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Zusammenfassung

Ziel: Unser Ziel war die immunhistochemische Evaluation der Proteiasgion von CD24,
Polo-Like kinase 1, Peroxisome proliferator-activated receptor gamrRankreaskarzinom und
die Korrelation der Proteinexpression mit klinisch-pathologisclaarRetern, insbesondere dem
Gesamt- und progressionsfreien Uberleben, um eine mogliche diagnesitser prognostische

Bedeutung dieser Markerkandidaten zu klaren.

Methodik: Paraffinmaterial klinisch charakterisierter Pankreaskarzenodme im Institut fur
Pathologie der Charité diagnostiziert worden waren, wurden immunstierantersucht. Zur
statistischen Analyse wurden Kreuztabellen, der Spearman’smineldtionskoeffizient, Kaplan

Meier Kurven und Log-Rang-Test sowie die Regressionsanalyse nach Ceseting

Ergebnisse:

CD24: In 71,6% der Falle wurde in den Tumorzellen eine Expression mit heterogener
Verteilung beobachtet. Signifikant starker zeigte sich die Fgrbuden Tumoren mit hoherem
Grading (G3). In der univarianten Uberlebensanalyse war kein Znsahang zwischen der
CD24-Expression und verkirzter Gesamtuberlebensrate zu finden.

PLK1: Gutartiges acindres Gewebe und duktales Epithel zeigten nur ékal PLK1-
Expression, allerdings fand sich eine deutliche Steigerung dpreg&sion in Foci einer
pankreatischen intraepithelialen Neoplasie (PanIN). In 47,7% desiwevaPankreaskarzinome
fand sich eine PLK1 Expression. Allerdings konnte kein Zusammenhanghanigpositiver
PLK1-Anfarbung und der Ausbreitung des Tumors (Tumorstadium), desdir@r oder der
Patientenprognose gezeigt werden.

PPAR-y: Eine PPARy -Expression fand sich in 71,3% der Pankreaskarzinomfalle, die Gberdies
mit der TumorgrofRe (pT) sowie einem hoheren Grading positiv koteeligr der univariaten
Uberlebensanalyse zeigte sich fir PPARein prognostischer Wert beziiglich des
Gesamtilberlebens der Patienten, der dartber hinaus in der Grupela@eegativen Patienten

unabhéngig war, wie die Cox-Regression belegte.



Zusammenfassung:Im Pankreaskarzinom fand sich immunhistochemi€24 in 71,6%,
PLK1 in 47,7% und PPAR- in 71,3% der Falle exprimiert. PPAR- konnte als neuer
Prognosemarker des Pankreaskarzinoms belegt werden, dem insbesorder&iuppe nodal
negativer Karzinome eine unabhéngig signifikante Relevanz zukomme. fiognostische
Wertigkeit konnte weder fur CD24, noch fur PLK1 ermittelt werdererdithgs machen die

hohen Expressionsraten diese Proteine mdglicherweise als Therapreerelgesant.



Einleitung und Zielstellung

Das Pankreaskarzinom ist die viert- bis flunfthaufigste tumorésdez Todesursache in
westlichen Industriestaaten (1).

Die Inzidenz des Pankreaskarzinoms betragt ca. 5-10 pro 100 000 Einwahrdahpr Das
Risiko Manner/Frauen betragt 2:1 mit einem Haufigkeitsgipfelsawen dem 6. und 8.
Lebensjahrzehnt. Tabakkonsum und die chronische Pankreatitis stellechedes
Risikofaktoren dar (2).

Als weitere Risikofaktoren gelten Alkoholkonsum, aromatische Amineiesamgesunde
Ernahrung. Darlberhinaus gehen die autosomal-dominant vererbten hencBid@kreatitiden
mit einem erhohten Entartungsrisiko einher. Histologisch lasskrdg&dankreaskarzinome wie
folgt unterteilen: Mit 75-90% stellen die invasiven duktalen Adenokarzindmenhaufigste
Tumorentitat dar, seltener sind intraduktale muzinds-papillare »adtische Neoplasien sowie
neuroendokrine Karzinome oder Azinuszellkarzinome.

Die wichtigste genetische Alteration des PankreaskarzinonesnistAktivierung des dominant
transformierenden Onkogens KRAS (ca. in 90% der Patienten) (24).rdemBesind
verschiedene Tumorsuppressorgene supprimiert (p53, DPC4, CDKN2, RBE$d@hlt bisher
an spezifischen Vorsorgeuntersuchungen, daher ist eine Friherkenmsuhpwer moéglich. Die
Bestimmung der bislang eingesetzten Serumtumormarker ist dideSuangeeignet, da deren
Sensitivitat und Tumorspezifitéat zu gering ist. Von den bekannt@rkévin hat das CA-19-9 die
hdchste Sensitivitat (ca. 70%) und Spezifitat (75-87%) (3).

Bei einer Stauung des Gallengangs kann dieser Wert aber ungpkangder Dignitat der
Erkrankung deutlich erhdht (bis ca. 800 U/ml) sein. CA-19-9-Werte Uber @00lfinden sich
allerdings fast nur bei Patienten mit Pankreaskarzinom. Digs&hen und laborchemischen
Untersuchungen fuhren meist nicht zu der Diagnose Pankreaskarziesimllw bei Verdacht
auf eine Raumforderung im Pankreas die bildgebenden Verfahren im Vordergrumd stehe
Die Anzahl der Pankreaskarzinomfalle ist in den letzten Jahtetig sgewachsen. Die
Erkrankung ist durch relativ aggressive Verlaufe mit frihzeitigetastasierung, insgesamt
limitierten Behandlungsmdglichkeiten und einer schlechten Prognésargeeichnet, was sich
auch in der niedrigen 5-Jahrestberlebensrate niederschlagt.

In den letzten Jahren sind daher eine Vielzahl verschiedener Mmlekidiche in der
Zellproliferation und Tumorgenese eine Rolle spielen, auf ihtelleBwert als Prognosemarker

des Pankreaskarzinoms untersucht worden, von denen einige exemplarisch gemannt seie



Akt ist eine Serin/Threoninkinase, welche eine zentrale Rolle ninfdmorgenese spielt. Der
immunhistochemische Nachweis einer phosho-Akt-Expression (phosphorydiktites Form)
konnte von Yamamoto et al. (4) als signifikanter Prognosefaktor dargestellt werden.

Saitou et al. zeigten, dass das Uberleben vom Patienten mit hogegritl)C4-Expression
signifikant niedriger war, als jenes derer mit niedriger MUC4-Expras$b)

Syndecan 1 ist ein transmembraner Rezeptor, welcher an detellellZell-Matrix-Interaktion,
Zellproliferation, und —migration teilnimmt und in vielen Karzinomemuheerreguliert ist. Im
duktalen Pankreaskarzinom ist es hingegen hochreguliert. Juutia etzegjten
immunhistochemisch,, dass Syndecan 1 einen unabhangigen Prognosemarker des
Pankreaskarzinoms darstellt (6).

Des Weiteren wurden CEACAM 6 (7) und ADAM 9 (8) bezuglich ihrepression im duktalen
Adenokarzinom des Pankreas immunhistochemisch untersucht und als Progkesema
identifiziert.

Unser Ziel war es, die Proteinexpression ausgewéhlter Kandidaterdie aus den Vorarbeiten
der Arbeitsgruppe Kristiansen hervorgegangen sind, im duktalen Ademaardes Pankreas
zu bestimmen und deren Korrelation mit klinisch-pathologischen R#eam insbesondere dem

Gesamt- und progressionsfreien Uberleben, zu evaluieren. Diese Kandidatsimgefolgende:

CD24

Gegen Ende der 70-iger Jahre wurde erstmals ein MembanglykoproteMads mit einer
lipidahnlichen Stuktur identifiziert und J11d/M1.69 bzw. heat-stable antigfSA;( mouse
CD24) genannt. In der Maus wurde es als von haematopoetischen 2Zqlierieges Gen
identifiziert. Insbesondere B-Lymphozyten, Erythrozyten und neutrophilanuBzyten
exprimieren HSA. In der Immunologie wurde es ein beliebter MazkerUntersuchung der
Entwicklung von B-Lymphozyten und Thymozyten. Spater zeigte sich, dadse@so vom sich
entwickelnden Hirn, als auch von verschiedenen epithelialen nZetirimiert wird. Eine
Bedeutung fir die Tumorprogression erlangte CD24 durch seine Bésoigeials P-
Selektinligand (9). P-Selektin ist ein Zelladhasionsmolekul, das kibneaten Endothelien und
Thrombozyten exprimiert wird und somit bei der metastatischen Tuogrgssion eine Rolle
spielen koénnte. P-Selectin ist bisher als einziger Ligand idaatif worden (11). Eine
spezifischere Signalkaskade ist allerdings noch nicht aufgyekidgrden. Kristiansen et al.
konnten in der Folge zeigen, dass CD24-positive solide Tumoren (NS&b€tata, Mamma,
Ovar, Colon) (10, 27, 28, 29) in der Tat einen klinisch aggressiveren Veelgtén, als CD24-

negative. Bis dato war CD24 nicht in Pankreaskarzinomen untersucht worden.



PLK1

1988 entdeckten Sunkel und Glover das Gen Polo (12). Seither ist dresse Kivelche eine
Schlusselfunktion in der Mitose einnimmt im Focus intensiver Bemuhungmnischen konnte
gezeigt werden, dass PLK1 und seine humanen funktionellen Aquivalenterfishiedene
Schritte der Zellentwicklung notig sin&s ist bekannt, dass PLK1 Cyclin B1 direkt und auch
cdc25c phosphorylierBeide Ereignisse fihren zu einer Inaktivierung des nuklearen Sxges
Cyclin Bl/cdc2-Komplexes und letztlich zu einer Akkumulation des Kongslém Nukleus,
welches eigentlich Vorraussetzung fur den Beginn der Mitose wére.

Es sind 4 humane Aquivalente, jeweils als Polo-like kinasen (PLKpérénnt, bekannt (13).
PLK1 konnte bisher am besten charakterisiert werden. Zellen bendétigedurchfihrung der
Mitose PLK1. Durch die Hemmung dieser Unterform ist es mogiisénemitotischen Zellarest
mit sich anschliel3ender Apoptose zu erzielen (14-16).

In einer Vielzahl solider Tumoren wurde eine Uberexpression von PhKMeérgleich zu
entsprechendem Normalgewebe gefunden. In einigen dieser UntersuclhundenPLK1 eine

prognostische Rolle zugesprochen.

PPAR-y

PPARy ist ein Mitglied der nukledren Rezeptorfamilie ligandenassezie
Transkriptionsfaktoren. Es wurden bisher 3 Subtypen gefunden. Diese Subtyjsen dike
verschiedene Gewebeziele und Liganden. Initial wurde PPAIRe Schlusselrolle in der Lipo-
und in der Glykogenese zugesprochen.

Aktuelle Ergebnisse legen eine Beteiligung von PRARN der Karzinogenese bzw.
Karzinomprogression nahe, da es die Proliferation und Differenziermmgnalignen Zellen in
vivo und in vitro beeinflusst (17, 18).

Eine PPARy -Expression wurde unter anderem in Mamma-, und Prostatakarzinomen, in
Zelllinien von Glioblastomen, kleinzelligen Bronchialkarzinomen, im Qlarisowie im
Pankreaskarzinom gefunden (19-25). Bis dato gab es keine Untersuchund?&Rry-P
Expression in einer grof3eren Kohorte klinisch charakterisierter Pakéreia®me.

Ziel der Studie

Unser Ziel war die immunhistochemische Evaluation der Proteingsiprevon CD24, Polo-
Like kinase 1, Peroxisome proliferator-activated receptor gammiaainkreaskarzinom und die
Korrelation der Proteinexpression mit klinisch-pathologischen Paeamensbesondere dem

Gesamt- und progressionsfreien Uberleben.



Material und Methoden

Patienten

Untersucht wurden 94 Patienten auf die Expression von CD24 sowie 9htétatauf die
Expression von PLK1, wobei hier 86 Falle von duktalen Adenokarzinomerad&seBs und 5
Falle von chronischen Pankreatitiden vorlagen. Die Expression wunte Tumor- und
angrenzenden Normalgewebe beurteilt. Alle Patienten wurden amrltiteklinikum Charité,
Campus Mitte, diagnostiziert. 129 Patienten mit duktalen Adenokarzinaimeh auf die
Expression von PPAR- untersucht worden. 95 Patienten davon sind ebenfalls am
Universitatsklinikum Charité Berlin behandelt worden. 34 unterzogenesien Behandlung in
Dresden. Die Tumorpradparate wurden im Institut fir Pathologie degekditatsklinikums
Charité zwischen 1991 und 2000 im Rahmen der Routinediagnostik untersuciRatizinten
waren zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen 39 bis 80 Jahre (PLK1)s 88 KCD24) und 34
bis 80 (PPARYy) Jahre alt mit einem Median von 66 Jahren (PLK1) bzw. 64 JahreP4(Gid
PPARy). Nachbeobachtungsdaten einschlie3lich der Gesamtiberlebenszeit deder
Tumorprogression waren fur alle Félle vorhanden. Die durchschmitiNachbeobachtungszeit
betrug 60 Wochen.

Immunhistologie

FUr die immunhistochemischen Farbungen wurde formalinfixiertes, iaffihaeingebettetes
Tumorgewebe in 4um Schnittdicke auf Superfrost (Menzel GlasaunBchweig, Deutschland)
Objekttrager aufgebracht und mit Xylol entparaffinisiert. Birtigendemaskierung erfolgte
durch Kochen in 0,01M Zitratpuffer fur 5 Minuten im Druckkochtopf. Dienfamantikérper
wurden in folgendenVerdinnungen (Verdinnungsmedium mit hintergrundreduzierendem
Puffer, DAKO, Hamburg, Deutschland) eingesetzt: CD24 (Klon 24C02, Nd&ensa Fremont,
USA) 1:200. PPAR¢ (Klon E8, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland) 1:75, PLK-1 (Maus
monoklonal, BD Transduction, San Diego, USA) 1:500 (unter Verwendung des gwstelier
vorverdunnten Antikdrpers). Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatueweils 1 h. Als
Detektionssystem diente die Streptavidin-Biotin-Methode (DAKO, Hag)Deutschland) mit
alkalischer Phosphatase zur Detektion. Fast-Red (Sigma-AldrighciMn, Deutschland) diente
als Chromogen. Die Schnitte wurden mit Haematoxylin gegengeafarbimit Aquatex (Firma

Merck) eingedeckt.



Die Immunchemie wurde unabhangig von drei Untersuchern, die futbexlebenszeiten
verblindet waren, ausgewertet. Es wurde ein immunreaktiver $E082, wie durch Remmele
und Stegner beschrieben, angewandt (26). Der immunreaktive Smdiekdichtigt sowohl die
Farbeintensitat als auch die Ausdehnung der Immunreaktion und han sigten Studien zur
Semiquantifizierung bewahrt. Ebenso wurde, wenn vorhanden, zwischen zytdiselsena
membrandser und nukledrer Immunreaktivitat unterschieden. Falle iskitePanzen im IRS
zwischen den drei Pathologen wurden an einem Demonstrationsmikroskapiert, bis ein
Konsens erreicht wurde. Die Daten wurden mittels SPSS, ovensi1l2.0 und 13.0 analysiert
(SPSS Inc., Chicago, USA). Fischer’'s exact Test und die Chi-Quédsss flir Tendenzen
wurden fur die Korrelation zwischen immunhistochemischer Expressiod Klinisch-
pathologischen Parametern benutzt. Der Wilcoxon- und Mann-Whitney-4J-Wesden
angewandt, um Expressionslevel zu vergleichen. Die univariate Ubesenalyse wurde
entsprechend nach Kaplan-Meier durchgefiihrt und Unterschiede beziglah
Uberlebenskurven wurden mit dem Log-rank-Test bestimmt. Dieivatiiite Analyse wurde

mittels Cox-Regression durchgefiihrt. P-Werte kleiner als 0,05 wurdsigaikant gewertet.



Ergebnisse

CD24

Im normalen Pankreasgewebe wurde CD24 schwach, aber homogen ekptimiacinaren
Epithel zeigte sich hauptsachlich eine zytoplasmatische, folkal abch eine membrands
akzentuierte Anfarbung. (BILD1.A). Das normale Gangepithel warbgalich CD24-negativ
oder nur dezent zytoplasmatisch positiv. Atrophische oder dilatiémgeszeigten ausnahmslos
ein apikal membrandses Signal. Dysplastische intraduktale Pargiteaken (Pancreatic
Intraepithelial Neoplasia, Panl¢gigten oft eine zytoplasmatisch betonte Expression. Diese Art
der Anfarbung konnte auch in den invasiven Karzinomen beobachtet werdereigbét sich
zusatzlich noch eine membranése Komponente. Die Verteilung von CD24 iKadeinomen
war grof3tenteils heterogen. In Zusammenschau waren 71,6 % dendfaeziCD24-postiv,
28,4% waren negativ. Wir konnten keinen signifikanten Zusammenhang der G&3amt
Anfarbung mit dem Patientenalter, -geschlecht, der TumorgroRe/ piTlNddalstatus oder dem
Krankheitsstadium entsprechend der UICC feststellen. Allerdingsemeniedrig differenzierte
Tumoren (G3) einen signifikant (p=0.038) hthere CD24 Expression. Daruberhinagigekerr
die membrandse CD24-Anfarbung signifikat mit hoheren pT-Stadienprognostischer Wert
konnte flr CD24 letztlich nicht belegt werden. (Tabelle 1.1).
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Tabelle 1. Kaplan-Meier-Kurve

fur die Gesamtiberlebenszeit
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Bild 1.A: Ein terminaler Pankreasgang ohne CD24-
Anfarbung, umgeben von acinaren Gewebe mit
zytoplasmatischer Expression

Bild 1.B: Adenokarzinom des Pankreas ohne CD24-
Anfarbung

Bild 1.C: Starke zytoplasmatische und membrandse
, CD24-Expression im invasiven Karzinom

PLK1

Die Mehrheit des normalen azindren Pankreasgewebes war Pgiiivaélur einige einzelne,

zerstreute Zellen zeigten eine starke Anfarbung. (Bild 2.A¢hAin den kleinen und grol3en
Pankreasgangen wurde keine PLK1- Expression beobachtet. Pankreasgéngacinoser
Metaplasie sowie hyperplastische Epithelien waren eberi®alicl-negativ. Das Stitzgewebe
zeigte keinerlei PLK1-Anfarbung. Die zytoplasmatische PLK1aMofing wurde in einem Teil
zerstreuter Lymphozyten und auch in autonomen Ganglienzellen beo&uséset.dienten als
Positivkontrolle. Eine leichte Zunahme der PLK1-Expression wurdeaimg@roliferationen und
auch im acindren Epithel chronischer Pankreatitiden gesehen. adr der Anfarbung war
jedoch so gering, dass er nicht als positiv gewertet wurden kobBate lymphathische Gewebe
zeigte eine starke zytoplasmatische Anfarbung. In den Panldkhevin der Néhe der
Pankreaskarzinome gefunden worden, fehlte in den niedrig graduidsierin &anIN-1 und-2,
eine PLK1-Anfarbung. Dagegen war die Mehrheit der PanIN-3 positiv. (Bild 2.B)

Von 83 invasiven Adenokarzinomen des Pankreas zeigten 41 Falle (47,7%)take s
homogene zytoplasmatische PLK1-Express{®ild 2.C)
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Tabelle 2.1 Kaplan-Meier-Kurve fur die Gesamtiiberlebenszeit

Bild 2.A: Normales Pankreasgewebe

Bild 2.B: Kleiner Pankreasgang mit PanIN 3

Bild 2.C: Malignes Drusengewebe infiltriert
das Perineurium eines kleinen Nervs
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PPAR-y

Im normalen acinaren Epithel des Pankreas konnte keine RB&Rarbung ausgemacht
werden. Das normale Gangepithel war in der Regel PPABRgativ oder zeigte nur eine sehr
schwache nukleare oder zytoplasmatische Anfarbung. (Bild 3.A) Dysalae intraduktale
Proliferationen (PanIN) zeigten herdférmig eine nucledre R ARXxpression. Die invasiven
Karzinome wiesen eine heterogene nukleare Immunreaktivitat,imme S/on schwacher bis
starker Anfarbung auf. (Bild 3.B) Zusammenfassend waren 71,3% ateinkme PPAR- -
positiv, 28,7% der Falle waren PPARnegativ. Die PPAR~-positiven Tumore wurden
aul3erdem bezuglich einer schwachen (32,6%), moderaten (25,6%) und starkét) @RBARy

-Anfarbung unterteilt.

-]

] All cases

0.8+

0.6

Cumulative Survival

0.0 p=0.048
T T T T T
0 100 200 300 400 500
Weeks

Tabelle 3.1 Kaplan-Meier-Kurve flr die Gesamtiuberlebenszeit
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Bild 3.A: Normales Pankreasgewebe Bild 3.B: Starke nukle&re Anfarbung im
Adenokarzinom des Pankreas

Diskussion

CD24

CD24 ist bereits in im sich entwickelnden Pankreas beschriebernvokd3erdem fand man es
im sich regenerierenden Muskel, in Keratinocyten, Nierentubuli und in vielenmaaligumoren
(10, 27-49). Seitdem CD24 als alternativer P-Selectin-Ligand ideettfiwurde, wird ihm eine
maogliche Rolle im Metastasierungsprozel3 von Tumorzellen zugespro&uBerdem ist CD24
offenbar an der Regulation des Zellzyklus und der Apoptose beteiligtUBérexpression in
Lymphozyten lasst vermuten, dass CD24 die Proliferation und daslebéer von
Vorlauferzellen reguliert. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden,di@asmtikdrperinduzierte
Vernetzung von CD24 die Adoptose in B-Vorlauferzellen induziert und die-@DdO-
induzierte Proliferation von reifen, ruhenden B-Lymphozyten unterdrf@kt Diese Art von
Apoptoseinduktion wurde auch bei Zellen des humanen Burkitt-Lymphoms gefundenn(51
der Ratte konnten Nestl et al. (52) mit Hilfe der SSH (supyressibtractive hybridization) in
einem Tumorprogressionsmodell des Pankreaskarzinoms in PankregaseelllGene
identifizieren, welche wahrend des Mestastasierungsprozessesréguliert sind. Sie konnten
eine starke Aufregulation von CD24 in Zelllinien des metastaisd®henotyps darstellen und
schlossen daraus, dass diese Gene in Zusammenhang mit derdigtagjsstehen. Dies wurde
durch die Ergebnisse von Kohligraf et al. (53) bestétigt. Han &4l dokumentierten in einer
Vergleichsstudie eine Herabregulation von CD24 in humanen Pankreaskazgillinien im
Gegensatz zum Normalgewebe. Es mangelt hier allerdingsin@n genauen Definition des

Normalgewebes und ist daher mit Skepsis zu betrachten. Ganz agtugéD24 als Marker
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pankreatischer Tumorstammzellen beschrieben worden und hat danet weitere
Tumorrelevanz erhalten (55).

Unserer Kenntnis nach, wurde in unserer Studie erstmals die Bxyoresn CD24 im humanen
Adenokarzinoms des Pankreas immunhistochemisch untersucht. Wir nutzteneidaru
monoklonalen CD24-Antikdrper, welcher fir parafiniertes Gewebe geeigheto dass wir
Archivmaterial nutzen konnten. Die Spezifitat des Antikdrpers wurde@omangegangenen
Studien belegt (29).

In 71,6% der Adenokarzinome des Pankreas war eine CD24-Expressiemenit heterogenen
Verteilungsmuster zu beobachten. Diese Rate CD24-positiveri§i&atat der anderer solider
Tumoren vergleichbar: in den vorangegangenen Studien zeigte daalkarzinom in 84%, das
nichtkleinzellige Bronchialkarzinom in 45%, das Prostatakarzinom in 4886 das
Mammakarzinom in 84,6% der Falle eine CD24-Immunreaktivitat (10, 27-29)didbavar die
CD24-Positivitat mit einer verkirzten Uberlebenszeit bzw. verkiirgisrgressionsfreien
Intervallen assoziiert. Dies ist moglicherweise eine Folgeer erhdohten Neigung zur
Metastasierung zurtickzufiihren.

Wie auch in anderen Tumorentitaten, beobachteten wir eine sowolbran@ime als auch eine
zytoplasmatische Immunreaktivitat. Die Tatsache, dass CD2Dbésflachenmolekil auch
zytoplasmatisch nachweisbar ist, verblifft zunachst. Im Ovarrad-auch im Mammakarzinom
war die zytoplasmatische Immunreaktivitat ein besonders stéhatiktor fur schlechteres
Patientenoutcome. Im normalen Gewebe stellte es sich hingegen Zdoptasmatisch dar.
Neuere Untersuchungen belegen, dass CD24 eine bislang nichiridlesice Rolle als
Bestandteil sogenannter Exosomen hat, die von Tumorzellen im Zyt@plgsoiidet, dann in
das Interstitium abgegeben werden und mit erhohter lokaler Indsiddr Tumorzellen
einhergehen (Manuskript eingereicht), welches madglicherweiseébeBendere prognostische
Wertigkeit des zytoplamatischen CD24 erklart. Eine prognostiscldeuBeng von CD24 im
Pankreaskarzinom fanden wir leider nicht. Dies hangt mdglicheswais der ohnehin sehr
hohen Rate friher Mortalitdt zusammen. Allerdings sind bestimatien®nuntergruppen mit
insgesamt besserer Prognose nach konventionellen Kriterienetwig gut differenzierte
Tumoren ohne Lymphknotenmetastasen und tumorfreien Schnittrandern inr udsbhoete
unterreprasentiert. Diese Fragestellung sollte in groReren Studkkémt geerden. Die Tatsache,
dass sich eine hohere CD24-Expression in Tumoren mit hdherem Tumangdashid, dass sich
eine héhere membrantse Immunreaktivitat in den grof3eren Tumoren (pTg, Z&nn als
Hinweis auf eine Rolle von CD24 in der Tumorprogression des Pankreaskas gewertet

werden. Diese Zusammenhdnge werfen die Frage nach einer Theraplanttesaskarzinoms
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mit Antikorpern auf: Fischer et al. (56), Benkerrou et al. (57), Garste al konnten
transplantationsassozierte B-Zell-Proliferationssyndrome eefiglyrmit CD21-und CD24-
spezifischen Antikérpern behandeln. AufRerdem konnte jlngst gezeigt nyeidkess
Pankreaskarzinomstammezellen CD24-positiv sind (58). CD24 kdnnte alshedgleise auch
einen Ansatzpunkt in der Therapie des humanen Pankreaskarzinoms dardtelldies weiter
zu spezifizieren und die Rolle von CD24 in der Tumorprogession zu lvenstsind weitere

Studien notig.

PLK1

Seit Polo 1988 von Sunkel und Glover entdeckt wurde, konnten verschiedene Funkt®nen de
humanen Aquivalents PLK1 aufgedeckt werden. Inm wird eine Schliissdimotler Mitose
zugesprochen. Beispielsweise ist es in der Separation von Chromoswolerert (12). PLK1
ist notig fur die Reifung und Trennung der Centrosomen (59). Wahrentllmlrgangs von
Anaphase zu Metaphase phosphryliert es den anaphase-promoting-c@fpl®a(tberhinaus
wurden verschiedene andere Funktionen in den zellularen Signalkas&adsfiziert. All diese
Erkenntnisse wurden fiir verschiene Ansatzpunkte der Krebstherapietg&sutonnte gezeigt
werden, dass die Inhibition von PLK1 entweder durch siRNA oder asisttnategieau einem
erheblichen Rickgang der Zellproliferation und zu Induktion von Adoptose ikualien von
verschiedenen humanen Karzinomen, darunter auch das Pankreaskarzinom, fuihrt.

Bisher wurde eine Uberexpression von PLK1 in verschiedenen mensohlitin@oren
gefunden, unter anderem im Bronchial-(61), Prostata-(62), Colon-(63gemi(64),
Schilddrisen-(64), Haut-(65) und Ovarialkarzinom (66). In einigen dieser Tomkaente
PLK1 ein prognostischer Wert zugesprochen werden. Gray et albé@bachteten in einer
Pilotstudie an einem sog. tissue micro array (TMA) mit 35 Rmskarzinomen eine
Uberexpression. In unserer Studien wurde zum ersten Mal die Expressi PLK1 in einer
groReren Kohorte Kklinisch charakterisierter Pankreaskarzinome imsboctiemisch untersucht.
Wie auch in anderen humanen Karzinomen, fand sich in der Halfte uneemere eine
Uberexpression. Da PLK1 in den meisten hochgradigen PanIN-Lasioneichew als
Vorlauferlasionen des Pankreaskarzinoms gelten, stark expriisiekann vermutet werden,
dass die Uberexpression von PLK1 ein sehr frilhes Ereignis inafeinkgenese des Pankreas
ist. Eine Korrelation zwischen der PLK1-Expression und der Tumoratigigeoder eine

prognostische Relevanz konnten allerdings nicht gezeigt werden.
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In den Untergruppen fand sich eine homogene Uberexpression. Dieg kiitrder erhéhten
Mitoseaktivitat in Tumoren zusammenhangen. In einer Vielzahl von Neubilddagd sich ein
Zusammenhang zwischen Markern erhohter Mitoseaktivitat und der-URlekexpression
(63,66). In anderen friheren Studien zeigte sich hingegen kein Zusammenkhscigez einer
erhohten Mitoserate und der PLK1-Uberexpression. Eine moglicheirinkj der PLK1-
Deregulation kdnnte sein, dass entweder eine gesteigerte Traoskdptch eine alterierte
intrazellulare Signaltransduktion oder eine chromosomale Uberespadisn des PLK1-
Genlokus zu hohen intrazellularen Proteinspiegeln fuhrt, welche in dge o mitotische
Aktivitat steigern. In der Tat finden sich Amplifikationen am PEkdkus 16p12 in 3 von 4
Pankreaskarzinomzelllinien (68).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in einer beachtlsheahl (47,7%) von
Pankreaskarzinomfallen eine Uberexpression von PLK1 zu finden was. |&ist auf einen

therapeutischen Ansatz mittels PLK1-Inhibition hoffen.

PPAR-y
PPARy gehort zur groRen Familie der Hormonrezeptoren, wie zum Be@pshl die Steroid-,
Schilddrisenhormon-, Vitamin D- und Retinoidrezeptoren (69). Durch vedsectgeliganden
aktiviert, bildet PPARy mit Retinoid X einen Komplex (70). Dieser Komplex verbindet sich
mit sogenannten peroxisom proliferator elements in den Zielgenelthev wiederum die
Transkription der Zielgene aktivieren. PPARst stark im Fettgewebe exprimiert, konnte aber
auch in anderen Geweben, wie z.B. im Muskel, Nebenniere und Leber nachgewiesen werden
(71-74).

PPAR«y spielt eine Rolle in der Zellproliferation und —differenzierung.ig¥sn den meisten
humanen Malignomen zu finden. Es wird unter anderem in Zusammenharigeukédmien
(75,76), gastrointestinalen Tumoren, wie Magen- oder Kolonkarzinom (77,78)rostafa-,
Mamma-, und Ovarialkarzinom (20,23, 79), im Osteosarkom (80), Kkleinzelligen
Bronchialkarzinom (22) oder in Gliomen (81) gefunden.

Synthetische PPAR-Liganden (Thiazolidindione) zeigen antineoplastische Effekte in
verschiedenen Zelllinien und Tumoren. Antiproliferativ wirken diese /Agieni durch
Aufregulation zyklinabhangiger Kinaseinhibitoren. In einigen Tumorpédh induziern sie
aul3erdem Apoptose (82-84). Bisher beschrankten sich die UntersuchungeiAldry Hn
Pankreaskarzinom auf Zelllinien und sehr kleine Tumorkohorten. Eibl @23l konnten eine
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PPARy-Expression in sechs Zelllinien des Pankreaskarzinoms darst@sinC-1, BxPC-3,
Capan-2, HPAF-II, MIA Paca-2, and PANC1). Durch die Behandlung mit

PPAR«y-Agonisten ergab sich eine herabgesetzte Lebenszeit denZBlleser Effekt war zeit-
und dosisabhangig. Farrow et al. Beschrieben eine PPARpression in folgenden Zelllinien:
AsPC-1, SUIT-2, BXxPC-3, und MIA Paca-2 und behandelten diese mit REXgenisten. Es
wurde eine reduzierte Invasivitat und ein erniedrigtes Mal} an pspnevaFaktoren, wie zum
Beispiel der tissue plasminogen activator, matrix metalloprase 3, matrix metalloproteinase
7, oder der urokinase-type plasminogen activator gefunden(85, 86). Sashk(&l) fanden
MRNA in 5 von 7 Zelllinien des Pankreaskarzinoms und in 5 von 7 Tumorgewé&as
angrenzende Normalgewebe war PPARegativ. Motomura et al. beschrieben auf RNA- und
Proteinbasis eine Expression in 4 von 4 Zelllinien und in 9 von 10 Tumorge\(&Hetami et

al. (88) fanden in 5 von 5 Zelllinien eine PPAHExpression und untersuchten 47
Pankreaskarzinomen und 15 Lebermetastasen immunhistochemisch. In 754naee Tind
80% der Metastasen wurde PPARRochgradig exprimiert.

Nach unserem Kenntnisstand ist dies die erstmalige, umfassemdengnhistochemische
Beschreibung von PPAR-im duktalen Adenokarzinom des Pankreas. In 71,3% der
Pankreaskarzinomfalle fanden wir eine PPAEBxpression. Eine starke Immunreaktivitat fand
sich in 38,7%, hauptsachlich in den gréReren (pT3) und weniger gut difegtenz(G3)
Tumoren. Ein Zusammenhang zum Nodalstatus fand sich nicht. In den Anatigse
Gesamtuberlebenszeit war eine starke PRARpression signifikant mit kirzeren
Uberlebenszeiten assoziiert. In der Gruppe der nodal-negativaohésrdieser Umstand einen
unabhangig signifikanten prognostischen Wert.

PPARy kdnnte somit ein mdoglicher neuer prognostischer Marker fir Peiemit einem
Pankreaskarzinom sein.

Paradox erscheint zunachst, dass wir eine Uberexpression vonPRARIen aggressiveren
Tumoren fanden, obwohl dessen Liganden bekanntlich das Tumorwachstum hemmeat Zha
al. (23) beobachteten ebenfalls eine hohere PRRrERpression in den aggressiveren
Ovarialkarzinomen. Unsere Array-basierten Expressionsdaten von eRanknoren weisen
daraufhin, dass PPAR-zwar Uberexprimiert, jedoch funktionell defekt ist, da sich typische
PPAR«y-Zielgene nicht gleichsinnig Uberexprimiert finden. Dies sofiteveiteren funktionellen
Studien tUberprift werden.

Die Daten zu PPAR-Expression und Patientenprognose sind widerspruchlich. Papadaki et al.
(89) untersuchten Mammakarzinome immunhistochemisch und fanden, dass egngeni

PPARy-Expression einen prognostischen Wert fiir ein kiirzeres rezidivideieseben darstellt.
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Es wurde hier allerdings eine Uberwiegend zytoplasmatische umibnawedse Expression, die
far Transkriptionsfaktoren untypisch ist, beschrieben, welches Awafeder Validitat der
Immunreaktion aufkommen lasst.

All diese interessanten Ergebnisse sollten dazu anregen, dasdatentPPARy-Liganden in
der Behandlung des Pankreaskarzinoms weiter zu untersuchen. Trotzglidetgen
pharmakologischen Profils der Liganden muss angemerkt werden, ziemss Beispiel
Troglitazone, welches im Mammakarzinom bereits als Therapeutilgatestet wurde,
inzwischen von der Arzneimittelzulassungsbehorde der VereinigteneStédaDA) aufgrund
seiner Hepatotoxizitat zuriickgezogen wurde. AulRerdem waren den@#ehgenversuche im
Liposarkom und auch im Prostatakarzinom nur teilweise erfolgreich9(9®2) DarlUber hinaus
gibt es Hinweise, dass PPARLiganden die Malignitat in einigen Geweben sogar fordern. (93-
95)

Zusammenfassend sind weitere Studien noétig, um die prognostisdletagnostische Rolle der
PPARy-Expression im Pankreaskarzinom und damit das therapeutische Potitial

Liganden, zu belegen.
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Abkilrzungen

CD24 Cluster of Differentiation 24

PLK1 Polo-Like kinase 1

PPARy Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
LSAB Labelled Streptavidin Avidin Biotin

uicC Union Internationale contre le cancer

RNA Ribonucleic acid

PanIN Pancreatic Intraepithelial Neoplasia

SSH suppression subtractive hybridization

TMA tissue micro array

FDA Arzneimittelzulassungsbehorde der Vereinigten Staaten
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