CD44/CD24'- oder CD44/CD326-Zellen reichten in 25% der behandelten
Mause aus, und bei Verwendung dreifach positivéieddonnte mit dieser Zellzahl schon
in 50% der Mause Tumorwachstum erreicht werden.

Hermann et al. (2007) konnten schon mit 500 aukr@askarzinomen isolierten CD133
Zellen in thymusfreien Mausen Tumoren induziereahmend dazu founsortierte Tumor-
zellen notwendig waren und 40GD133-Zellen nicht zur Tumorbildung fiihrten. Maeda et
al. (2008, 2009) fanden in 60% untersuchter Paska#ainome CD133Zellen, aber kei-
ne in Normalgewebe. Der Anteil an der Gesamtzellbatrug jeweils hochstens 15% und
korrelierte mit dem histologischen Differenzierugged der Tumoren, der Infiltration
lymphatischen Gewebes sowie der UberlebenszeiPdienten. Die CD132Zellen lie-
Ben sich ebenso wie bei Hermann et al. (2007) muhi#Antikbrpern gegen Cytokeratin
markieren, was als Hinweis auf den Stammzellcharaktwertet werden kann, da Cytoke-
ratin als epithelialer Differenzierungsmarker arayes wird. Fur den ebenfalls untersuch-
ten Marker CD44 konnten Maeda et al. (2009) nuKmexpression mit CD133 einen sig-
nifikanten Zusammenhang mit klinischen Parametesistellen.

Des Weiteren wurden Tumorstammzellen in Tumorrédh des Pankreas untersucht (Tab.
2b). Olempska et al. (2007) konnten mittels Duncsdkzytometrie in finf Pankreaskarzi-
nom-Zelllinien das Membrantransporterprotein ABC@&chweisen, das neben anderen
Proteinen fur die Entstehung der SP in der Durskfiytometrie verantwortlich ist. Nur

zwei der untersuchten Linien zeigten zudem eine 3&HExpression. Huang et al. (2008)
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Tab. 2. Am Pankreaskarzinom getestete Tumorstaminzaker
Positivitat: Anteil angefarbter Zellen eines Tegbbibs, Tumorigenitat: tumorbildende Potenz posi-
tiver Zellen gegenuber der Gesamtzellpopulatiorhnagektion in Mause. Weiterhin sind Korrela-

tionen mit zusatzlich untersuchten Parametern diifge

a) An Gewebeschnitten von Pankreaskarzinomen getdstatorstammzellmarker

Positivitat  Tumori-

Tumormarker o Korrelationen Publikation
(%) genitat
2-9 bis 100 x Li et al. (2007)
(67% der N-Status, nicht mit Immervoll et al. (2011)
CDh44 PDAK) der Uberlebenszeit '
42,5% der _
( ° keine Maeda et al. (2009)
PDAK)
CD24 3-28 bis 20 x Li et al. (2007)
Hermann et al. (2007),
<3,2 2000 x
Hermann (2009)
<15 (60% Grading, N-Status, Maeda et al. (2008,
der PDAK) Uberlebenszeit 2009)
CD133
keine mit TNM,
(80% der _ Immervoll et al.
Grading oder
PDAK) . _ (2008, 2011)
Uberlebenszeit
negativ Welsch et al. (2009)
(58,8% der mit T-/N-Status,
. _ Maeda et al. (2009)
CD44/CD133 PDAK) Uberlebenszeit
Immervoll et al. (2011)
CD326 11-70 bis 20 x Li et al. (2007)
Uberlebenszeit, keine
(58% der _
CD166 PDAK) mit T-/N-Status oder Kabhlert et al. (2009)
Grading
CD44/CD24 05-2 bis 100 x
CD44/CD326 1-16,9 bis 100 x _
Li et al. (2007)
CD24/CD326 1,8-23

CD44/CD24/CD326 0,2-0,8  bis 100 x
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b) An Pankreaskarzinom-Zelllinien getestete Tumorstaetimarker

Tumor- . Positivitat Tumori- _ o
Zelllinie ... Korrelationen  Publikation
marker (%) genitat
PANC-15 <17,5 10 x Huang et al.
(2008)
CD44 positiv mit
. Hong et al.
HPAC, CFPAC Gemcitabine-
. (2009)
Resistenz
<70 10 x Huang et al.
PANC-15
(2008)
Ch24 keine mit
L Hong et al.
HPAC, CFPAC Gemcitabine-
. (2009)
Resistenz
Olempska et al.
PancTul, A818-6 2
(2007)
CD133 SW1990 (SP-Zellen) 84
SW1990 (Nicht-SP- Yao etal. (2010)
Zellen)
negativ mit
o Hong et al.
CD326 HPAC, CFPAC Gemcitabine-
. (2009)
Resistenz
Pancl, Panc89, A818-6, Olempska et al.
ABCG2 1-8
PancTul, Colo357 (2007)
PANC-15 <35 20 x Huang etal.
' (2008)
CD44/CD24  Sw1990 (SP-Zellen) 2,3
SW1990 (Nicht-SP- (g Yao et al. (2010)

Zellen)

untersuchten die Expression der Marker CD44 und4CiD2ler Zelllinie PANC-1 und er-

mittelten deutlich mehr einfach als zweifach pesitZzellen. Letztere zeigten nach Injekti-

on in Nacktméause ein doppelt so hohes tumoringiides Potential wie die einfach positi-
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ven Zellen. In der gleichen Zelllinie wiesen Zhdwak (2008) SP-Zellen mit einem Antell
an der Gesamtzellzahl von bis zu 9% nach.

Yao et al. (2010) fanden in funf Pankreaskarzincgfiiiien eine SP mit einem Anteil von
0,8% bis 7,6% an der Gesamtzellzahl. Die SP zwAad#linien wurden auf ihre Tumorige-
nitat in Mausen untersucht und zeigten ein zehnkeeth hundertfach erhéhtes tumorindu-
zierendes Potential im Vergleich zu den Zellpopokagn, die nach Sortierung keine SP-
Zellen mehr enthielten. Bei Inkubation der Zeldr$W1990 mit Antikbrpern gegen CD44
und CD24 sowie gegen CD133 erwiesen sich 2,3% BeZedllen und 0,6% der Nicht-SP-
Zellen als CD44CD24" und 84% bzw. 62% als CD133

Die Resistenz gegenuber Gemcitabine korrelierteitiposnit dem Anteil CD44-
exprimierender und negativ mit dem Anteil CD326+@xgperender Zellen in den von
Hong et al. (2009) untersuchten Zelllinien. Mit démteil der CD24-Zellen ergab sich
kein Zusammenhang. Die Anreicherung resistentde@eéh den Zellkulturen durch Zuga-
be von Gemcitabine fuhrte zudem zur Erhohung destunduzierenden Potentials der
beiden Zelllinien.

Fir den in dieser Arbeit untersuchten OberflachekeraCD166 wurde noch kein Zu-
sammenhang mit Tumorstammzellen in Pankreaskaranofestgestellt. Kahlert et al.
(2009) fanden aber immunhistochemisch in 56 vorP@AK-Paraffinschnitten die Ex-
pression von CD166, in 50 Fallen ausschliel3lichdytoplasma. In Normalgewebe war
der Marker in der Membran der Azinuszellen zu fimdes bestand eine negative Korrela-
tion der Markerexpression mit der UberlebensrateRégienten, keine hingegen mit Gra-
ding und Staging (Kahlert et al. 2009).

1.4.6 In dieser Arbeit untersuchte Tumorstammzellmseker

1.4.6.1 CD44

Dieses Protein findet sich auf den meisten Wirbedgllen. Es ist beteiligt an der Regulati-
on zellularer Prozesse wie Wachstum, Differenzigruviotilitat und Zelluntergang. Ob-

wohl das kodierende Gen stark konserviert ist, §ib#i4-Proteine sehr heterogen durch
alternatives Splicing und post-translationale Pssegdie von Zelltyp und Wachstumsbe-
dingungen abhangen. CD44 besteht aus einer N-talenminextrazellularen globularen
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Domaéne, die fur die Interaktionen mit der extradéllen Matrix verantwortlich ist. Daran
schlief3t sich ein stark glykosilierter kurzer ,,Statran, an den viele heparinbindende Pro-
teine andocken kénnen. Dieser geht Uber in diestn@mbrandomane und den kurzen in-

trazellularen Schwanz (Ponta et al. 2003).

1.4.6.2 CD133

Das menschliche CD133 (= Prominin-1 = AC133 Antijgest ein Transmembranprotein
mit einem extrazellularen N-Terminus, zwei kurzetrazellularen Loops, zwei grol3en
extrazellularen Loops mit acht Glykosylierungsstellnd einem intrazellularen C-Termi-

nus. Die Funktion dieses Proteins ist weitestgemaath unklar (Fargeas et al. 2003).

1.4.6.3 CD166

Ein Synonym fir CD166 ist ALCAM (activated leucoeytell adhesion molecule). Dieses
zur Immunglobulin-Superfamilie gehérende, in hoheWirbeltieren stark konservierte
Protein besitzt funf N-terminale extrazellulare lomglobulindomanen, eine Trans-
membrandomane und eine kurze intrazellulare C-tal@iDoméne. Seine Funktion liegt
im Bereich interzellularer Interaktionen. Es istiem zur Bindung von HDL (high density
lipoproteins) in der Lage. CD166 wurde in einerl¥&l von Geweben und Zelltypen ein-
schlie8lich Epithelien, lymphatischen und myeloath Zellen, Knochenmark,

Fibroblasten, Neuronen, Hepatozyten und pankréetisézinus- und Inselzellen nachge-
wiesen (Swart 2002).

1.4.6.4 CD326

CD326 ist ein Typ I-Transmembran-Glycoprotein, dasMenschen ausschlie3lich auf
Epithelien exprimiert wird. Der extrazellulare Tdiesteht aus einer Thyreoglobulin-
Repeat-Doméne und einer EGF(= endothelial growtitofgahnlichen Domaéane. Das
Protein dient der Adh&sion zwischen Zellen, der n&8lgerarbeitung sowie der
Zellmigration, -proliferation und -differenzieruriBaeuerle und Gires 2007, Trzpis 2007).
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1.4.7 Konsequenzen der Tumorstammezelltheorie fir di Therapie

Wenn entgegen friherer Vorstellungen nicht alldefiekines Tumors zur Proliferation in
der Lage sind, sondern lediglich ein kleiner Anteildifferenzierter Stammzellen, hat dies
auch Konsequenzen fur die Krebstherapie. Der Theelplg wurde in der Vergangenheit
in der Regel daran bemessen, dass der Tumor makrigssk entfernt werden konnte
(Zhou und Zhang 2008). Damit waren von der Therapi&Vesentlichen die ausdifferen-
zierten, nicht mehr teilungsfahigen Tumorzellerrdi&tn, die ohnehin zur Tumorregenera-
tion nicht in der Lage waren. Von Tumorstammzehermgegen wird angenommen, dass sie
erheblich widerstandsfahiger gegentber Chemothetikpeaber auch Radiotherapie sind
(Ischenko et al. 2010, Tang et al. 2007, Trumpp Whelstler 2008). Da Stammzellen sich
selten teilen, sind sie relativ unempfindlich gedaubstanzen, die zellzyklusspezifische
Ziele angreifen. Zudem reagieren sie weniger audpApsesignale und sind in der Lage,
DNA-Schaden zu beheben (Tang et al. 2007). Stanhenmzei/nthetisieren in hoher Zahl
Zellmembranmolekiile, die als Transporter fungieverd mittels derer zellschadigende
Substanzen effektiv aus der Zelle entfernt werd@&mkn (Dean et al. 2005, Trumpp und
Wiestler 2008, Zhou und Zhang 2008). Die die Thierdjperlebenden Tumorstammzellen
sind zur Regeneration eines Tumors in der Lage,evasErklarungsmadglichkeit fur Rezi-
dive nach zunéchst scheinbar erfolgreicher Thermgustellen wirde.

1.5 Aneuploidie im Pankreaskarzinom

Aneuploidie, d.h. ein vom ganzzahlig Mehrfachen del¢standigen Chromosomensatzes
abweichender nukleédrer DNA-Gehalt, ist eine haukggenschaft neoplastischer Gewebe.
Ungeklart ist, ob diese Aneuploidie die Ursacheratie Folge der malignen Transformati-
on darstellt (Duesberg 2007, Holland und Clevel2@89). Fur viele Tumortypen wurde
gezeigt, dass das Vorliegen aneuploider Zellenemir schlechteren Prognose der Patien-
ten einhergeht (Atkin und Kay 1979, Frankfurt etl#184). Beide Sachverhalte bestatigten
sich auch fir das Adenokarzinom des Pankreas. imugsten Untersuchungen erwiesen
sich Tumoren in ca. 50-60% der Patienten als analphlanen et al. 1990, Allison et al.
1991, Eskelinen et al. 1991 und 1992, Herrera.e1392, Porschen et al. 1993, Rugge et
al. 1996, Yeo et al. 1995, Yoshimura et al. 19Elhige Autoren fanden mit 90-100%
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deutlich mehr aneuploide Tumoren (Bottger et a4l 9savaris et al. 2009, Weger et al.
1987, Weger et al. 1991), wobei anscheinend milgéedDensitometrie ein hoherer Anteil
aneuploider Tumoren gemessen wurde als mit Duresdlgtometrie.

Alle der genannten Autoren aul3er Bottger et al94)und Herrera et al. (1992) stellten
eine geringere Uberlebenszeit fir Patienten mitiploéden als fur Patienten mit diploiden
Tumoren fest. Dabei wurde zudem fur Patienten mgcheinend tetraploiden Tumoren
eine hohere Uberlebenszeit ermittelt als fur P&iemit anderweitig nicht-diploiden Tu-
moren (Bottger et al. 1994, Eskelinen et al. 199%2der et al. 1994, Weger et al. 1987).
Weiterhin wurde in einigen Studien ein statistisginifikanter Zusammenhang zwischen
der Ploidie der Tumoren und ihrem Differenzierungsg/Alanen et al. 1990, Herrera et al.
1992), dem Tumorstadium (Weger et al. 1991, Yoshenat al. 1992) sowie einem fortge-

schrittenem Krankheitsverlauf (Alanen et al. 19f@}gestellt.
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2. Fragestellung

Ziel war es, Tumorstammzellen im duktalen Adenokenn des Pankreas mittels Oberfla-
chenmarkerproteinen immunhistochemisch zu idergien. Die Identifikation und Cha-
rakterisierung von Tumorstammzellen ist einerdéitslie Entwicklung neuer, spezifischer
Therapieansatze von Bedeutung, andererseits kdantinige Malignome gezeigt wer-
den, dass Typ und Menge von Tumorstammzellen aitadignoms mitbestimmend fir die
Prognose des individuellen Patienten sind. Diesaite Gesichtspunkt sollte in der vor-
liegenden Studie untersucht werden, die daher imewtéchen die drei folgenden Teil-

schritte beinhaltet:

1. Lasst sich immunhistochemisch eine unterschiedliEkpression der in anderen
soliden Tumoren als Tumorstammzellmarker etablieReoteine CD44, CD133,
CD166 und CD326 zwischen klinischen Geweben vorkifeaskarzinomen und

Normalgewebe des exokrinen Pankreas ermitteln?

2. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expressiogeth@nnten Membranpro-
teine im Pankreaskarzinom und der Prognose dezrRati?

3. Kann der Ploidiestatus von Pankreaskarzinomen al$oF flir die Prognose eines
Patienten angesehen werden und besteht ein Zusdrangenwischen Ploidiestatus

und Expression der oben genannten Marker im Pasikaeginom?
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3. Material und Methode

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv

Die Kohorte dieser retrospektiven Studie umfassieReen aus der Biobank der Sektion
fur Translationale Chirurgische Onkologie und Bidenmlbanken, Klinik fir Chirurgie am
Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Ek@k. Im Zeitraum von 2006 bis
2012 wurden rund 3000 Patienten im Rahmen des Bkigs routinemalig erfasst. Die
Proben wurden mit Einverstandnis der Patienten mach den Richtlinien der lokalen
Ethikkommission gesammelt und verwendet (UniversatalLibeck, #07-124). Patienten,
die eine neoadjuvante Radio- oder Chemotherapadternhatten, wurden nicht in die Stu-
dien aufgenommen.

Das hier analysierte Patientenkollektiv besteht 2ud-rauen und 26 Mannern im Alter
zwischen 46,9 und 79,6 Jahren (Tab. 3), die ameiRankreaskarzinom erkrankt waren.
Das wahrend der Operation enthommene Gewebe wunthelnstitut fir Pathologie des
UKSH routinemaRig in Formalin fixiert, in Paraff@ingebettet und histologisch beurteilt.
Fir jeden Patienten wurde ein Paraffinblock firAlertigung von Gewebeschnitten aus-
gewahlt. Von 44 Patienten wurde Karzinom- und Ndgeaebe aus dem gleichen Paraf-
finblock untersucht, wéahrend von einer Patientigsahliel3lich Normalgewebe und von

einem Patienten sowie einer Patientin lediglich dtgewebe vorlag.

Tab. 3. Geschlecht, Alter und Uberlebenszeit dasightenkollektivs

Karzinomgewebe Normalgewebe
Merkmal Wert (n = 46) (n = 45)
Weiblich 20 20
Geschlecht )
Mannlich 26 25
Alter Mittelwert 63,6
(Jahre) Spannweite 46,9 - 79,6
’ ' Mittelwert 21,3 _
Uberlebenszeit ' keine Angaben
(Monate) Spannweite 0,5-139,9
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Neben dem Alter zum Diagnosezeitpunkt, der Uberisbeit danach und dem Geschlecht
der Patienten (Tab. 3) wurden auch Daten zur Turstotbgie, Tumorlokalisation, zu Gra-
ding und Ploidie erhoben (Tab. 4). Anhand der TNidd&n erfolgte die Klassifikation der
Karzinome gemal3 der Union Internationale ContreCaacer (UICC; Internationale Ver-
einigung gegen Krebs; Sobin et al. 2009). Die UlS@dien wurden zusammengefasst als
Frih- (UICC 1 und Il, n = 36) bzw. Spatkarzinomd@ Il und 1V, n = 10).

Tab. 4. Klinische Details des Patientenkollektivit diagnose Pankreaskarzinom

Klinischer Pankreaskarzinom-Gewebe
Parameter wert n (%)
duktal 23 (50)
Histologie zystisch 7 (15,2)
muzinds 2 (4,3)
nicht definiert 14 (30,4)
Pankreaskopf 32 (69,6)
Lokalisation Pankreaskorpus 9 (19,6)
des Tumors Pankreasschwanz 4(8,7)
nicht definiert 1(2,2)
Tl 3(6,5)
T-Status T2 11 (23,9)
(TumorgroiRe) T3 25 (54,3)
T4 7 (15,2)
N-Status NO 13 (28,3)
(Lymphknoten- N1 30 (65,2)
Status) nicht definiert 3(6,5)
M-Status MO 9(19.6)
(distale Metastase) M1 4(8,7)
nicht definiert 33 (71,7)
Gl 2 (4,3
Grading G2 19 (41,3)
G3 19 (41,3)
nicht definiert 6 (13%)
I 0(0)
UICC-Status ” 36 (87,2)
1] 5(10,9)
\Y 5(10,9)
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3.1.2 Chemikalien

Aktivkohle

Antibody Diluent

Agquatex

Blockierungslosung: Dako Protein Block
Ethanol absolut (99,8 %)

Entellan

Formaldehyd saurefrei pH 7
Hamalaunldésung sauer nach Mayer
Kaliumdisulfit (K2S;0s) 98%
Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdisulfit (NaS;Os)
Peroxidase-Blocking-Losung
Pararosanilin (Basic Fuchsin)

Salzsaur&7%

Merck; 1.02183.1000
Dako, S3022
Merck; 1.08562.0050
Dako, X0909
BUFA Chemikalien; 100020728
Merck; 1.07961.0100
Carl Roth; 2213.3
Carl Roth; T865.2
Sigma-Aldrich; 30,840-4
Merck; 1.06404.1000
Merck, 1.06448.1000
Sigma-Aldrich; 24,397-3
Dako, S2001
Sigma-Aldrich; 8572468
Merck; 1.13386.2500

Substratlosung: DakoCytomation AEC Substrate DKl34,64

Chromogen Ready-to-Use

Trizma base (§H1:NO3)

Trizma hydrochlorid (GgH1;NO3*HCL)
Wasserstoffperoxid 30%

Xylol (Xylen)

3.1.3 Puffer und Losungen

Natriumcitrat-Lésung

Sigma-Aldrich; T1503-1KG
Sigma-Aldrich; T3253-1KG

Merck, 1.08597.1000
Avantor Performance Materials;
8118

2,9 g Natriumcitrat-Dihydrat + 1 L Milli-Q-WassgoH 6,0 einstellen mit 1M NaOH

Natriumdisulfit-Losung

Stammldsung:

Arbeitslosung:
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Schiff s Reagenz

(150 mL HCL 1M + 5 g Pararosanilin) + (5 g$0s + 850 mL Milli-Q-Wasser)
(Zubereitung siehe Abschnitt 8.3.4)

TRIS-Puffer
2,8 g Trizma base + 17,1 g Trizma hydrochlorid 1826 NaCl + 2,5 L Milli-Q-Wasser

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Alufolie

Aqua bidest. MQ Merck Millipore

Deckglaser 24 x 60 mm Gerhard Menzel GmbH, D-38116
Braunschweig

Einmalhandschuhe Peha Soft PAUL HARTMANN AG

Faltenfilter 595%, 240mm Durchmesser Schleicherc&if; 10311651

Milli-Q-Filter MILLIPAK 40 22pum Merck Millipore; MPGPO04001

Objekttrager Superforst Plus Gerhard Menzel Gmbi38D16
Braunschweig

Pipettenspitzen 1000 pL, 200 pL, 10 pL SARSTEDTY?88, 70.760.002,
70.1115

PP tubes 15 mL, 50 mL Greiner; 188261, 227261

ReaktionsgefalRe Safe-Seal 2 mL, 1,5 mL, 0,5 mL  SHHH; 72.695, 72.706.400,
72.735.100

3.1.5 Gerate

Autoklav Webeco

Brutschrank Heraeus 206 Heraeus

Farbekammer: Square BioAssay Dish 245 x 245 mm ni@grncorporated

Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss

Gefrierschrank (-80°C) Thermo Fisher Scieatifi
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Gefrierschranke (-20°C)
Glaskuvetten

Glaswaren

AEG, Siemens
Glaswerk Wertheim

Duran Group

Halbautomatische Pipetten (1000 pL, 100 pL, 20 pL, Eppendorf

10 pL, 2,5 pL)

Kihlschranke, verschiedene Privileg, Bosch
Lichtmikroskop Axioskop Zeiss
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 10 Zeiss
Videokamera CCCD-IRIS/RGB Sony

Waage SBC 32 Scaltec Instruments
Wasseraufbereitungssystem Milli-Q Q-POD Merckliddre

3.1.6 AntikOrper

Tab. 5. Aufstellung der verwendeten Antikorper

a) Primarantikorper gegen Stammzellmarker

Antikérper Klon Wirtsorganismus Hersteller & KatapNummer
anti-CD133 C24B9 Kaninchen New England Biolabs,6836
anti-CD326 Ber-EP4 Maus Dako, #M0804
anti-CD44 G44-26 Maus BD Pharmigen, #550392
anti-CD166 MOG/07 Maus Abcam, #ab49496
b) Sekundarantikdrper
Isotypenname Wirtsorganismus Zugeordneter Hersteller &
yp 9 Primarantikorper Katalog-Nummer
EnVisiori System-HRP Maus CD133 Dako, #4008
EnVisiori System-HRP Kaninchen CD326, CD44, CD166 Dako, 4400
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3.1.7 Software

Adobe Photoshop CS2
Adobe Acrobat Reader 9.5
Zytometrie-Software ACAS ICM

Windows XP
OpenOffice

SPSS Statistics V19
SigmaPlot 2000
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3.2 Methoden

3.2.1 Immunhistochemie

3.2.1.1 Prinzip der Peroxidase-Methode

Fur die immunhistochemische Farbung wurde die éktir Methode der Immunperoxida-
se-Technik verwendet (Abb. 4). Dabei bindet zunielsPrimarantikérper an das spezifi-
sche Epitop des zu untersuchenden Antigens undearrdnachfolgend wiederum ein mit
Peroxidase konjugierter Sekundarantikdrper. Beiabegeiner Substratlosung, die Was-
serstoffperoxid und ein Chromogen enthalt, wird @Gasomogen von der Peroxidase am

Reaktionsort zu einem unléslichen Farbprodukt pelysiert.

Sekundir-
antikorper

N Primir-
antikérper
2 g, OA™

Peroxidase

% Antigen
o
&

' 16sliches
/ ' Chromogen
% , k unlésliches

Farbprodukt

Abb. 4. Schematische Darstellung der Peroxidase-hete. Der Primarantikorper bindet spezi-
fisch an das Antigen auf der Zelloberflache. Arseirewiederum bindet der mit dem Enzym Pero-
xidase konjugierte Sekundarantikorper. Die Perogal&atalysiert die Umsetzung eines farblosen
l6slichen Chromogens zu einem farbigen unléslidRelymer. Sowohl die Bindung mehrerer Se-
kundarantikdrper an einen Primarantikorper als audke Umsetzung sehr vieler Chromogen-
Molekule durch die Peroxidase fuihren zu einer dehgh Signalverstarkung.
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3.2.1.2 Durchfuhrung der Peroxidase-Methode

Die auf Objekttragern fixierten 4 um dicken Parsfthnitte wurden zunachst fir 3 x 10
Minuten im Xylolbad entparaffiniert und dann in ddysteigenden Alkoholreihe rehydriert
(je 2 x 3 Minuten in 100% bzw. 96%, 1 x 3 Minuten740 %). Anschlie3end wurden die
Praparate 3 x 3 Minuten in deionisiertem WassepigegProtokoll in Abschnitt 8.3.1).

Es wurde nachfolgend eine Antigendemaskierung deaftinrt, um Einflisse der Fixie-
rung und Einbettung des Préparates auf Proteirtaherk des Antigens riickgangig zu ma-
chen und so die Epitoperkennung durch den Antikdepeoptimieren. Dazu wurden die
Praparate in Citratpuffer (pH 6) in der Mikroweflenf Minuten bei 900 Watt erhitzt, wo-
bei der Puffer aufkocht, und anschlieRend 2 x 7uWin bei 360 Watt inkubiert. Hierbei
sollte der Puffer nicht kochen und ein Austrockmiem Praparate durch Nachfillen von
deionisiertem Wasser verhindert werden. NachdeniPthparate im Puffer nach 30 Minu-
ten auf Raumtemperatur abgekihlt waren, wurder8 sie3 Minuten im Schuttelbad mit
deionisiertem Wasser gewaschen. Alle nachfolgehaarbationsschritte erfolgten in einer
feuchten Kammer. Vor Beginn der Antigen-spezifisti&rbung wurde das Préaparat mit
Wasserstoffperoxid behandelt, um gewebseigene Raseaktivitat zu blockieren, die ei-
ne unspezifische Farbung verursachen konnte. Higtzden die Praparate mit je 200 pL
3 %igem Wasserstoffperoxid tGberdeckt, fir zehn Minubei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieend 3 x 3 Minuten im Schuttelbad B gewaschen. Zur Blockierung un-
spezifischer Antikorperbindungsstellen im Prapandblgte daraufhin eine Uberdeckung
der Abschnitte mit Blockierungslésung (Dako ProtBinck Serum Free Ready to Use).
Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei Ramperatur wurde die L6ésung von
den Objekttragern abgegossen und 200 pL verdunmtéRantikbrperldsung aufgetragen.
Es folgte eine Inkubation tber Nacht bei 4°C. Adgémden Tag wurden die Objekttrager
3 x 5 Minuten in TBS im Schuttelbad gewaschen. AtisBend wurden die Praparate mit
Sekundarantikérperlésung Uberdeckt (Anti-MouseAiiti-CD44, Anti-CD166 und Anti-
CD326, Anti-Rabbit fir Anti-CD133) und 30 MinutereibRaumtemperatur inkubiert. Es
folgten abermals drei Waschschritte fir je 5 Mimuta Schittelbad mit TBS. Nach Zuga-
be von Substratlésung auf die Praparate wurde Sivlihuten bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. Die Objekttrager wuresem 5 Minuten unter flielBendem Lei-

tungswasser gewaschen, dann eine Minute mit Haylatogegengefarbt und anschlie-
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Rend abermals 5 Minuten unter flieRendem Leitungseragewaschen. Nach Eindecken
mit Aquatex wurden die Objekttrager Uber Nacht@eknet, bevor sie mikroskopiert wur-
den (Protokolle in Abschnitt 8.3.2 und 8.3.3).

3.2.1.3 Mikroskopische Auswertung der immunhistochmischen Praparate

Die immunhistochemische Farbung wurde durch viestBBehter in Zusammenarbeit mit
Prof. Thorns (Institut fir Pathologie, UKSH Lubeck)abh&ngig voneinander mittels eines
semiquantitativen Scorings beurteilt. Anhand deseAs angefarbter Zellen erfolgte fur
jeden der vier Antikorper die Zuordnung zu einem veer Scores (Score 0: < 1% positive
Zellen, Score 1> 1-20% positive Zellen, Score 2: > 20-50%, Score 80-100%) jeweils
fur Tumorgewebe und, falls vorhanden, Normalgewatbes Préparates.

3.2.2 Ploidiemessung

Bei der Feulgen-Densitometrie wird die DNA des zdeussuchenden Gewebes selektiv
gefarbt, so dass sich der DNA-Gehalt einzelnerkéetle mikroskopisch messen lasst. Ein
Vergleich mit diploiden Referenzkernen erméglicie &rmittlung der Ploidie der unter-

suchten Kerne.

3.2.2.1 Reaktionsprinzip der Feulgenfarbung

Bei dem erstmals 1924 von Feulgen und Rossenbeghbebenen, hier etwas modifizier-
ten Verfahren, werden durch Saurebehandlung diehdWasserstoffbriicken verbundenen
DNA-Doppelstrange getrennt und selektiv die N-glikiische Bindung zwischen Desoxy-
ribose und Purinbasen hydrolysiert. Dadurch wera@erden Desoxyriboseresten der nun
purinbasenfreien DNA Aldehydgruppen exponiert. Begabe des Pararosanilin (= Para-
fuchsin), Kaliumdisulfit (kS;0s) und Salzséure enthaltenden Schiff's Reagenz zum
Nachweis freier Aldehydgruppen bindet eine Aminggm des Pararosanilins kovalent
Uber SQ an die freie Aldehydgruppe der Desoxyribose. Widhrien Schiff's Reagenz an

das zentrale Kohlenstoffatom des Pararosaniling @Dunden ist und die Verbindung
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konjugierter Doppelbindungen zwischen den drei Benmngen unterbricht, so dass der
Farbeffekt verloren geht, wird wéhrend der BindwargAldehyd S@ wieder freigesetzt

und die Farbigkeit des Pararosanilins wieder héetjfesDa der Farbstoff nicht spezifisch
an andere Bestandteile des vorbehandelten Geweahast lund die Menge gebundenen
Farbstoffs direkt proportional zum DNA-Gehalt degllKerne ist, lasst sich dieser mittels

Extinktionsmessung mikroskopisch ermitteln.

3.2.2.2 Farbeprozess

Die 28 um dicken Gewebeschnitte wurden zunachstytolbad entparaffiniert, in abstei-
gender Alkoholreihe rehydriert (Protokoll in Absdtr8.4.1) und Uber Nacht bei Raum-
temperatur in 4,5% Formaldehyd fixiert. Am folgendéag wurden die Praparate nach
vorsichtigem Spulen in Leitungswasser fur 60 Minubei Raumtemperatur in 5M Salz-
saure hydrolysiert. Anschlieend wurden sie in Adest. gespult und fir 120 Minuten bei
Raumtemperatur im abgedunkelten Schiff’'s Reagekmbiert. Nach erneutem Spilen
wurden sie dreimal fur 10 Minuten in Natriumdistifisung gewaschen und unter fliel3en-
dem Leitungswasser gespilt. Schlie3lich erfolgee@ehydrierung in aufsteigender Alko-
holreihe und Xylolbad sowie die Eindeckung mit Hate (detailliertes Protokoll in Ab-
schnitt 8.3.4).

3.2.2.3 Messprinzip der Densitometrie

Die Feulgen-Densitometrie beruht auf der Lichtapson durch an die DNA gebundenen
Farbstoff. Um diese zu ermitteln, wird die Lichttsmission einer Kernregion gemessen.
Als Referenzwert dient eine kernfreie Region degekibragers. Da die Transmission im
Wesentlichen von der Menge gebundenen Farbstofisden vom Lichtstrahl zu durch-
dringenden Schichtdicke abhéangt, kommt bei der @emeng der Absorbanz das Lambert-
Beersche Gesetz zur Anwendung. Um der inhomogeméi-Zerteilung innerhalb eines
Zellkerns und unterschiedlichen KerngroRen Rechrmuntyagen, wird bei der bildanalyti-
schen Feulgen-Densitometrie die Kernregion nichtEhheit gemessen, sondern durch
einen Charge-coupled Device (CCD)-Sensor der Videwa, die das Mikroskopbild auf
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einen Computer Ubertragt, in ein Raster aus optischogenen Pixeln gleicher Grol3e ein-
geteilt. Die Lichtintensitat der einzelnen Pixeraviilber Graustufen gemessen und aus den
Einzelwerten der Pixel die Absorbanz des jeweiligems errechnet.

3.2.2.4 DNA-zytometrischer Messvorgang

Nach Einstellung eines zu untersuchenden Prapasaieaittes am Mikroskop (Zeiss Axi-
oplan Mikroskop, Achroplan-Objektiv 40x) wurde darch die auf dem Mikroskop in-
stallierte CCD-Video-Kamera erzeugte Bild auf ein®achner digitalisiert. Am Bild-
schirm markierte der Untersucher mit der Computesrizellkerne, die fur die Analyse in
Frage kamen. Die Partikeldetektion erfolgte darawfiber einen Schwellenwert relativ
zum Umgebungslicht. Der Untersucher konnte dabeitdRegelung der Diskriminations-
empfindlichkeit die DNA-Detektion durch die Softweaso steuern, dass der Kern vollstan-
dig markiert wurde. Da von der Software gleichzedie Partikelflache bestimmt wurde,
konnte der Extinktionswert aus der Anzahl und deau&erten der einzelnen Pixel eines
Partikels durch die Software berechnet werden.

Pro Praparat wurden je nach Verflugbarkeit 150 B8 Zellkerne untersucht, wobei be-
schadigte, pyknische oder mitotische Zellkerne den Analyse ausgeschlossen wurden.
Als Referenz dienten wahrend des gleichen Messugsgg80 lymphatische Zellen aus ei-
nem Tonsillenabstrich auf einem separaten Objajdtréder zusammen mit den zu unter-
suchenden Tumorpréparaten fixiert und gefarbt wosdar. Zusatzlich wurden im Tumor-

praparat Lymphozyten untersucht.

3.2.2.5 Interpretation der DNA-Histogramme

Aus den Zellkern-DNA-Gehalten einer Messung wurdeh dem Computer-Programm
ACAS ICM (Ahrens Messtechnische Beratung, BargeHistogramme dargestellt und
diese anschlieRend von drei Beobachtern unabh&ogignander den vier von Auer et al.
(1980) beschriebenen Histogrammtypen zugeordnds.(Bo Beim Histogrammtyp | liegt
der mittlere DNA-Gehalt der untersuchten Kerne @n Begion des diploiden Wertes nor-
maler Zellen von 1,5-2,5C, wobei 1C dem DNA-Gelvalh Gameten entspricht. Der An-
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teil der Zellen mit einem DNA-Gehalt tber 2,5C Bgtrweniger als 10%. Beim Typ I
weisen die untersuchten Kerne entweder tetraploige di- und tetraploide Werte auf, der
Anteil der Kerne mit mehr als 4,5C liegt unter 10Pgp Il zeigt ebenfalls jeweils einen
Peak in der diploiden und der tetraploiden Regioiy die dabei leicht von diesen abwei-
chen, aber auch Zellen mit DNA-Gehalten zwischesseh Werten entsprechend einer S-
Phase normaler Zellen. Weniger als 5% der Kerrgetidiber 4,5C. Aufgrund dieser Kon-
stellation sind diese drei Typen als nahezu eu@oiusehen. Beim Typ IV hingegen fin-
det sich eine sehr ausgepragte Aneuploidie, dierdtas viele Werte zwischen diploid und
mehr als oktaploid annehmen kann. Hier haben miehs% der Kerne habe einen DNA-

Gehalt Uiber 4,5%.
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Abb. 5. Die vier DNA-zytometrischen Histogrammtypeach Auer (1980).Typ | ein Peak im
Bereich diploider Kerne; Typ lltetraploide oder di- und tetraploide Kerne; Tyf:ldi- und

tetraploide sowie zwischen diesen Bereichen liegéfeine; Typ [Vausgepragte Aneuploidie.
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3.2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der immunhistochemischate® zur Phéanotypisierung von Tu-
morstammzellen in klinischen Geweben erfolgte miteHles Programms SPSS Statistics
Version 19, die grafische Darstellung mittels Sighaoa 2000.

Die Immunpositivitat der vier getesteten Tumorstaralimarker im Pankreasgewebe wur-
de anhand des beschriebenen semiquantitativem8esyistems ausgewertet.

Zur Ermittlung von Korrelationen zwischen der Exgsmien der einzelnen Tumorstamm-
zellmarker und Klinischen Parametern wie Malignite@morlokalisation innerhalb des
Pankreas (Pankreaskopf, -korpus oder -schwanz)Ct8@dium, TNM-Status und Gra-
ding sowie des Geschlechts dienten geiTest und Fisher's Exact Test. Als nicht-
parametrische Tests wurden der Mann-Whitney-U-T&st 2 ungepaarte Gruppen) und
der Kruskal-Wallis-Test (fir mehr als zwei ungepaaBruppen) verwendet. Hiermit wur-
den signifikante Unterschiede zwischen Markerexoeen verschiedener Gruppen bzw.
Zusammenhange zwischen Markerexpression und Alieittelt. Korrelationen zwischen
den Expressionsintensitaten einzelner Tumorstammagter wurden mit dem Spearman-
Test detektiert. Korrelationskoeffizientgnzwischen 0,2 und 0,5 wurden als Hinweis auf
eine schwache bis moderate und solche zwischemn@,,8 als Hinweis auf eine mediane
bis starke Korrelation angesehen.

Die Bedeutung des Ploidiestatus fur das Patientglien wurde ermittelt, indem die un-
terschiedliche Uberlebenszeit in Monaten zwischem @ruppen mittels U-Test auf Signi-
fikanz gepruft wurde. Weiterhin wurde die Uberleszgit beginnend mit dem Zeitpunkt
der Tumorresektion nach Kaplan—Meier analysiertt Rergleich der Uberlebenskurven
der einzelnen Gruppen erfolgte mittels Log-Rankt.TBsWerte< 0,05 wurden bei allen

Analysen als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Farbung der Pankreas-Gewebehnitte

Die immunhistochemische Farbung (IHC) von Karzinamd Normalgewebe wurde in 44
von 47 Fallen in verschiedenen Arealen innerhaliselen Paraffinschnitts eines jeweili-
gen Patienten beurteilt. In einem Fall lag nur Nalgawebe ohne Tumoranteile vor, fur
zwei Patienten war nur Tumorgewebe ohne Anteile Mormalgewebe verfligbar. Somit
standen insgesamt 46 Tumor- und 45 Normalgewebe vdratienten fur die IHC zur Ver-
fugung. Die Bewertung der Farbung erfolgte in Kaagien mit Prof. Thorns, Institut fur
Pathologie, UKSH Lubeck, mittels des vorher ber&gschriebenen semiquantitativen
Scorings (siehe Abschnitt 3.2.1.3). Dabei wurden Zellen des Gangepithels bzw. Gan-
gepithel-ahnlicher Strukturen, nicht aber Azindie Bewertung einbezogen.

Einige Schnitte mussten von der Auswertung ausdessdn werden, da sie sich wahrend
des Farbevorgangs zum Teil abgeldst hatten oder Renkreasgewebe aufwiesen. Eine
Zwischenauswertung zeigte fur den Marker CD166 éwdan Zusammenhange mit den Ub-
rigen untersuchten Parametern, so dass keine emitétC-Experimenten mit diesem
Marker erfolgten und insgesamt nur 21 Normalgewebd 22 Tumoren beziglich der
CD166-Expression ausgewertet wurden. Bei den ubriarkern gingen 31 Normalge-
webe und 34 Tumoren fur CD44, 39 Normalgewebe @hdwnoren fur CD133 sowie 35
Normalgewebe und 36 Tumoren fur CD326 in die Auswey ein.

Die Marker-Expression wurde vier verschiedenen g@aten zugeordnet (Scores 0-3, sie-
he Abschnitt 3.2.1.3).
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4.1.1 Tumorstammzellmarker-Expression in Pankreas-@webe

4.1.1.1 CD44

Im Normalgewebe exprimierten Zellen des GangeystiigD44 gleichmalig basolateral,

wobei die Farbeintensitat zu den groReren Ausfldggangen hin abnahm (Abb. 6).
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Abb. 6. CD44-Expression in nicht-neoplastischem PasksgewebeDie Farbung trat basolateral

in Zellen des exokrinen Pankreas auf und war imklen Gangen intensiver als in gréf3eren.
(Maf3stabsbalken: 100 pum)

Von den 31 ausgewerteten Paraffinschnitten mit Ndgewebe wiesen 10 (32,3%) keine
gefarbten Zellen auf (Score 0), 16 (51,6%) zeigiere schwache Farbung (Score 1), drei
(9,7%) entsprachen mit einer moderaten Farbung 8Seone 2 und zwei (6,4%) zeigten
eine starke Farbung (Score 3; Tab. 6).

Die Farbung des Tumorgewebes war sehr heterogdrgwar auch innerhalb eines Schnit-
tes und unabhangig vom Differenzierungsgrad eingsors. Die Tumorzellen exprimier-
ten CD44 wie normale Epithelzellen v.a. basolatenshufgelockerten Zellverbanden aber

auch in der gesamten Zellmembran, so z.B. in engghlecht differenzierten Tumoren
(Abb. 7).
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Abb. 7. CD44-Expression im Pankreaskarzinoffumorzellen exprimierten CD44 v.a. basolateral.
Dargestellt sind exemplarisch die vier Intensittitfsn der Markerexpression.
(Maf3stabsbalken: 100 pum)

Von den 34 beurteilten Paraffinschnitten mit Tunswvgbe zeigten vier Praparate (11,8%)
keine CD44-Expression (Score 0), 13 (38,2%) wiesee schwache (Score 1), sechs
(17,6%) eine moderate (Score 2) und 11 (32,3%) stiake CD44-Expression auf (Score
3).

Ein Vergleich von Tumor- und Normalgewebe zeigtefiger eine starke Farbung des Tu-
morgewebes. In 50% der Tumoren wiesen mindestefis d6r Zellen eine CD44-
Expression auf (Score 2+3), wahrend dies nur ai diér Normalgewebe zutrifft. Die un-

terschiedliche Positivitat der beiden Gruppen estvsich imy*Test als signifikant (P =

40



4. Ergebnisse

0,019). Die positive Korrelation ist schwach, abechsignifikant (p = 0,368, P = 0,001).

Tab. 6. CD44-Expression in Karzinom- und Normalgeveedes exokrinen Pankreas
Die Expression ist in vier Scores unterteilt (Scorec 1%, Score 1> 1-20%, Score 2: > 20-50%,
Score 3: > 50-100% positive Zellen) und der Antleit Gewebeproben mit dem jeweiligen Score in

absoluten Zahlen sowie in Prozenten angegebenléimikern).

Karzinom- Normal- Spearman-Korrelation

CD44-Expression P-Wert
gewebe gewebe

Korrelationsfaktor P-Wert

negativ (Score 0) 4 (11,8%) 10 (32,3%)

schwach (Score 1) 13 (38,2%) 16 (51,6%) 0,019 p = 0,368 0,001
moderat (Score 2) 6 (17,6%) 3 (9,7%)
stark (Score 3) 11 (32,3%) 2 (6,4%)
Score 0+1 17 (50,0%) 26 (83,9%) 0.008
Score 2+3 17 (50,0%) 5 (16,1%)

Fasste man die Scores 0 und 1 zu einer schwach@edsion zusammen und stellte diese
einer starken Expression (Score 2 und 3) gegensib@rgab sich eine noch starkere Signi-
fikanz (P = 0,008). Hierbei wiesen 26 Normalgew&i9%), aber nur 17 Tumorgewebe
(50,0%) eine schwache Expression auf. Eine starpgdssion war nur bei funf Normal-
geweben (16,1%) aber 17 Tumorgeweben (50%) zu batwa(Tab. 6, Abb. 8).
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Abb. 8. CD44-Expression in Tumor- und Normalgewelie Scores 0 und 1 wurden zur Gruppe
mit negativer und schwacher Expression zusammesgjefdie Score 2 und 3 zur Gruppe mit mo-

derater bis starker Expression.

4.1.1.2 CD133

Auch CD133 wurde im Normalgewebe im Gangepithelabhehmender Intensitat hin zu
gréReren Ausfihrungsgangen exprimiert, wobei dibu#g allerdings apikal und nicht

basolateral auftrat (Abb. 9). Von den 46 Paraffimsiten konnten 39 analysiert werden,
unter denen 12 (30,8%) keine Expression aufwieSearg 0), acht (20,5%) eine schwache
(Score 1), drei (7,7%) eine moderate (Score 2) 165@d41,0%) eine starke (Score 3; Tab.
7).
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Abb. 9. CD133-Expression in nicht-neoplastischemnReeasgewebeDie Farbung trat apikal in
Zellen des exokrinen Pankreas auf und war intengivileineren Ausfiihrungsgéngen als in

grolReren. (MaRRstabsbalken: 100 um)

Im Tumorgewebe waren die duktalen Strukturen nidbtchgehend gefarbt wie im
Normalgewebe, sondern einzelne Zellen exprimie@®»133 an der Apikalmembran
(Abb. 10). Dementsprechend zeigten im Gegensatz [dormalgewebe fast 81,6% der
Tumoren eine schwache Expression (Score 0: 16 Temi@i2,1%], Score 1: 15 Tumoren
[39,5%]) und nur 18,4% eine starke (Score 2: 1 Tuf@®%], Score 3: sechs Tumoren
[15,8%]). Anders als bei CD44 besteht eine negéfiogelation zwischen Malignitat und
CD133-Expression, die abermals schwach (p = - (,a88r ebenfalls signifikant ist (P =
0,033). Weiterhin war die unterschiedliche CD133#ession zwischen Normal- und Tu-
morgewebe auch inf-Test statistisch signifikant (P = 0,041, Abb. 11).
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Abb. 10. CD133-Expression im Pankreaskarzinomumorzellen exprimierten CD133 v.a. apikal.
Dargestellt sind exemplarisch die vier Intensitéitfsn der Markerexpression.
(MaRstabsbalken: 100 pg)

Tab. 7. CD133-Expression in Karzinom- und Normalgele des exokrinen Pankreas
Die Expression ist in vier Scores unterteilt (Scorec 1%, Score 1> 1-20%, Score 2: > 20-50%,
Score 3: > 50-100% positive Zellen) und der Andeit Gewebeproben mit dem jeweiligen Score in

absoluten Zahlen sowie in Prozenten angegebenléimikern).

Karzinom- Normal- Spearman-Korrelation

CD133-Expression gewebe gewebe P-Wert

Korrelationsfaktor P-Wert

negative (Score) 0 16 (42,1%) 12 (30,8%)

schwach (Score 1) 15 (39,5%) 8 (20,5%)

moderat (Score 2) 1 (2,6%) 3 (7,7%)
stark (Score 3) 6 (15,8%) 16 (41,0%)

0,041 p =-0,243 0,033
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Abb. 11. CD133-Expression in Tumor- und Normalgeveebie CD133-Expression in Tumor- und
Normalgewebe war statistisch signifikant untersdhid (P = 0,041).

4.1.1.3 CD166

CD166wurde im nicht-neoplastischen Pankreas in den Man#r der Azinuszellen und,
noch intensiver, der endokrinen Zellen exprimiélf. 12). Im Pankreaskarzinom trat die
Farbung im Zytoplasma der Epithelzellen duktaleul8uren auf (Abb. 13). Der Marker

war in Normal- und Tumorgewebe &hnlich stark exprin(Tab. 8). Bei einem (4,8%)

Normal- bzw. zwei (9,1%) Tumorgeweben war keine 6®Expression nachzuweisen
(Score 0). Eine schwache Expression (Score 1)easigh bei jeweils neun Normal- und
Tumorgeweben (42,9% bzw. 40,9%), eine moderatedsspn (Score 2) bei acht (38,1%)

Normal- und funf (22,7%) Tumorgeweben und einekstdtxpression (Score 3) bei drei
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(14,3%) Normal- und sechs (27,2%) Tumorgeweberzdigte sich kein signifikanter Un-
terschied zwischen den beiden Gruppen (P > 0,05).
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Abb. 12. CD166-Expression in nicht-neoplastischemrnRreasgewebeDie Farbung trat in der
Zellmembran der Azini und endokriner Zellen aufztexe waren deutlich intensiver gefarbt.
(Maf3stabsbalken: 100 pm)

Tab. 8. CD166-Expression in Karzinom- und Normalgele des exokrinen Pankreas
Die Expression ist in vier Scores unterteilt (ScOre< 1, Score 1> 1-20%, Score 2: > 20-50%,
Score 3: > 50-100% % positive Zellen) und der Arder Gewebeproben mit dem jeweiligen Score

in absoluten Zahlen sowie in Prozenten angegelmekl&mmern).

Spearman-
CD166-Expression Karzinomgewebe  Normalgewebe P-Wert Korrelation
P-Wert
negativ (Score 0) 2 (9,1%) 1 (4,8%)
0, 0,
schwach (Score 1) 9 (40,9%) 9 (42,9%) > 0,05 s,
moderat (Score 2) 5 (22,7%) 8 (38,1%)
stark (Score 3) 6 (27,2%) 3 (14,3%)
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Abb. 13. CD166-Expression im Pankreaskarzinofumorzellen exprimierten CD166 v.a. im Zy-

toplasma. Langerhans-Inseln wurden, soweit venretbenfalls gefarbt. Dargestellt sind exempla-
risch die vier Intensitatsstufen der MarkerexpreasiMal3stabsbalken: 100 pm)

4.1.1.4 CD326

CD326 wurde im nicht-neoplastischen Pankreasgewehein den Zellmembranen der
kleineren Ausfuhrungsgénge exprimiert, teilweisehain denen der Azinuszellen (Abb.
14). Seltener lag eine zytoplasmatische Farbung lmoPankreaskarzinom lag v.a. eine
basolaterale Farbung duktaler Zellen vor, oft wasab auch das Zytoplasma geféarbt (Abb.
15). Auch Langerhans-Inseln exprimierten CD326eite.
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Abb. 14. CD326-Expression in nicht-neoplastischemrnRreasgewebeDie Farbung trat in der
Zellmembran kleinerer Ausfihrungsgange und werdgezini auf. Teilweise war auch das Zy-
toplasma gefarbt. (MaRRstabsbalken: 100 pm)

Hinsichtlich der Intensitat gilt fir den Marker CB@ &hnliches wie fur CD166. Tumorge-
webe zeigte tendenziell eine héhere CD326-Expresd®Normalgewebe. Bei drei (8,3%)
der Tumoren liel3 sich keine CD326-Expression naddeme(Score 0), zehn (27,8%) zeig-
ten eine schwache (Score 1), acht (22,2%) eine rateéScore 2) und flnfzehn (41,7%)
eine starke Expression, wohingegen vier (11,4%)nddgewebe keine (Score 0), elf
(31,4%) eine schwache (Score 1), zwolf (34,3%) ewoeerate (Score 2) und acht (22,9%)
eine starke (Score 3) Expression aufwiesen (TabD@se unterschiedliche Tendenz war
statistisch nicht signifikant (P > 0,05).
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keine Expression (Scare ) schwacke Expression {(Scare 1)

Abb. 15. CD326-Expression im Pankreaskarzinofumoren exprimierten CD326 v.a. in der Zell-
membran basolateral, oft auch basal im Zytoplasbaagerhans-Inseln wurden ebenfalls gefarbt.

Dargestellt sind exemplarisch die vier Intensitéitfsn der Expression. (MalRstabsbalken: 100 um)

Tab. 9. CD326-Expression in Karzinom- und Normalgele des exokrinen Pankreas

Die Expression ist in vier Scores unterteilt (ScOre< 1%, Score 1> 1-20%, Score 2: > 20-50%,
Score 3: > 50-100% positive Zellen) und der Anteit Gewebeproben mit dem jeweiligen Score in
absoluten Zahlen sowie in Prozenten angegebenl@midern).

rtSpearman-Korrelation

CD326-Expression Karzinomgewebe  Normalgewebe P-We
P-Wert
negative (Score 0) 3 (8,3%) 4 (11,4%)
hwach 1 10 (27,8% 11 (31,4%
schwach (Score 1) 0 (27,8%) (31,4%) > 0,05 s,
moderat (Score 2) 8 (22,2%) 12 (34,3%)
stark (Score 3) 15 (41,7%) 8 (22,9%)
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4.1.1.5 Korrelationen zwischen den Markern

CD133 war im Tumorgewebe deutlich geringer expritngéds CD44, CD166 und CD326
(Tab. 6-9). Wahrend mehr als 80% der Tumorgewebd33Dnicht oder nur schwach
exprimierten (Score 0 und 1), wurden CD44, CD166 @826 nur in 17 (50,0%), 11
(50,0%) bzw. 13 (36,1%) der Tumorgewebe nicht eadgrschwach exprimiert. Allerdings
ergab sich fir CD133 nur mit CD326, nicht aber @244 und CD166, eine schwache
signifikante negative Korrelation (p = - 0,263, B,832). Diese war ausgepragter und sta-
tistisch hoher signifikant, wenn fur CD326 die Sx00 und 1 sowie 2 und 3 jeweils zu-
sammengefasst wurden (p = - 0,306, P = 0,012).

4.1.2 Korrelationen zwischen Tumorstammzellmarker-Epression und

klinischen Parametern

Die Tumorstammzellmarker-Expression in Tumorgewetemnde nachfolgend mit klini-
schen Parametern wie Tumorstadium, Lymphknoteribeiatante Metastasierung, UICC-

Stadium und Uberlebenszeit sowie PatientenaltetGesthlecht korreliert.

4.1.2.1 Tumorstammzellmarker und distante Metastagrung

Der Marker CD44 ist in Tumorgewebe von Patientés distante Metastasen aufweisen
(n=7), starker exprimiert als in Tumorgeweben okletastasenbildung (n = 4; Tab. 10). In
metastasierten Tumorgeweben zeigten drei (75%)meoderate (Score 2) und einer (25%)
eine starke CD44-Expression (Score 3), wahrendidlg-metastasierten Tumorgewebe in
einem Fall (14,3%) CD44 nicht (Score 0) und in di&ien (42,9%) schwach exprimierten
(Score 1). Imy*Test erwies sich die Korrelation zwischen CD44+&sgion und distanter
Metastasierung allerdings nur als Trend (P = 0,051)
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Tab. 10. Korrelation zwischen CD44-Expression undtdnter Metastasierung
MO: Tumoren ohne Metastasenbildung; M1: TumorenBitdung von Fernmetastasen. Die Anzahl

ist in absoluten Werten und in Prozenten (in Klammhangegeben.

CD44-Expression MO M1 P-Wert
keine (Score 0) 1 (14,3%) 0 (0,0%)
schwach (Score 1) 3 (42,9%) 0 (0,0%) 0.051
moderat (Score 2) 0 (0,0%) 3 (75,0%)
stark (Score 3) 3 (42,9%) 1 (25,0%)

4.1.2.2 Tumorstammzellmarker und UICC-Stadium

Ein signifikanter Zusammenhang bestand weiterhirsa@wen der Expression von CD44
und dem UICC-Stadium der 34 untersuchten Tumoren QR39; Tab. 11, Abb. 16). Alle
funf Tumorgewebe im UICC-Stadium 4 und fast alle $tadium 2a (9 von 10) konnten
hinsichtlich der CD44-Expression beurteilt werdaper nur 18 von 26 im Stadium 2b und
2 von 5 im Stadium 3 (Tab. 11). Dabei wiesen 77 Tumorgewebe (n=7) im Stadium
2a eine schwache Expression auf (Score 1) und 2292 (n=2) eine starke Expression
(Score 3). In den Tumorgeweben des Stadiums 2bneigoten 6 (33,3%) CD44 schwach
(Score 1) und sieben (38,9%) stark (Score 3). Mimdrgewebe des Stadiums 3 wiesen
eine moderate bis starke Expression (Score 2 uraif3)wéhrend von den Geweben im
Stadium 4 drei (60%) eine moderate Expression €&2pund eines (20%) eine starke Ex-
pression (Score 3) zeigten. Insgesamt war alseuméhmendem UICC-Stadium eine ho-
here CD44-Expression assoziiert.

CD133 war in allen UICC-Stadien uberwiegend geergrimiert (Tab. 11). Jeweils min-
destens zwei Drittel aller Tumorgewebe waren CDA88ativ oder exprimierten CD133
nur schwach (Scores 0 und 1), in den UICC-Stadeenr®i 3 waren es je 66,6%, in den
Stadien 2b und 4 sogar 90,5% bzw. 80% der Tumorgewa den Stadien 2a, 2b und 3
war die Expression in den ubrigen Tumorgeweberk ft&core 3), und zwar in 33,3 %
(n=3), 9,5% (n=2) bzw. 33,3% (n=1) der Falle. Umgjak wies kein Tumorgewebe im
UICC-Stadium 4 eine starke Expression auf (Scorar@) nur ein Tumor eine schwache

Expression (Score 2). Trotz dieser Unterschiedenbfirte deg-Test einen signifikanten
51



4. Ergebnisse

Zusammenhang zwischen CD133-Expression und UIC@iBtaerst, wenn eine CD133-
Expression (Scores 1-3) einer fehlenden Expresgimore 0) gegenubergestellt wurde
(P =0,034; Tab. 11). Hier ergab sich bei den 3@&tedbaren Tumoren eine Tendenz, die
umgekehrt zu der des Markers CD44 war (Abb. 16).

Zwischen der Expression der Marker CD166 und CD&&6dem Tumorstadium war kei-

nerlei Zusammenhang erkennbar (Tab. 11).

Tab. 11. Korrelationen zwischen Tumorstammzellmarkxpression und Tumorstadium nach
uicC

Das UICC-Stadium 1 war nicht vertreten. Nur hinglich der Marker CD44 und CD133 zeigte
sich eine statistisch signifikante Relation zwiscEspression und Tumorstadium, bei CD133 je-
doch erst, wenn die Marker-Expression in die KategoScore 0 und Score 1-3 gruppiert wurde.

Die Anzahl ist in absoluten Werten und in ProzelftetKlammern) angegeben.

Marker Score UICC 2a UICC 2b UICC 3 UiCC 4 P-Wert
0 0 (0,0%) 3 (16,7%) 0(0,0%) 1 (20,0%)

CD44 1 7(77,8%) 6 (33,3%) 0 (0,0%) 0(0.0%) | 130

(n=34) 2 0 (0,0%) 2(11,1%)  1(50,0%)  3(60,0%)
3 2(222%)  7(38,9%)  1(50,0%) 1 (20,0%)
0 2(22,2%)  11(52,4%)  1(33,3%) 2 (40,0%)

CD133 1 4 (44,4%)  8(38,1%)  1(33,3%) 2 (40,0%)

(n = 38) 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) 1 (20,0%) e
3 3 (33,3%) 2 (9,5%) 1(33,3%)  0(0,0%)

CD133 0 2 (22,2%) 11 (52,4%) 1 (33,3%) 2 (40,0%) 0.034

(n=38) 13  7(77,8%)  10(47,6%)  2(66,7%) 3 (60,0%)
0 1 (33,3%) 1 (7,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

CD166 1 1 (33,3%) 6 (46,1%) 0 (0,0%) 2 (50,0%)

(n=22) 2 1(33,3%)  3(23,1%)  1(50,0%) 0 (0,0%) e
3 0 (0,0%) 3(23,1%)  1(50,0%) 2 (50,0%)
0 1 (11,1%) 1 (5,0%) 1(50,0%) 0 (0,0%)

CD326 1 2(22,2%) 7 (35,0%) 0(0,0%)  1(20,0%)

(=35 > 3(33,3%) 3 (15,0%) 0(0,0%) 2 (40,0%) e
3 3(33,3%)  9(450%)  1(50,0%) 2 (40,0%)
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Abb. 16. Korrelation zwischen Marker-Expression uddimorstadium nach UICCDas UICC-
Stadium 1 war nicht vertreten. Die CD44-Expresdiorrelierte statistisch signifikant mit dem Tu-
morstadium, ebenso die CD133-Expression, wennudigigewebe in eine CD133-positive (Score

1-3) und eine CD133-negative (Score 0) Gruppe edilgevurden
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4.2 Ergebnisse der Feulgen-Farbung

4.2.1 Ploidiestatus-Einteilung nach Auer

Von allen 46 Tumorgeweben wurde nach Feulgen-Férhereines Paraffinschnittes der
DNA-Gehalt von ca. 150-300 Zellkernen pro Gewebbprdensitometrisch gemessen. Ei-
nige Tumorgewebe wiesen dabei Regionen mit deutirderschiedlichen DNA-Gehalten
der Zellkerne auf. Bei der Messung wurde versudigse Regionen unter Bevorzugung
auffalliger und mutmallich aneuploider Zellkern@résentativ zu berticksichtigen. Der
Ploidiestatus jedes Tumors wurde einem der vietogiammtypen nach Auer (1980) zu-
geordnet (siehe Abschnitt 3.2.2.5). Dem Histograygpnitgehdrten nur sechs (13,3%) Tu-
morgewebe an, dem Histogrammtyp Il zwélf (26,7%)Mbrgewebe und mit 27 Tumor-
geweben (60%) die Mehrzahl dem Histogrammtyp IVr Blestogrammtyp Il war nicht
vertreten.

Zu Zusammenhangen zwischen dem Plodiestatus undlloenebenszeit der Patienten,
dem UICC-Status sowie der Tumorstammzellmarker-&sgion der Tumorgewebe wurden

Korrelationsanalysen durchgefihrt.

4.2.2 Korrelation zwischen Ploidie und Uberleben

Die mittlere Uberlebenszeit der Patienten nach miagstellung betrug 21,3 Monate
(Spanne: 0,5 - 139,9 Monate). Im Mittel erreichRatienten mit euploiden Tumoren des
Histogrammtyps Il mit 25,3 Monaten die langste Watienten mit aneuploiden Tumoren
des Histogrammtyps IV mit 19,3 Monaten die kirzéserlebenszeit nach Diagnosestel-
lung (Tab. 12). Beim Histogrammtyp | betrug sie®Rlonate. Die minimale Uberlebens-
zeit war bei Histogrammtyp | mit 7,7 Monaten dealtlianger als bei Histogrammtyp Il

(0,5 Monate) und Histogrammtyp IV (1,5 Monate). Daaximale Uberlebenszeit war bei
Histogrammtyp | und Il mit 52,3 und 54,3 Monateahezu gleich, wéhrend sie bei
Histogrammtyp IV mit 139,9 Monaten mehr als 2,5 s@lang war.
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Tab. 12. Beziehung zwischen der Ploidie der Tumotaw der Uberlebenszeit der Patienten

Der Ploidiestatus wurde entsprechend den Histogreypem nach Auer (1980) eingeteilt (siehe
Abschnitt 3.2.2.5) Typ I: ein Peak im Bereich digéo Kerne; Typ lll: di- und tetraploide und zwi-

schen diesen Bereichen liegende Kerne; Typ IV: gusgte Aneuploidie. Der Histogrammtyp |l

lag nicht vor. Auch wenn die Histogrammtypen | Uihals euploide Gruppe den aneuploiden Tu-

moren (Histogrammtyp V) gegenibergestellt wuréegab sich keine statistisch signifikante Kor-

relation.

Ploidiestatus Anzahl Uberlebenszeit (Monate) P-Wert

Mittelwert + Std. Minimum Maximum

Histogrammtyp | 6 22,8 £17,7 7,7 52,3
Histogrammtyp Il 12 25,3+19,1 0,5 54,3 >0,05
Histogrammtyp IV 27* 19,3+£27,0 15 139,9
Histogrammtyp /11l 18 244 +18,1 0,5 54,3 0,085
Histogrammtyp IV 27* 19,3+£27,0 15 139,9

*Eine Patientin mit einem Tumor des Histogrammti}ddebte zur Zeit der Datenauswertung.

Der y*-Test ergab beziiglich der Uberlebenszeit keinéstisah signifikanten Unterschiede

zwischen den Histogrammtypen. Auch wenn der Pletdies als euploid (Histogrammty-

pen | und 1ll) und aneuploid (Histogrammtyp 1V) gkchen wurde, war der Unterschied
statistisch nicht signifikant (P = 0,085). Ein Tderur Korrelation von Uberlebenszeit und
Ploidiestatus bzw. Histogrammtyp konnte so zwartbbebtet werden, erreichte aber nicht
die Signifikanzgrenze (Tab. 12, Abb. 17).

55



4. Ergebnisse

140 1 |:| 25.-75 Perzentile ®  Ausreiler o
I 5.-95. Perzentle =~ —— Mittelwert
_ 120
2
g 60
o
é T
% P
%
2 40 T
()
o
Qo
g
D) 20
0 ° i 3
T T
euploid aneuploid
(Histogrammtyp 1/111) (Histogrammtyp 1V)

Ploidiestatus

Abb. 17. Beziehung zwischen der Ploidie der Tumotard der Uberlebenszeit der Patienten

Der Ploidiestatus ist anhand der Histogrammtypecmauer (1980) in die Typen I-IV eingeteilt
(siehe Abschnitt 3.2.2.5). Der Histogrammtyp Il taght vor. Auch wenn euploide (Histogrammty-
pen | und Ill) den aneuploiden Tumoren (Histogragpril/) gegeniibergestellt wurden, ergab sich

keine statistisch signifikante Korrelation.

4.2.3 Korrelation zwischen Ploidie und Grading

Von den 46 Tumoren waren zwei (4,3%) gut differerz{Stadium G1), wahrend je 19
(41,3%) malig (G2) bzw. schlecht (G3) differenziearen (Tab. 13, Abb. 18). Fiur sechs
Tumoren lag keine Bestimmung des Differenzierungdgs vor. Die beiden gut differen-
zierten Tumoren waren euploid (Tab. 13). Von denT@&oren waren vier (21%) diploid

(Histogrammtyp 1), sieben (36,8%) dipolid-proliféva (Histogrammtyp 1ll) und acht
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(42,1%) aneuploid (Histogrammtyp IV). Damit warestf 60% der G2-Tumoren euploid.
Im Gegensatz dazu waren 16 (84,2%) der G3-Tumoneni@oid (HistogrammtypV),
wahrend lediglich zwei (10,5%) dipolid-proliferatiHistogrammtyplll) und sogar nur
einer (5,3%) diploid (Histogrammtyp waren.

Tab. 13. Beziehung zwischen Ploidie und Differenziegsgrad der Tumoren

G1, G2 und G3 geben den Differenzierungsgrad dercfan wieder (gut, maRig bzw. schlecht dif-
ferenziert). Der Ploidiestatus ist als Histogrammiyach Auer wiedergegeben (siehe Abschnitt
3.2.2.5). Eine Zusammenfassung der Histogrammtypew Il als euploide Gruppe gegentber
den aneuploiden Tumoren (Histogrammtyp V) ergaie aitatistisch signifikante Korrelation zwi-
schen Ploidie und Differenzierungsgrad der Tumoiie. Anzahl ist in absoluten Werten und in

Prozenten (in Klammern) angegeben.

Differenzierungsgrad

Ploidiestatus P-Wert
G1 G2 G3
n=2 n=19 n=19
H'Sto(%rirgr)myp' 0 (0,0%) 4(1,0%)  1(53%)
Histogrammtypll 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
(n=0)
0,013
Histogrammtypili 2 (100,0% 7(36,8%) 2 (10,5%
(n=11)
H'Stoglrimzrz)typ'v 0 (0,0%) 8(42,1%) 16 (84,2%)
H'Stogrg]mzmltég’e”"” 2(100,0%) 11 (57,9%) 3 (15.8%)
0,006
HistogrammtyplV
o= 28) 0 (0,0%) 8 (42,1%) 16 (84,2%)

Je geringer also die Tumoren differenziert waressta seltener waren sie rein diploid
(Histogrammtyp 1) oder euploid (Histogrammtypemtull). Dery*Test ergab eine statis-
tisch signifikante Beziehung zwischen dem Diffefenungsgrad der Tumoren und der

Ploidie ausgedrickt als Histogrammtyp nach Auer=(P,013). Die Beziehung wurde
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hochsignifikant, wenn Tumoren der Histogrammtypamd Ill als euploide Gruppe zu-
sammengefasst und Tumoren des Histogrammtyps INdredsiploide Gruppe beibehalten
wurden (P = 0,006; Tab. 13).

P =0,013

100 A

[0}
o
1

Anzahl Tumoren (%)
5 3

20

I Histogrammtyp |
[ Histogrammtyp 1l
[ Histogrammtyp IV

Gl G2

Tumordifferenzierung

Abb. 18. Beziehung zwischen Ploidie und Differenziegsgrad der TumorenG1, G2, G3: Diffe-
renzierungsgrad der Tumoren (gut, maRig bzw. sbhlatifferenziert). Die Ploidie ist als
Histogrammtymach Auer wiedergegeben (siehe Abschnitt 3.2.RiB)Zahlen in den Blocken zei-
gen die jeweilige absolute Anzahl von Tumoren arergab sich eine statistisch signifikante Rela-
tion zwischen Ploidie und Differenzierungsgrad.

58



4. Ergebnisse

4.2.4 Korrelation zwischen Ploidie und Tumorstammziémarker-

Expression der Tumoren

Die Tumorstammzellmarker CD44, CD166 und CD326hniaber CD133, wurden in
Zellpopulationen mit Aneuploidie und Proliferatibdufiger stark exprimiert (Tab. 14). In
den beiden diploiden Tumoren (Histogrammtyp 1) wai@D44, CD133 und CD166
schwach (Score 1) und CD326 gar nicht exprimiedo(& 0). Demgegentber wurden
CD44, CD166 und CD326 in aneuploiden Tumoren destogrammtyps IV in 60%
(CD44, CD166) bzw. 70% (CD326) der Tumorgewebe matdais stark exprimiert (Sco-
res 2 und 3). Euploide, proliferative Tumoren destdgrammtyps Il nahmen eine mittlere
Stellung ein. Fur CD133 ergab sich ein leicht gé@eiges Bild, indem die Expression in
Tumoren des Histogrammtyps IV schwacher war alBuimoren des Histogrammtyps lIl.
Die einzige im y*Test signifikante Korrelation zwischen Tumorstaneftmarker-
Expression und Histogrammtypen ergab sich fur C44 0,03), wenn die Tumoren mit
den Histogrammtypen | und Il als euploide Gruppie den aneuploiden Tumoren des
Histogrammtyps IV verglichen wurden (Tab. 14, AbB). In der euploiden Gruppe wiesen
einer (9,1%) der Tumoren keine (Score 0), sieb&6fb) eine schwache (Score 1) und
nur drei (27,3%) eine moderate (Score 2) CD44-Bsgom auf, wohingegen in der
aneuploiden Gruppe eine starke Expression (Scoid&wog (47,8% der Tumoren) und
nur in je 13,0% keine bzw. eine moderate (Scoresd2) und in 26,1% eine schwache

Expression vorlag.
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Tab. 14. Beziehung zwischen Ploidie und Marker-Ergsion der Tumoren

Die Expression der Marker ist in vier Scores 0-8geteilt, die Ploidie in die Histogrammtypén

Il und IV. Der Histogrammtypl war nicht vertreten. Erst bei ZusammenfassungHistogramm-
typen | und Il als euploide Gruppe gegenlber deauploiden Tumoren mit Histogrammtyp IV
zeigte sich eine statistisch signifikante Relatzenschen Ploidie und CD44-Expression. Die An-

zahl der Tumoren ist in absoluten Werten und ireBnten (in Klammern) angegeben.

Euploid Aneuploid

Marker Score P-Wert
(Histogrammtypen I/111) (Histogrammtyp V)
0 1 (9,1%) 3 (13,0%)
CD44 1 7 (63,6%) 6 (26,1%) 003
(n=34) 2 3 (27,3%) 3 (13,0%) '
3 0 (0,0%) 11 (47,8%)
0 4 (33,3%) 10 (40,0%)
CD133 1 5 (41,7%) 11 (44,0%)
(n=37) 2 0 (0,0%) 1 (4,0%) e
3 3 (25,0%) 3 (12,0%)
0 0 (0,0%) 2 (15,4%)
CD166 1 7 (70,0%) 3 (23,1%)
(n=23) 2 1 (10,0%) 4 (30,8%) e
3 2 (20,0%) 4 (30,8%)
0 3 (23,1%) 2 (8,7%)
CD326 1 4 (30,8%) 5 (21,7%) s
(n=36) 2 2 (15,4%) 6 (26,1%)
3 4 (30,8%) 10 (43,5%)
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Abb. 19. Beziehung zwischen Ploidie und CD44-Exmies der Tumoren.Die Expression der

Marker ist in vier Scores 0-3 eingeteilt, der Pleitatus in die Histogrammtypen [, Ill und IV. Der
Histogrammtyp Il war nicht vertreten. Bei Zusammasafing der Histogrammtypen | und Il als
euploide Gruppe gegentber den aneuploiden Tumokéstogrammtyp V) zeigte sich eine

statistisch signifikante Relation zwischen Ploigiel CD44-Expression..
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5. Diskussion

5. Diskussion

5.1 Tumorstammzellmarker-Expression

5.1.1 Expression von CD44

In dieser Arbeit wurde ein Antikdrper gegen die iBEsm des CD44-Proteins (CD44s)

verwendet. Dieser bindet auch an die verschied@i@-Isoformen, die zusatzlich zum

CD44s-Molekul variable Anteile besitzen. Die Ergeie zeigten, dass Zellen duktaler
Strukturen sowohl in Normal- als auch in Karzinomgbe basolateral CD44 exprimier-

ten. Im Normalgewebe nahm die Intensitdt der CDAgré&ssion dabei von kleinen zu

gréReren Gangen hin ab. In Karzinomen waren 3@Bdléeewebe CD44-positiv (88,2%),

jedoch dabei sehr heterogen immunopositiv.

Immervoll et al. (2011) fanden im Normalgewebe dihaliche Verteilung mit besonders

haufiger, teilweise auch zytoplasmatischer Markigraentroazinarer Zellen. In entzundli-
chem oder atrophischem Pankreas zeigte sich dieeEsipn dabei besonders intensiv. In
Karzinomgewebe wiesen Immervoll et al. (2011) in\&h 51 Tumoren (66,7%) eine

CD44 Expression nach. Die Expression war ebendalig inhomogen, teilweise geclustert
und selten auch apikal. In einigen Tumoren waran Stromazellen positiv. In der Studie
von Hong et al. (2009) wurde fur 30 von 56 Pankiaesnomen (53,6%) eine CD44-Ex-

pression gezeigt. Auch hier waren die AntikdrpedenZellmembran gebunden. Maeda et
al. (2009) untersuchten 80 Tumoren, von denen 245%) mit basolateraler Farbung

ebenfalls positiv waren. In den Studien von Castetlal. (1996) und Gotoda et al. (1998)
zeigten alle Normalgewebe eine CD44-Expression.eDafaren bei Gotoda et al. (1998)
auch alle Pankreaskarzinome, bei Castella et 88g)Lhingegen nur 70% CD44-positiv.

Die Expression lag jeweils an der Membran vor.

Damit wurde in allen immunhistochemischen Untersugjen eine sehr &hnliche Expres-
sion in Normalgeweben und Tumorzellen gefundenh duasichtlich des vornehmlichen

Vorliegens in der Zellmembran. Hinsichtlich des @ilgt positiver Zellen besteht jedoch

mit 43 bis 100% eine sehr breite Spannweite, obwohllen zitierten Studien Antikdrper
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5. Diskussion

gegen CD44s und nicht gegen eine der Isoformeneratet wurden, bei Immervoll et al.
(2011) und Maeda et al. (2009) sogar der gleictum Ktie in dieser Arbeit.

Dieser Unterschied scheint auf einen starken Essflder Methode hinzuweisen. Zuséatz-
lich gibt es Faktoren, die die Expression bzw. R&b@ von CD44 durch Antikérper im
Pankreaskarzinom beeinflussen konntenZelllinien des Prostata-Karzinoms zum Bei-
spiel, fir das eine negative Korrelation zwisch&4€ Expression und Gleason-Score so-
wie Metastasierung besteht, wurde CD44 bei Hypdmhetung des Promotors nicht ex-
primiert. Zudem wurde gezeigt, dass CD44 in Pradiirmalgewebe seltener als in Pri-
martumoren und in diesen wiederum seltener alsetabtasen exprimiert wird (Lou et al.
1999). Weiterhin unterliegt CD44 umfangreichen passlationalen Modifikationen in
Form von Glykosylierungen und Bindungen von Glukoseglykanen, durch die die
Masse des CD44s-Protein zwischen 37 und 95 Kilodalariieren kann (Naor et al. 2002,
Marhaba und Zoller 2004). Diese kénnte die Erkegndies Epitops durch den Antikorper
beeinflussen. Mdglicherweise variieren posttranstaie Modifikationen in Abhangigkeit
vom Tumortyp oder Differenzierungsgrad eines Pams&arzinoms. Allerdings ware zu
erwarten, dass bei ausreichend groRem Stichproldangnin den einzelnen Studien die
Unterschiede in den Ergebnissen vernachlassigbatewgsolange kein wesentlicher Un-

terschied in der Methode besteht.

5.1.1.1 Prognostische Bedeutung der CD44-Expression

In dieser Arbeit wiesen Tumoren hoherer UICC-Stadime statistisch signifikant starkere
CD44-Expression auf. Hinsichtlich einzelner klingathologischer Parameter zeigte sich
nur mit der Bildung von Fernmetastasen eine nalsegnifikante Korrelation, indem alle
metastasierten Tumoren eine moderate bis starke4E&Rgression aufwiesen, wahrend
dies nur auf 42,3% der Tumoren ohne Metastasenfzutr

In der Studie von Hong et al. (2009) zeigte sicteaitarkere CD44-Expression in geringer
differenzierten Tumoren (P < 0,001) und bei genageUberlebenszeiten (P < 0,05). Im-
mervoll et al. (2011) fanden lediglich eine staekéymphknoteninfiltration bei starkerer

Markerexpression (P = 0,036). Maeda et al. (20@®)nken keine statistisch signifikante
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Beziehung zwischen Markerexpression und Uberlelsin$zststellen. Zusammenhange
mit anderen klinischen Parametern wurden nichtysnet.

In verschiedenen Tumor-Entitdten wurde den untezdtibhen CD44-Isoformen eine un-
terschiedliche Bedeutung zugeschrieben. Je nactorfeutrkann die Herauf- oder Herun-
terregulierung einer bestimmten Isoform der Tumagpession oder -metastasierung for-
derlich oder hinderlich sein (Naor et al. 2008, |R#lal. 1995). Das in dieser Arbeit und
von Immervoll et al. (2011) beschriebene Ergebmistet auf einen Zusammenhang zwi-
schen CD44 und Tumor-Metastasierung im Pankreasieamnz hin. Fir den Prozess der
Metastasierung ist es notwendig, dass Zellen dabanel verlassen, die Basalmembran
durchwandern, in Blut- oder Lymphgefal3e einwanderd in diesen an das Endothel an-
haften, um sie wieder verlassen zu konnen (Wongl.e2012). Das CD44-Protein geht
Bindungen mit der Extrazellularmatrix ein, wobeidlyronsaure, die einen wesentlichen
Bestandteil der Extrazellularmatrix darstellt, &lauptbindungspartner fungiert. CD44v
unterhalt dabei eine durch unterschiedliche Glykesyngen variable aber insgesamt
schwachere Bindung als CD44s. Weiterhin wird du€@v4 die Extrazellularmatrix ver-
andert, indem z.B. der CD44-Hyaluronsaure-Kompleternalisiert und abgebaut wird
oder CD44 Hyaluronsaure-abbauende Metalloprotembs®let (Sneath et al. 1998). Auf-
grund dieser Funktionen des Proteins ist bei veaidbxpression eine Rolle von CD44 bei
der Metastasierung vorstellbar.

Rall et al. (1995) fanden in gesundem Pankreasdsem Pankreaskarzinom und Metasta-
sen jeweils mehrere CD44-Isoformen. Von diesen @2#44v6 nur in 33% der Normal-
gewebe, 40% der Primartumoren, aber sogar 67% aeadthsen exprimiert. Dieser Un-
terschied war allerdings statistisch nicht sigmfik Die Expression von CD44v6 im Pan-
kreas wurde von Castella et al. (1996) und Goto@h €1998) immunhistochemisch naher
untersucht. In beiden Studien wurde CD44v6 nichtNiatmalgewebe, aber in je ca. 50%
der Tumoren gefunden. In keiner der beiden Stuthed sich ein Zusammenhang zwi-
schen CD44v6-Expression und T-, N- oder M-Statuer ddifferenzierungsgrad. In der
Studie von Gotoda et al. (1998) korrelierte sierdihgs mit der Uberlebenszeit. Diese Au-
toren bezogen auch die Isoform CD44v2 in die Stwe die ebenfalls nicht in Nor-
malgewebe aber in 38% der Karzinome exprimiert wundd hier statistisch signifikant

mit der GefaRinvasion durch Tumorzellen und der rébenszeit korrelierte. Alle
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CD44v2-positiven Proben waren auch CD44v6-posdiver nicht umgekehrt. Die ver-
schiedenen CD44-Isoformen werden also in Normad- Tunmmorgewebe des Pankreas und
auch zwischen verschiedenen Tumoren unterschiedkghimiert, liegen in verschiede-
nem Ausmald nebeneinander vor und unterscheidenirsidirven Eigenschaften. Daher
konnte anhand von Antikorpern, die gegen verschiedsoformen gerichtete sind, mog-
licherweise eine genauere Aussage zur Bedeutun@izgil im Pankreaskarzinom getrof-

fen werden.

5.1.2 Expression von CD133

In dieser Arbeit liel3 sich CD133 in Zellen des nalem Pankreas-Gangepithels nachwei-
sen. Dabei wurde die Expression von kleinen zu @ Gadngen hin schwacher. In Pan-
kreaskarzinomen war CD133 in gangartigen Struktwieenfalls apikal exprimiert, aber

nicht so durchgehend wie im Normalgewebe. Die Mahirzdler Tumoren (82%) zeigte ei-

ne schwache Expression mit hochstens 20% posifietben. In anderen Studien finden

sich hierzu sehr widerspriichliche Angaben (Tab. I6uter Ubereinstimmung mit den

hier beschriebenen Daten fanden Immervoll et 8082 CD133 im Gangepithel des nicht-

neoplastischen Pankreas mit abnehmender Intermtazunehmender Ganggrél3e, aber
auch in Azini, die ein Lumen aufwiesen. Zudem bdfarch das Protein im Zytoplasma

einzelner Gang- und Azinuszellen des zentroazinBexeichs. Ahnlich wiesen Lardon et

al. (2008) und Welsch et al. (2009) CD133 apikahilen gesunden Gangepithelien des
Pankreas nach. Im Gegensatz dazu fanden Hermaain(8007) CD133 sehr selten und

nur im Zytoplasma gesunder Pankreas-GangepithetzeNahrend in der Studie von Ma-

eda et al. (2008) alle Zellen negativ waren.

Hinsichtlich des Nachweises von CD133 im Gewebe Rankreastumoren besteht eine
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von Immervyal.g2008), die das Protein wie in

dieser Arbeit v.a. in Membranen fanden, und drelea@n Untersuchungen, in denen es
ausschlieBlich intrazellular nachgewiesen wurdemémvoll et al. (2008) fanden in 80%

der 51 untersuchten Pankreaskarzinome das Protelari Apikalmembran gangahnlicher

Gewebe. Auch in papillaren Tumoren, invasiven Zalgen in GefalRen und Lymphkno-

tenmetastasen fand sich das Protein an der Zdflatiee. In weniger als 1% der Zellen
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der 10 daraufhin untersuchten Tumorgewebe wurde eytoplasmatische Expression
festgestellt. Diese konnte sich entweder wie imnadgewebe in vereinzelten Zellen
gangahnlicher Strukturen finden oder in Zellkongbvaten in soliden Anteilen des Tu-
mors. Welsch et al. (2009) hingegen konnten im Tngewebe in Zellmembranen keine
CD133-Expression nachweisen, fanden aber ebemfatisProtein aul3erst selten im Zyto-
plasma der Tumorzellen. Auch Hermann (2009) geiartgewebeschnitten ausschlief3lich
der zytoplasmatische Nachweis in sehr wenigen Zetleneun von elf untersuchten Pan-
kreaskarzinomen. In funf Karzinom-Zellsuspensiorfand er durchflusszytometrisch
durchschnittlich ca. 1,8% CD13Zellen mit einem Maximum von ca. 3,2%. Maeda et al
(2008) hingegen wiesen CD133 deutlich haufiger &dsnvor allem im Zytoplasma von
60% der 80 untersuchten Karzinome nach, wobei ireiceem Drittel der Tumoren weni-
ger als 5% der Zellen positiv waren, in ca. 15%0%lder Zellen und in weniger als 5%
der Tumoren 11-15% der Zellen.

Sowohl fir normales Gangepithel des Pankreas als @as Pankreaskarzinom finden sich
also sehr unterschiedliche immunhistochemischelifigee hinsichtlich des CD133-Pro-
teins. Als Ursache daftr ist v.a. die Verwenduntersthiedlicher Anti-CD133-Antikorper
vorstellbar, die an verschiedene Epitope von CCdiB8en.

Das Membranprotein CD133 weist finf Transmembrar@an mit zwei grof3en extra-
zellularen und zwei kleinen intrazellularen Loops. &rstere besitzen je 4 mutmalliche
Glykosylierungsstellen. Der N-Terminus liegt exegbalar (Miraglia et al.1997). Durch
alternatives Splicing gibt es mindestens siebefofsten des menschlichen CD133, die
gewebe- und entwicklungsspezifisch auftreten (G@3shling et al. 2013, Kemper et al.
2010). Das Protein ist an Cholesterol der Plasmasmamgebunden und in Mikrodomanen
der Mikrovilli epithelialer Zellen und Membranvorgmgen nicht-epithelialer Zellen loka-
lisiert (Fargeas et al. 2011, Weigmann et al. 1988)befindet sich in direkter Nachbar-
schaft von Gangliosiden, an die es teilweise vianmmbrannahen Anteilen bindet (Far-
geas et al. 2011). Seine genaue Funktion ist biek&nnt, jedoch scheint es bei der Forma-
tion der Mikrodomé&nen und damit der Membranfunktene wichtige Rolle zu spielen
(Fargeas et al. 2011, Jaszai et al. 2007).

Drei fur Pankreasgewebe gebrauchliche monoklon&é&33-Antikorper sind die Klone
AC133 (Anti-CD133/1), AC141 und 293C3 (beide AnbL33/2), die Glykosylierungs-
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stellen der extrazellularen Doméne erkennen (T&h. Ras Epitop AC133 befindet sich
N-terminal, 293C3 und AC141 liegen einander Ubgrga auf dem zweiten extrazellula-
ren Loop. Ein weiterer Klon, K-18, erkennt ein Crtenales Epitop (Grosse-Gehling 2013,
Kemper et al. 2010)n der vorliegenden Arbeit wurde der Klon C24B9gasetzt, der wie
die Klone 293C3 und AC141 ein Epitop auf dem zweégtrazellularen Loop erkennt, das
allerdings im Gegensatz zu diesen keine Glykoayhigsstelle aufweist (Hermansen et al.
2011).

Tab. 15. Klone von CD133-Antikérpern, die in versedenen Studien (siehe Tab. 16) bisher an

Pankreasgewebe getestet wurden

Antikorper-Klon Lokalisation des Epitops im CD133-  Epitop mit Glykosylierungs-

Protein stelle?
AC133 N-terminal nein
AC141 zweiter extrazellularer Loop ja
293C3 zweiter extrazellularer Loop ja
C24B9 zweiter extrazellularer Loop nein
K-18 C-terminal nein

Immervoll et al. (2008) verglichen die drei Klon€€A33, AC141 und K-18 (Tab. 16), die
sehr unterschiedliche Epitope erkennen (Tab. 1®nddhliche Retina, die CD133 konsti-
tutiv exprimiert, und gesundes Pankreasgewebe wurde den Klonen AC133 und K-18
in gleicher Weise gefarbt. Der Klon AC141 brachtevshl an Retina als auch im Wes-
ternblot mit Proteinextrakten aus Tumor- und Nogealebe des Pankreas im Gegensatz
zu Klon AC133 negative Ergebnisse (Immervoll e28108). Da der Klon AC133 bei we-
niger Background sensitiver war, benutzten die Aariahn fur weitere Untersuchungen.
AulRer Miraglia et al. (1997) hatten auch die Ubmigeutoren an gesundem (Hermann
2009, Lardon et al. 2008, Welsch et al. 2009) bzsaplastischem Pankreasgewebe (Her-
mann 2009, Welsch et al. 2009) positive Ergebmsiseliesem Klon (Tab. 16). Der Unter-
schied bestand wie beschrieben darin, dass nur ivathet al. (2008) in Tumoren das
Protein in der Membran nachweisen konnte. Welsdl. 2009) fanden im Western-Blot
mit K-18 neben CD133 eine zuséatzliche nicht ndherakterisierte Bande. Unter Ver-

wendung desselben Klons wiesen Maeda et al. (200883 in neoplastischem, nicht aber
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normalem Pankreasgewebe nach. Sowohl mit dem K3&C2 als auch mit dem Antise-
rum ohE2 fanden Lardon et al. (2008) CD133 im normalankPeasgewebe. Welsch et al.
(2009) testeten an Tumorgewebe neben dem Klon A@W8B den Klon C24B9, der eben-
falls in dieser Arbeit benutzt wurde, und fanden@egensatz zu dieser Arbeit auch mit
jenem Klon CD133 nicht in der Membran, sonderninugytoplasma.

Eine Ursache fur diese Unterschiede zwischen dewie3t konnte darin liegen, dass
CD133 im selben Gewebe unterschiedlich exprimigirt Eann. So war in der Kolonkarzi-
nom-Zelllinie Caco-2 (Florek et al. 2005) und Kdtanzinomen (Kemper et al. 2010) ein
Verlust der mittels der Antikérper-Klone AC133 bzwC133, W6B3C1, 293C und
AC141 gemessenen CD133-Expression wéhrend deriffaiohzierung festgestellt wor-
den. Da Kemper et al. (2010) CD133 jedoch im Imntilmioweiterhin in gleicher Menge
nachweisen konnten und Promoter-Aktivitat, mRNA-gleund Splicevarianten-Expres-
sion unverandert blieben, untersuchten sie denlusmfder Glykosylierung auf die Epi-
toperkennung. Dass diese nicht von der Glykosylignoer se abhangt, wiesen die Autoren
durch bakteriell exprimiertes und somit nicht glgkertes CD133 nach, das im Immuno-
blot von allen vier Antikdrpern gebunden wurde. @atch konnten die Autoren zeigen,
dass durch eine veranderte Glykosylierung der irtodmsport an die Zelloberflache nicht
behindert ist. Im Prinzip ist weiterhin denkbarsslaurch alternatives Splicen bestimmte
Epitope nicht mehr an der Zellmembran prasentienden. Alle bekannten CD133-Spli-
cevarianten enthalten allerdings den zweiten eglitdaren Loop (Kemper et al. 2010), so
das zumindest die Epitope 293C3, AC141 und C24BBtrdavon betroffen waren. Wei-
terhin verglichen die Autoren zwei verschiedene iden der Gewebekonservierung und
farbten auf diese Weise in denselben Tumorprobereinzelne bzw. alle epithelialen Tu-
morzellen. Damit betonten sie die Bedeutung dembl fur die Antigenerkennung. Dies
weist maglicherweise auf die Bedeutung der Konfdaromades Proteins oder der Mem-
bran-Mikrodomane hin, die die Zugénglichkeit dest&ns fiir den Antikorper beeinflusst.
Auch Fargeas et al. (2011) wiesen darauf hin, daggund der vielfaltigen Wechselwir-
kungen zwischen CD133 und anderen MembranmolekdikeiMethode bei der Untersu-
chung eine sehr wichtige Rolle spielt.

Fur die in Tab. 16 dargestellten uneinheitlichegebnisse scheinen weder die verwende-

ten Antikdrper noch die Methode verantwortlich zins Immervoll et al. (2008), Hermann
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(2009) und Welsch et al. (2009) benutzten den lgégicAntikbrper mit unterschiedlichen

Ergebnissen. Immervoll et al. (2008) testeten ibwchl an Formalin-fixierten, in Paraffin

eingebetteten Tumorproben als auch an Gefrierdehngweils mit dem gleichen Ergeb-
nis. Demnach scheint hier die Art der Konservierungedeutend zu sein. Die immunhis-
tochemische Prozedur jedoch ist unterschiedlictieim Untersuchungen von Immervoll et
al. (2008) und Welsch et al. (2009), in der Studia Hermann (2009) ist sie nicht ndher
beschrieben. Welsch et al. (2009) wandten die lggelerozedur an wie in dieser Arbeit.
Dabei erhielten sie jeweils das gleiche Ergebnisden Klonen AC133 und C24B9. Mit

dem Klon C24B9 sind jedoch in der vorliegenden Arbkggebnisse wie in der Untersu-
chung von Immervoll et al. (2008) erzielt worderdutamit andere als von Welsch et al.
(2009).

Tab. 16. Ergebnisse verschiedener CD133-AntikdrperPankreasgewebe.
(+ = positiv, - = negativ)

i Karzinom
Antikorper-  Normalgewebe _ _ Autor
Klon apikal zytoplasmatisch
+ + + Immervoll et al. (2008)
+ - + Hermann (2009)
AC133 + - + Welsch et al. (2009)
+ nicht getestet Lardon et al. (2008)
- nicht getestet Miraglia et al. (1997)
+ - + Welsch et al. (2009)
C24B9 , _ ,
+ + nicht gepruft vorliegende Arbeit
AC141
- - - Immervoll et al. (2008)
(Westernblot)
K18 + nicht getestet Immervoll et al. (2008)
- - + Maeda et al. (2008)
239C3 + nicht getestet Lardon et al. (2008)
Antiserum _
+ nicht getestet Lardon et al. (2008)
ahE2
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Die CD133-Expression in Tumorstammzellen ist waitervom Mikromilieu der Zellen
abhangig, unter anderem vom Sauerstoffpartialdradbei die Reaktion vom Tumortyp
abhangt. In Zelllinien von Hirn-, Lungen- und Pagd&stumoren fuhrt Hypoxie zur Hoch-
regulierung der CD133-mRNA, ebenso in hepatozettmAHirn- und Prostata-Tumoren,
und zur Herunterregulierung in Magen- und Kolon#m@aomen (Grosse-Gehling 2013).
Auch dieser Effekt kann aber nicht fir die gesdariedn unzusammenhangenden oder wi-
dersprichlichen Ergebnisse der unterschiedlichedi&t verantwortlich sein, da er zur
Inhomogenitat innerhalb eines Tumors, nicht abesawen verschiedenen Studien fuhren

wirde.

5.1.2.1 Prognostische Bedeutung der CD133-Expressio

Hinsichtlich der Bedeutung der CD133-Expressionhanorerkrankungen gibt es unter-
schiedliche Angaben, wobei die meisten Ergebnidseihe negative Korrelation zwischen
der CD133-Expression und der Prognose in Hirntumaowad epithelialen Tumoren spre-
chen (Grosse-Gehling et al. 2013). In dieser Ariagit CD133 in Normalgewebe starker
exprimiert als in Tumorgewebe. Dies befindet sittubereinstimmung mit den Ergebnis-
sen von Immervoll et al. (2008). In dieser Arbegigte sich eine Korrelation zwischen
CD133-Expression und UICC-Stadium, wenn man TumengnCD133-Expression sol-

chen ohne CD133-Expression gegenuberstellte. Maedh (2008) untersuchten den Zu-
sammenhang zwischen der CD133-Expression und dtiais Parametern und fanden je-
weils statistisch signifikant eine starkere Expi@ssn weniger gut differenzierten Tumo-
ren, bei Lymphknotenmetastasen oder sonstiger imvdgmphatischen Gewebes sowie
bei kirzerer Uberlebenszeit. Da die Autoren CD18&sahlieRlich intrazellular nachwie-

sen, sind ihre Ergebnisse mit der in dieser Arbhaithgewiesenen Korrelation zwischen
CD133-Expression und UICC-Stadium schlecht verpleae. In der Studie von Immervoll

et al. (2008) wechselte die Intensitat der Memkdmfng mit der morphologischen Hete-
rogenitat der Tumoren, zeigte aber keinen Zusamarenimit dem Differenzierungsgrad,
dem TNM-Status oder der Uberlebenszeit der Patieflie tibrigen Autoren stellten keine

Untersuchung zur Beziehung der Marker-Expressioklinischen Parametern an.
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5.1.3. Expression von CD166

Da eine Zwischenauswertung fir den Marker CD166&@&irends und Korrelationen zeig-
te, wurden keine weiteren Experimente durchgefiortgdass nur 22 Tumorproben und 21
Normalgewebe auf die Expression dieses Markersifii@rsucht wurden. In je ca. 50% der
Proben war eine moderate bis starke CD166-Expmessiomehr als 20% positiver Zellen
zu beobachten. Zusammenhéange mit klinischen Pagametrden nicht gefunden.

Kahlert et al. (2009) berichten von unterschiediic€D166-Expression in Normal- und
Tumorgewebe des Pankreas. Im Normalgewebe wurd&&bdsonders in Azini und aus-
schlie3lich in der Membran exprimiert, 48 der 6@d@&m waren positiv. In 50 von 97 Tu-
moren wurde das Protein im Zytoplasma exprimierts izusatzlich in der Zellmembran,
41 Tumoren waren negativ. In der Studie von Tacleizgl. (2012) wiesen sowohl alle
Tumoren als auch alle Normalgewebe eine CD166-Espa in der Membran auf. Teil-
weise war das Protein zudem im Zytoplasma exprimiemn aber schwacher als in der
Membran. Tumoren exprimierten es im Mittel starkés Normalgewebe. Im Gegensatz
dazu war CD166 in der Studie von Hong et al. (20@0Yormal- und Tumorgewebe im
Zytoplasma exprimiert, im Normalgewebe ebenfallsasach, und in einigen Tumoren mit
unterschiedlicher Intensitat innerhalb desselbemdrs. Wenige Tumoren (6 von 39) wie-
sen auch eine Expression in der Membran auf. Bnallrei Untersuchungen wurde wie
auch in dieser Arbeit der Klon MOG/07 benutzt. Awigd des relativ grof3en Probenum-
fangs ist es unwahrscheinlich, dass die AuswahPdesenmaterials selbst die Ursache fur
diese unterschiedlichen Ergebnisse trotz gleichdik8rper ist. Daher kommen am ehes-
ten Unterschiede bei der Probenfixierung, bei dem¥reitung der Proben fur die Farbung

sowie beim eigentlichen Farbevorgang in Frage.

5.1.3.1 Prognostische Bedeutung der CD166-Expressio

In vielen Malignomen erwies sich die CD166-Expressials prognostisch bedeutsam
(Ofori-Acquah 2008). In Melanomen korrelierte sié oher Eindringtiefe nach Breslow
bzw. dem Clark-Level. Metastasen zeigten oft eiositiye Expression (ca. 50-70%). Im

Prostata-Karzinom wurde immunhistochemisch in Tuiemomit Gleason-Score 1-3 eine
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hohere Expression gemessen als in intraepithelldeplasien, wahrend sie bei Gleason-
Score 4 und 5 oftmals wieder geringer war (Oforgdah 2008). Die meisten Untersu-
chungen zum Mammakarzinom sprechen ebenfalls fir g@eringere Expression bei Vor-
liegen ungunstiger klinischer Parameter (Ofori-Aalg2008). Bei kolorektalen Karzino-
men war eine Expression im Zytoplasma haufigeiralder Membran (59 bzw. 31% der
untersuchten Tumoren), wobei die Expression inMiembran mit einer kiirzeren Uberle-
benszeit korrelierte (Ofori-Acquah 2008). Im Haag#nkarzinom korrelierte die CD166-
Expression mit Tumorstadium, Differenzierung undetdbenszeit, beim Plattenepithel-
karzinom des Osophagus mit Tumorstadium, Invasivitid Lymphknotenmetastasen
(Ofori-Acquah 2008).

Flr das Pankreaskarzinom fanden Kahlert et al.qp6ihe inverse Korrelation zwischen
CD166-Expression und Uberlebenszeit (P = 0,03).eDaar zudem bei Vorliegen des
Proteins in der Membran zusatzlich zum VorliegerZiptoplasma wie in der Mehrzahl der
Tumoren die Uberlebenszeit nochmals kiirzer (P 2)0,Bn Unterschied dazu war die
ebenfalls langere Uberlebenszeit bei geringerekdtaExpression mit 659 gegeniiber 389
Tagen in der Untersuchung von Hong et al. (201&Xjssisch nicht signifikant. Auch Ta-
chezy et al. (2012) fanden keinen statistisch 8igmiten Zusammenhang zwischen
CD166-Expression und Uberlebenszeit oder kliniscRarametern. Unter Einschluss der
Ergebnisse dieser Arbeit erweist sich mehrheitithCD166-Expression im Pankreaskar-
zinom als weniger aussagekraftig fur die Prognos&ergleich mit anderen Karzinomen.
Problematisch ist dabei zudem die sehr uneinhlegli®larker-Expression in Zytoplasma

und Zellmembran zwischen den Studien.

5.1.4 Expression von CD326

CD326 war in dieser Arbeit in fast allen untersechfumoren und normalen Geweben
exprimiert, lediglich 8,3% bzw. 11,3% der Proberrevanegativ. Hinsichtlich der Starke
der Expression unterschieden sich Tumor- und Naeve¢be nicht signifikant. Jeweils
ca. 20-40% der Proben exprimierten das Protein achymoderat oder stark.

Went et al. (2004) untersuchten mittels Tissue dacray Uber 3000 Proben von 131 ver-
schiedenen Tumortypen und 355 Proben aus 30 vedsaien gesunden Geweben. Nicht-
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neoplastische mesenchymale Gewebe waren immerivwiegahrend epitheliale Gewebe
meist positiv waren. Ahnliches spiegelte sich aef Ebene der neoplastischen Gewebe
wider. Tumoren mesenchymalen Ursprungs waren faster negativ, wahrend nur ein
epithelialer Tumortyp in allen 15 Proben negativ.widicht-neoplastische Azini des Pan-
kreas exprimierten den Marker stark. Im Pankreaskam war er in 48 von 50 Tumoren
exprimiert, in 39 davon stark. Sehr &hnliche Ergetehatten zuvor auch Momburg et al.
(1987) berichtet. CD326 lag in der Membran der meeisepithelialen Gewebe vor, teil-
weise auch schwécher im Zytoplasma. Im NormalgevdgsePankreas exprimierten Epi-
thelzellen der Azini und der Ausfihrungsgdnge CD#2@ler Membran stark, im Pan-
kreaskarzinom diffus auch im Zytoplasma. Cirulliagt (1998) fanden das Protein im ge-
sunden exokrinen Pankreas v.a. im GangepithelnnMiEmbranen stark exprimiert, in den
Azini schwacher und dann oft im Zytoplasma. Li kt(2007) fanden durchflusszytomet-
risch in menschlichen Primartumoren, die 16 Wochaoh Implantation in Mausen ge-
wachsen waren, eine Expression in 11 — 70% dee@ZeWahrend die verschiedenen im-
munhistochemischen Untersuchungen also sehr &bnliigebnisse hatten, wich das

durchflusszytometrische Resultat deutlich von dies®

5.1.4.1 Prognostische Bedeutung der CD326-Expressio

Im Wesentlichen ist die Expression von CD326 inugeen Geweben auf Epithelien be-
schrankt und hier basolateral zu finden. Ein Neweigh in normalerweise negativen Epi-
thelien und eine starkere Expression in normalessvgiositiven Epithelien sind ein Hin-
weis auf eine Dysplasie oder Metaplasie. Dazu paksst die Expression in Karzinomen
meist starker als im gesunden Ausgangsgewebe dRatret al. 2012). In den meisten Tu-
moren lasst die CD326-Expression keine Aussag@mgnose zu, in einigen geht sie aber
mit einer schlechten, in anderen wiederum mit egugéen Prognose einher. Beim Prostata-
Karzinom ist sie z.B. starker in hormonrefraktafamoren als in friihen Stadien (P =
0,015), in Adenokarzinomen der Lunge im Stadiumsieht eine starkere Expression hin-
gegen fur eine gute Prognose (Baeuerle und Gir€¥)20~ir Lymphknoten-positive
Mammakarzinome besteht eine starke negative Kdimalawischen Marker-Expression
und Prognose, ebenso fur Gallenblasenkarzinome,la@iokarzinome und Plat-

73



5. Diskussion

tenepithelkarzinome des Osophagus und des Kopfssu@le und Gires 2007). Eine posi-
tive Korrelation wurde bei Magenkarzinomen der &nad und I, dem klarzelligen Nie-
renkarzinom, malfig differenzierten KolonkarzinonenStadium Il und nicht-kleinzelli-
gen Lungenkarzinomen gefunden (Baeuerle und Gidé3)2 Die Expression in dissemi-
nierten Zellen und Metastasen geht meist mit esobtechten Prognose einher (Bauerle
und Gires 2007). Im Pankreaskarzinom gab es bigkiae Untersuchungen zur Korrela-
tion zwischen Marker-Expression und Prognose. Invddiegenden Arbeit war kein sta-

tistisch signifikanter Zusammenhang erkennbar.

5.2 Tumorstammzellen im Pankreas

Stammzellen generell zeichnen sich durch Selbsaterneg aus, d.h. aus Stammzellen
kénnen durch Zellteilung wieder Stammzellen enextelandererseits konnen Tochterzel-
len durch zunehmende Differenzierung der Ausgang dlilinien des Gewebes sein (Shi-
pitsin und Polyak 2008). Stammzellen sind langlabid stehen dem Organismus das gan-
ze Leben zur Gewebserneuerung zur Verfigung.
In Tumoren konnten &hnliche Verhéaltnisse demonstieerden. Anhand von Oberfla-
chenmolekilen lie3 sich in einigen Tumoren einenkleZellpopulation identifizieren
(oftmals <1% der Gesamtzellzahl), die im GegengatzMehrheit der Tumorzellen nach
Injektion in immunkompromitierte Mause einen nedemor entstehen liel3 (Spillane und
Henderson 2007, Zhou und Zhang 2008). Dieser dnthfiénotypisch verschiedene Zel-
len, die denen des Ausgangstumors glichen, sowie kieine Zellpopulation, die nach
abermaliger Injektion in Mause erneut einen glaiciaimor entstehen liel3 (serielle
Transplantation; Al-Hajj und Clarke 2004, Reya kt2801). Eine seltener angewandte
Methode zur Stammzellidentifikation ist die Detektider durch Farbstoffausschluss ge-
kennzeichneteside populationdie mit Stammzellen angereichert ist. Es ist inggklart,
ob Tumorstammzellen durch Mutationen v.a. aus ntEm&tammzellen entstehen und
daher von vornherein die Fahigkeit zur Selbstemewgebesitzen, oder ob sie aus Proge-
nitor- oder sogar starker differenzierten Zellemvbegehen und diese Eigenschaft sekun-
dar durch Mutation wieder erwerben (Clarke et &0& Dean et al. 2005, Reya et al.
2001). Weiterhin geht man davon aus, dass Tumorstaiten sehr resistent gegen Che-
74



5. Diskussion

motherapeutika und radioaktive Bestrahlung sindein sie durch Membrantransporter
Therapeutika aus der Zellen herausschleusen unenzwne erhdhte DNA-Reparatur-
kapazitat aufweisen (Ailles und Weissman 2007, Zbod Zhang 2008). Zur Resistenz
mag auch der teils ruhende Status beitragen, in Siammzellen sich vielfach befinden.
Im Ruhestadium sind Chemotherapeutika wirkungsies,die DNA zum Ziel haben, da
die von diesen beeintrachtigten Stoffwechselwegbtrmder zu geringflgig aktiv sind.

Als wichtigster Nachweis flir die Existenz von Stapeften gilt die Xenotransplantation
(Grosse-Gehling 2013). Diese gelang Hermann (206Bh Pankreaskarzinom nach mag-
netischer Sortierung von Zellsuspensionen aus Puméren anhand des Tumorstamm-
zellmarkers CD133. Die serielle Transplantationrtélzu anndhernd gleichen Ergebnis-
sen. Weiterhin waren die CD13Zellen negativ fiir Zytokeratin, was ein Hinweid &
ren undifferenzierten Zustand angesehen werden, kenthim Tumor deutlich haufiger als
im Normalgewebe. Diese Ergebnisse sprechen dadés, @D133Zellen im Pankreaskar-
zinom mindestens eine mit Tumorstammzellen angeeeie Population darstellen. Einen
weiteren Hinweis auf die Stammzelleigenschaften@®i33-Zellen erbrachte Hermann
(2009) mit der Pankreaskarzinom-Zelllinie L3.6p&reh CD133-Zellen in Kultur resis-
tenter gegeniiber Gemcitabine waren als CDZ88en. Allerdings wiesen Dean et al.
(2005) darauf hin, dass bei den meisten medikamezgstenten Tumoren, z.B. auch dem
Pankreaskarzinom, nicht das Problem bestinde, wlasgje Zellen die Chemotherapie
Uberlebten, sondern dass nur wenige Zellen dadstinten. Insofern ist dieser Ansatz
beim Pankreaskarzinom madglicherweise wenig aussafjiek

Im Widerspruch zu den Ergebnissen von Hermann (28@hen die Ergebnisse dieser Ar-
beit sowie von Immervoll et al. (2008), in denen &rol3teil der Tumorzellen CD133-po-
sitiv war, wohingegen allgemein davon ausgegangeah, wass Tumorstammzellpopulati-
onen sehr klein sind. Nach Modellrechnungen korstarke Populationen in Abhangigkeit
von Teilungs- und Differenzierungsrate aber durshaarkommen (Johnston et al. 2010)
und sind, wie fur Hirntumoren nachgewiesen (Zepig&ret al. 2008), mit fortgeschritte-
nen Tumoren oder einer schlechten Prognose verhulades wurde in dieser Arbeit nicht
bestétigt. Ein anderes Ergebnis zeigt sich allgglinvenn zur Einschatzung der Prognose
anhand der CD133-Markierung nur Zellen mit zytoplasscher Farbung berucksichtigt

werden. Diese Population CDI33ellen korrelierte in der Untersuchung von Maetlale
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(2008) mit dem Differenzierungsgrad der Tumorem dé-Status und der Uberlebenszeit
und war auch der Ausgangspunkt fiir die erfolgreickenograft-Versuche von Hermann
(2009). Immervoll et al. (2008) fanden im gesundfankreasgewebe neben einer vor-
nehmlich apikalen Expression eine zytoplasmati<cbd 33-Expression im Bereich zen-
troazinarer Zellen und mutmalfiten, dass in dieseimieglicherweise Stammzellen vor-
liegen kdnnten, da zentroazinare Zellen als Starflemzeéles exokrinen Pankreas in Be-
tracht gezogen wurden (Stanger und Dor 2006) undtsauch als die Ausgangszelle des
Pankreaskarzinoms in Frage kamen. Allerdings iberna jeder Zelltyp des Pankreas be-
reits als mogliche Stammzelle diskutiert worden €fa et al. 2007, Maitra und Hruban
2008, Murtaugh und Leach 2007, Omary et al. 20Gdni¥ und Pour 2005), was auf die
bestehende Ungewissheit diesbezuglich hinweist.

Ahnlich wie Hermann (2009) wiesen Li et al. (200ittels Xenotransplantation die Tu-
morigenitat von Zellen im Pankreaskarzinom nacle, die Marker CD24, CD44 und
CD326 exprimierten. Im Ausgangstumor waren 2-9% Zidten CD44, 3-28% CD24,
11-70% CD326, 1-17% CD42/CD326, 2-23% CD23/CD326, 0,5-2% CD43/CD24
und nur 0,2-0,8% CD44CD24'/CD326". Die einfach positiven Populationen zeigten ein
mindestens zehnfach hdheres tumorigenes Potelttidieajeweilige negative Population,
wobei die CD424-Zellen das hochste aufwiesen. Das tumorigene Raktetoppelt positi-
ver Zellen war nochmals erhéht, und das der dreifasitiven am hochsten. Hier reichten
100 Zellen, um in der Halfte der Mause Tumoren itdeb, die wie der Ausgangstumor
histologisch heterogen waren. Durch Kombinationepteller Tumorstammzellmarker
grenzten Li et al. (2007) also eine Zellpopulaten, die ein noch hoheres tumorigenes
Potential hatte als die von Hermann (2009) besbéne, ohne den von Hermann (2009)
benutzten Tumorstammzellmarker CD133 einzubezidHaang et al. (2008) erhielten mit
der Pankreaskarzinom-Zelllinie PANC-1 nach Zelieoung anhand der Marker CD44
und CD24 ahnliche Ergebnisse wie Li et al. (200l 2,1-3,5% der Zellen waren doppelt
positiv, 5,1-17,5% CD44und 57,8-70,1% CDZ4 Abermals wiesen die doppelt positiven
Zellen die mit Abstand hochste Tumorigenitat auds® die CD44-Expression auch von
prognostischer Bedeutung war (Hong et al. 2009, émoll et al. 2011), unterstreicht die
Mdoglichkeit, dass es sich hier um einen Tumorstasiimarker im Pankreaskarzinom
handeln kdonnte. Der von Li et al. (2007) benutztendrstammzellmarker CD326 hinge-
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gen erwies sich in der vorliegenden Arbeit niclst @lognostischer Marker des Pankreas-

karzinoms.

5.3 Ploidiestatus im Pankreaskarzinom

In dieser Arbeit wurde die Ploidie von 46 verscleieen Pankreaskarzinomen mittels
Feulgen-Densitometrie bestimmt und den vier Hisiogntypen nach Auer et al. (1980)
zugeordnet (siehe Abschnitt 3.2.2.5). Dabei wied83% der Tumoren den Histo-
grammtyp | auf und waren somit diploid, 26,7% dastégrammtyp Ill, 60% den Histo-
grammtyp IV, aber keiner den Histogrammtyp II.
Weiterhin wurde untersucht, ob die ermittelte Aichit den klinischen Parametern Gra-
ding, TNM-Status, UICC-Stadium, der Uberlebensdeit Patienten oder der Expression
der vier untersuchten Tumorstammzellmarker komelieAu3er einem Zusammenhang
mit dem Grading und der Expression von CD44, wesnem vier Stufen zu zwei Klassen
gruppiert wurden, stellte sich weiter kein stasisii signifikanter Zusammenhang zwischen
Ploidie und einem der anderen untersuchten Parainetaus. Es bestand zwar hinsicht-
lich der Uberlebenszeit ein geringer Unterschiedseiaen Patienten mit euploiden und
solchen mit aneuploiden Tumoren. Dieser war abenfalils statistisch nicht signifikant.
In zahlreichen Studien finden sich sehr kontrov&a#en sowohl zur Ploidie in Pankreas-
karzinomen als auch zu Korrelationen der Ploidiekimischen Parametern und der Prog-
nose der Patienten (Tab. 17).
Aus der Aufstellung in Tab. 17a und 17b wird einarkr Unterschied zwischen
Ergebnissen der Feulgen-Densitometrie und der Blusszytometrie deutlich. Letztere
ergaben meist einen ungefahr gleichen Anteil dig@oiund nicht-diploider Tumoren (mit
Ausnahme von Baisch et al. 1990), wahrend bei Feeuttensitometrischer Messung die
nicht-diploiden Tumoren deutlich tberwogen, zumstddber immer mindestens rund 60%
betrugen, in den Untersuchungen von Weger et @87Lund Bottger et al. (1994) sogar
100%. Hier offenbart sich vermutlich ein Problent darchflusszytometrischen Messung
von Tumorproben, die nur mit Zellsuspensionen gdnl kann. Sobald eine solche
Suspension erstellt wurde, ist, sofern ausschtkfdier DNA-Gehalt erfasst wird, eine
Unterscheidung zwischen Tumor- und normalen Zalieht mehr moglich. Selbst bei sehr
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sorgfaltiger Auswahl des Praparates unter weitggdtemn Ausschluss normalen
Pankreasgewebes werden diploide Fibrozyten unddzauén in die Messung einbezogen,
die den Tumor durchsetzen. Damit wird der Antegllaider Tumorzellen tberschétzt und
die tatsachlichen Tumorzellen werden relativ ventéssigt. Entsprechend wiesen Bose et
al. (1993) in vergleichenden Messungen von 30 Temadurchflusszytometrisch 29,
mittels Feulgen-Densitometrie aber nur 9 diploidenbren nach. Weiterhin kénnen bei
der Gewebepraparation Zell- und Zellkernfragmenttstehen, die die Genauigkeit der
Messung beeintrachtigen (Bose et al. 1993).

In fast allen Studien korrelierte die Ploidie stsich signifikant mit der Prognose der Pati-
enten (Tab. 17). So uberlebten in der Studie vdisax et al. (1991) z.B. Patienten mit
diploiden Tumoren im Mittel 25 Monate, Patientert ameuploiden Tumoren hingegen nur
10,5 Monate. In der Untersuchung von Rugge etl8Bg) waren es sehr ahnlich 21,1 bzw.
9,3 Monate. Alanen et al. (1990) fanden eine Ddgfifervon 10 Monaten (13 vs. 3 Monate)
und Porschen et al. (1993) einen Unterschied vechdahnittlich 2,5 Monaten (6,9 vs. 4,5
Monate).

Tab. 17. Publikationen zur Ploidie im Pankreaskamam
Prozentangaben zeigen den Anteil der betreffefderoren an

a) Ergebnisse mit Feulgen-Densitometrie oder Lasanning cytometry (Harada et al. 2002)

Publikation Anzahl di- aneuploid tri- tetra Korrelation mit
Patienten ploid gesamt ploid ploid Prognose
Allison et al. (1991) 47 40% 60% 4% P =0,003
Bottger et al. (1994) 41 0% 100% 17%  29% n.s.
Linder et al. (1994) 96 28% 72% 18% P <0,05
Tsavaris et al. (2009) 226 0% 91% P < 0,001
Weger et al. (1991) 70 11% 89% 50% P =0,0003
Weger et al. (1987) 77 0% 100% P<0,01
Yeo et al. (1995) 119 43% 57% P <0,001
Harada et al. (2002) 20 30% 70% keine Angabe
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b) Mittels Durchflusszytometrie gemessene Ploidie

Publikation Anzahl di- aneuploid tri- tetra- multi- Korrelation mit
Patienten ploid gesamt ploid ploid ploid Prognose
Alanen et al. 62 39%  61% 10% 6% P <0,001
(1990)
Bagggg)t al. 47 85%  15% n.s. invers
Eskelinen et al. 46 48%  52% 2% P =0,015
(1991)
Eskelinen et al. 0 0 0 signifikant bei
(1992)* 49% 51% 8% Gruppierung
Her(rfgg ;)t a6 48%  52% 3% n.s.
Por?gggg)et a6 520  48% P <0,05
R“(glg‘; & - 6o 350%  65% P =0,0015
Yoshimura et al.
(1092) 72 47%  53% P<0,05

Fur Patienten mit anscheinend tetraploiden Tumevarde eine hohere Uberlebenszeit
ermittelt als fur Patienten mit anderweitig niclpldiden Tumoren (Bottger et al. 1994,

Eskelinen et al. 1992, Linder et al. 1994, Wegealetl987). Weger et al. (1987) fanden
bei nahezu tetraploiden Tumoren eine Uberlebensaaimindestens 70 Monaten im Ver-
gleich zu 18 Monaten bei triploiden Tumoren. Bottgeal. (1994) berichteten, dass weni-
ger als 20% der Patienten mit triploiden TumorerMidhate Uberlebten im Gegensatz zu
50% der Patienten mit tetraploiden Tumoren.

Seltener wurden Korrelationen der Tumor-Ploidie pathologischen Parametern gepruft,
darunter am haufigsten das Tumorstadium. Hier bezien Alanen et al. (1990) und Por-
schen et al. (1993) von statistisch signifikantflyg@rer Aneuploidie in fortgeschrittenen

Tumor-Stadien. Diese Tendenz fand sich auch inStedien von Boéttger et al. (1994) und
Yoshimura et al. (1992), war aber nicht signifikadtich Weger et al. (1991) fanden kei-
nen signifikanten Zusammenhang zwischen dieserebdi@ktoren. Meistens war zudem

in Tumoren héherer Ploidie der Differenzierungsggadnger. Dieser Zusammenhang war
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signifikant in den Untersuchungen von Alanen e{290) und Herrera et al. (1992), nicht
aber in denen von Boéttger et al. (1994), Lindealet(1994), Porschen et al. (1993) und
Yoshimura et al. (1992). GrélRere Tumoren hatter statistisch signifikant hohere Ploi-
die in den Untersuchungen von Alanen et al. (198®@ Yoshimura et al. (1992), wobei

hier unterschiedliche Gréf3enklassen einander gégegéstellt wurde, und nicht signifi-

kant in der Untersuchung von Boéttger et al. (19%)r Yoshimura et al. (1992) fanden
eine vermehrte nicht signifikante Infiltration vduymphknoten bei erhohter genomischer
Instabilitat bzw. hoherer Plodiestammlinie des Twsndass radikale Operationen bei
diploiden Tumoren haufiger als bei aneuploiden Trtenandglich waren, erwies sich als
statistisch signifikant in den Studien von Alandnak (1990), Linder et al. (1994) und

Weger et al. (1991), aber nicht in der von Porscatteal. (1993). Eine geringfligigere ge-
nomische Instabilitét stellten Alanen et al. (19903 Porschen et al. (1993) in Tumoren
des Pankreaskopfes gegentiber Pankreaskorpus tmarscfest, nicht aber Linder et al.

(1994). Dies war nur in der Untersuchung von Alaeeal. (1990) statistisch signifikant.

5.4 Fazit und Ausblick

5.4.1 Fazit

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine relativ einfaclschnelle und gewebesparende Me-
thode zur ldentifizierung potentieller Tumorstamitinarker. Ein Vergleich der Ergebnis-
se mit denen anderer Studien zeigt jedoch einegeidiende Heterogenitat der Daten auf.
Dabei sind die differierenden Ergebnisse verschedeerwendeter Methoden (Durch-
flusszytometrie vs. IHC, unterschiedliche Antikargeder IHC) nicht unerwartet. Wichtig
scheint aber bei der IHC neben der Expressiongstirnes Tumorstammzellmarkers auch
der Expressionsort innerhalb der Zelle zu sein.t&¥ein ist die Nutzung einzelner dem
gleichzeitigen Einsatz mehrerer Tumorstammzellmadkeerlegen. Auch der Zusammen-
hang der Expression mit prognostischen Parameserkein hinreichendes Kriterium, da
ein Oberflachenprotein sich bereits aufgrund sem@malen physiologischen Rolle auf
die Prognose auswirken kann. Die ldentifizierungitever Tumorstammzellmarker ist
notwendig, da bisher auch bei gleichzeitiger Ververg mehrerer Tumorstammzellmar-

ker die eigentliche Tumorstammzelle noch nicht idierert sondern lediglich weiter ein-
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gegrenzt wurde. AulRerdem teilen die Tumorstammzellerschiedener Tumorentitaten
trotz gleicher stammzelltypischer Eigenschaftenhiianbedingt die gleichen Tumor-

stammzellmarker.

5.4.2 Ausblick

Die Identifikation und Zellkultur von Tumorstammiszl wiirde die Erforschung ihrer phy-
siologischen Eigenschaften und ResistenzmechanigoreBntwicklung spezifischer The-
rapien ermoglichen. Allerdings ist die Spezifitéuer Therapeutika durch die Heterogeni-
tat der Tumorstammzellen einer Tumorentitat undasagnerhalb eines Tumors begrenzt,
da die Wirkung einerseits so spezifisch sein sofleess v.a. Tumorstammzellen betroffen
sind, andererseits aber so allgemein, dass sienggéichst hohe Variationsbreite von Tu-

morstammzellen zum Ziel haben.
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6. Zusammenfassung

Der Tumorstammzell-Theorie zufolge beruhen Tumatehung und -progression auf we-
nigen Tumorzellen mit Stammzellcharakter. Die |dféwtion und Charakterisierung die-

ser Tumorstammzellen erméglicht potentiell die Haoklung spezifischer Therapeutika.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression damor-Stammzellmarker CD44,

CD133, CD166 und CD326 im Karzinom- und Normalgesveles menschlichen exokri-
nen Pankreas mittels Immunhistochemie untersuchitevidin wurde in Tumoren anhand
des Feulgen-densitometrisch gemessenen DNA-Galaligellkerne der Ploidiestatus be-
stimmt. Die Korrelationen zwischen Tumor-Stammzellker-Expression, Ploidiestatus
und klinischen Parametern wurden statistisch areatys

CD44 wurde in Normal- und Tumorgewebe v.a. in desdbateralen Zellmembran expri-
miert, in Tumorgewebe dabei inhomogener und siggifi haufiger stark. Zudem wurde
CD44 in Tumoren mit Fernmetastasen und mit steigentdICC-Stadium starker expri-

miert. CD133 wurde in der apikalen Zellmembran expert. Die Expression war in Tu-

morgewebe signifikant schwécher als in Normalgewebé dabei mit héheren UICC-

Stadien des Tumors zunehmend schwacher. CD166 wuordBlormalgewebe in den

Membranen der Azini exprimiert, im Tumorgewebe iyitagplasma duktaler Strukturen.

CD326 wurde im Normalgewebe in den Zellmembranemkr Ausfihrungsgange, weni-
ger auch der Azini exprimiert, im Tumorgewebe im basolateralen Membran duktaler
Zellen, seltener auch zytoplasmatisch. Fir CD1&b6QiRn316 konnten keine Korrelationen
zu klinischen Parametern gezeigt werden.

Weiter korrelierte ein aneuploider DNA-Status mitez geringeren Differenzierung und
einer kirzeren Uberlebenszeit. Die CD44-Expressian in euploiden Tumoren signifi-

kant schwacher als in aneuploiden Tumoren.

Mit den in dieser Arbeit angewandten Methoden IieBieh erste Korrelationen zwischen
Tumorstammzellmarkern und klinischen Parametergerei Die Einbeziehung weiterer
potentieller Tumorstammzellmarker, die Untersuchutey Koexpression von Tumor-

stammzellmarkern, sowie die Auswertung nicht nur Bgpressionsintensitat, sondern
auch des histologischen und subzellularen Expnessites, konnten weiteren Aufschluss

geben Uber die Existenz von Tumorstammzellen inkiRaskarzinom.
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8.1 Tabellenverzeichnis

Tab. 1.

Tab.

Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Klassifikation und Stadieneinteilung des Pankreaskams
a) TNM-Klassifikation des Pankreaskarzinoms

b) UICC-Stadien des Pankeaskarzinoms

Am Pankreaskarzinom getestete Tumorstammzellmarker
a) An Gewebeschnitten von PankreaskarzinomentgeteStammzellmarker

b) An Pankreaskarzinom-Zelllinien getestete Staelimarker
Geschlecht, Alter und Uberlebenszeit des Patienléaitivs
Klinische Details des Patientenkollektivs mit Diage Pankreaskarzinom

Aufstellung der verwendeten Antikorper

a) Primarantikdrper gegen Stammzellmarker

b) Sekundarantikorper
CD44-Expression in Karzinom- und Normalgewebe de&kenen Pankreas
CD133 Expression in Karzinom- und Normalgewebeed@dkrinen Pankreas
CD166 Expression in Karzinom- und Normalgewebeed@dkrinen Pankreas
CD326 Expression in Karzinom- und Normalgewebeed@dkrinen Pankreas
Korrelation zwischen CD44-Expression und distaMetastasierung

Beziehungen zwischen Tumorstammzellmarker-Exprassitd Tumorstadium
nach UICC

Beziehung zwischen der Ploidie der Tumoren undbarlebenszeit der Patien-

ten

Beziehung zwischen Ploidie und Differenzierungdgtar Tumoren
Beziehung zwischen Ploidie und Marker-Expressiarildenoren

Klone von CD133-Antikorpern, die in verschieder$tadien (siehe Tab. 16)
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bisher an Pankreasgewebe getestet wurden

Tab. 16. Ergebnisse verschiedener CD133-Antikorper im Readgewebe

Tab. 17. Publikationen zur Ploidie im Pankreaskarzinom

a) Ergebnisse mit Feulgen-Densitometrie oder Lasanning cytometry
(Harada et al. 2002)

b) Mittels Durchflusszytometrie gemessene Ploidie

8.2 Abbildungsverzeichnis
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Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

1.

10.

11.

12

13.

14.

Schematische Darstellung des histologischen Aufbdausier unterscheidbaren
Stufen der PanIN als haufigste Vorstufe des PDAK

Mortalitat durch Tumoren insgesamt im Vergleich Eortalitat durch Pan-
kreastumoren in Deutschland und den Landern deedgren EU (Eurostat
2013)

Schematische Darstellung der beiden Modelle deroFanistehung
Schematische Darstellung der Peroxidase-Methode

Die vier DNA-zytometrischen Histogrammtypen naclteA(1980)
CD44-Expression in nicht-neoplastischem Pankreasige
CD44-Expression im Pankreaskarzinom

CD44-Expression in Tumor- und Normalgewebe
CD133-Expression in nicht-neoplastischem Pankreesige
CD133-Expression im Pankreaskarzinom

CD133-Expression in Tumor- und Normalgewebe
CD166-Expression in nicht-neoplastischem Pankeashe
CD166-Expression im Pankreaskarzinom

CD326-Expression in nicht-neoplastischem Pankeashe
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Abb. 15. CD326-Expression im Pankreaskarzinom
Abb. 16. Korrelation zwischen Marker-Expression und Tumemtgtim nach UICC

Abb. 17. Beziehung zwischen der Ploidie der Tumoren und dberlebenszeit der

Patienten
Abb. 18. Beziehung zwischen Ploidie und Differenzierungdgiar Tumoren

Abb. 19. Beziehung zwischen Ploidie und CD44-Expressionldenoren
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8.3 Kurzprotokolle der Farbungen

8.3.1 Entparaffinierung

1. Losungen
Xylol, Ethanol (100%, 96%, 70%), deionisiertes VéagMillipore)

2. Entparaffinierung

a) Entparaffinierung: Waschen der Objekttrager ytoX 3 x 10 Minute

b) Rehydrierung: 1. Waschen der Objekttrager ifdA@hanol 2x 3 Minuten
2. Waschen der Objekttrager in 96% Ethanol 2 x 3nutkn
3. Waschen der Objekttrager in 70% Ethanol 1 x 3nuEn

c) Spulen: Waschen der Objekttrager in deionismertVasser 3 x 3 Minuten

8.3.2 Immunhistochemische Farbung — CD44/CD166/CD33

1. Losungen:
a) deionisiertes Wasser (Millipore), Hamatoxylin

b) Antikérper-Demaskierungslésung: 0,01 M Natriutratpuffer pH 6,0

c) Waschpuffer (TRIS)

d) Verdinnungslésung fur Antikdrper: Dako Antikorpéerdiinnung mit Hintergrund

reduzierenden Komponenten

e) 3%ige Wasserstoffperoxid-Losung (angesetzt 8lsger Wasserstoffperoxid-Lésung)

f) Blockierungslosung: Dako Protein Block Serumd-Ready-to-Use

g) Sekundarantikdrper: DakoCytomation EnVision st8yn labelled Poly-HRP
(CD44: Anti-Mouse, CD133: Anti-Rabbit, CD166: Aiouse)

h) Substratlésung: DakoCytomation AEC Substrateo@limgen Ready-to-Use

1) Aquatex
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2. Antigendemaskierung:

1. Objekttrager in Citratpuffer in Mikrowelle be®9 Watt 5 Minuten lang erhitzen
2. 2 x 7 Minuten bei 360 Watt in der Mikrowelle urtkieren (nicht kochen lassen)

3. Abkuhlen lassen auf Raumtemperatur (RT)

3. Farbung

Samtliche Schritte der Farbung finden in einer ke Kammer statt, deren Boden mit

getranktem Filterpapier bedeckt ist.

a) Waschen der Objekttrager mit deionisiertem Wags&chttelbad 3 x 3 Minuten

b) Markieren der Praparateabschnitte auf Objekdtréig

c) Uberdecken der Praparateabschnitte mit 200 pig@¥Wasserstoffperoxid,
Inkubation fur 10 Minuten bei RT

d) Waschen der Objekttrager mit TBS im Schittel®ad3 Minuten

e) Uberdecken der Praparateabschnitte mit Blockigsikisung, Inkubation fur 20
Minuten bei RT

f) AbgielRen der Blockierungsldsung und Zugabe V@b 2L verdinnter
Primarantikérperlésung (CD44 1:50, CD133 1:10, C®1650, CD326 1:100),
Inkubation bei 4°C Uber Nacht

g) Waschen der Objekttrager in TBS im Schuttelbadb3aVinuten

h) Zugabe von Sekundarantikérperlésung auf Prégavachnitte, Inkubation fir 30
Minuten bei RT

1) Abgiel3en der Loésung und Waschen der ObjekttragemBS im Schittelbad 3 x 5
Minuten

j) Zugabe von Substratlosung auf Praparateabsehmkubation fir 15 Minuten bei RT
unter Lichtausschluss

k) Waschen der Objekttrager unter flieRendem Leggwasser fir 5 Minuten

[) Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 1 Minute

m) Waschen der Objekttrager unter flielRendem Lgsgwasser fir 5 Minuten

n) Eindecken mit Aquatex und Deckglasern (Grof3& 20 mm)

0) Uber Nacht trocknen lassen
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8.3.3 Immunhistochemische Farbung — CD326

1. Losungen:
a) deionisiertes Wasser (Millipore), Hamatoxylin

b) Antikdrper-Demaskierungslosung: Dako Target ide&d Solution

c) Waschpuffer (TBS)

d) Verdinnungsldsung fur Antikorper: Dako Antikordéerdiinnung mit Hintergrund

reduzierenden Komponenten

e) Dako Peroxidase-Blocking-Losung

f) Blockierungslosung: Dako Protein Block Serumd-Ready-to-Use

g) Sekundarantikérper: DakoCytomation EnVision st8gn Labelled Polymer-HRP
Anti-Mouse

h) Substratlésung: DakoCytomation AEC Substrateo@mgen Ready-to-Use

2. Antigendemaskierung:
a) Objekttrager in Gefal? mit Retrieval Solutiorilste 20 Minuten (4 x 5 min) bei 900

Watt in der Mikrowelle aufkochen lassen

b) Abkuhlen lassen auf Raumtemperatur (RT)

3. Farbung:
Samtliche Schritte der Farbung finden in einer féeic Kammer statt, deren Boden mit

getranktem Filterpapier bedeckt ist.

a) Waschen der Objekttrager in TBS 3 x 3 Minuten

b) Markieren der Praparatabschnitte auf den Olgedetn

c) Inkubieren der Objekttrager mit DAKO Peroxid@ecking fir 10 Minuten bei RT

d) Waschen der Objekttrager in Klvette mit TBS 3Minuten

e) Zugabe von Blockierungslosung auf die Objekarg@bjekttrager vollstandig
benetzen) — Inkubation fur 10 Minuten bei RT

f) Entfernen der Blockierungslosung und Zugabe 200 p L verdinnter
Primarantikdrperlésung (1:100) - Inkubation Ubacht bei 4°C in feuchter
Kammer oder 1h bei RT

g) Waschen der Objekttrager in Kiivette mit TBS3Minuten
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h) Zugabe von Sekundarantikorperldsung auf die Kdoggger (Objekttrager
vollstandig benetzen) — Inkubation fir 30 Minuten RT

1) Entfernen der Sekundarantikoérperlosung und Wascter Objekttrager in Kuvette
mit TBS 3 x 3 Minuten

j) Inkubation der Objekttrager mit Substratlésurtg@Substrat Chromogen fur 5-15
Minuten bei RT unter Lichtausschluss

k) Waschen der Objekttrager unter flieRendem Wass&0) Minuten

l) Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 3-5 Minuten (ghiéherweise langer)

m) Waschen der Objekttrager unter flielBendem Wegs&) Minuten

n) Eindecken mit Aquatex und Deckglasern (Grol3& 28 mm)

0) Uber Nacht trocknen lassen

8.3.4 Feulgen-Farbung
Pararosanilin ist eine stark kanzerogene Subsiinzkten Kontakt meiden!
1. Tag: Ansetzen des ,Schiff's Reagenz®

a) 150 mL 1M HCI (Raumtemperatur) in eine 2 Litémdehe mit dunklem Glas fullen,
dazu 5g Pararosanilin (Basic Fuchsin, Aldrich, B%-4) geben und die Flasche leicht

schutteln, bis das Pulver gelost ist

b) Eine Losung aus 5 g Kaliumdisulfit £80s) und 850 mL deionisiertem Wasser
herstellen und zu der Pararosanilinlosung geberschE leicht schitteln

c) Ist die Losung rot gefarbt, Flasche in Aluminfoiie einwickeln und im Dunkeln tber

Nacht stehen lassen

2. Tag
a) Aluminiumfolie entfernen, der angesetzten Lés8rggAktivkohle zufigen und die

Flasche mindestens 4 Minuten lang schuitteln
b) Die Lésung 2 x filtrieren, in 1 Liter-Flaschesaweil3em Glas fullen
c) Ist die Lésung rosafarben transparent, FlastiAduminiumfolie einwickeln und bei
4°C im Kuhlschrank aufbewahren
Die Losung ist maximal bis zu 3 Tage nutzbar, beles Farbstoff ausfallt!
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d) Paraffinschnitte vorbereiten

e) Paraffinschnitte refixieren: Uber Nacht bei Reamperatur (RT) in 4,5% Formaldehyd

3. Tag: Feulgen-Farbung

a) Spilen: Praparate vorsichtig in Leitungswasgéles, bis Kivetten keinen
Formaldehydgeruch mehr abgeben.

b) saure Hydrolyse: in 5 M HCI fir 60 Minuten béi R

c) Spulen: vorsichtig 3x in deionisiertem Wasser

d) Schiff's Reagenz: Inkubation fir 120 MinutenDmnkeln (Aluminiumfolie) bei RT

e) Spulen: vorsichtig mit Leitungswasser spuiles,3pulflissigkeit nicht mehr verfarbt

f) Waschen: 3 x 10 Minuten in frisch angesetztesS¥as-Losung

g) Spulen: 5 Minuten unter flieBendem Leitungswasse

h) Dehydratation: je 5 Minuten in aufsteigenderdiklreihe (70%, 95%, 95%, 100%,
100%)

1) Reinigung, Eindeckung: aus Xylolbad heraus nmtdlan eindecken
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