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1. Einleitung

Maligne Tumoren des Pankreas sowie der intra- und extrahepatischen Gallenwege stellen
heutzutage trotz grofRer Fortschritte sowohl im chirurgisch-operativen als auch im
onkologischen Bereich weiterhin schwer zu behandelnde Tumorentitdten mit
unzufriedenstellender Prognose fir die betroffenen Patienten dar. Modelle zur
Optimierung  der  bestehenden  Therapien sowie innovative  zielgerichtete

Behandlungskonzepte sind daher unbedingt notwendig.

1.1. Epidemiologie

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas, welches nach heutigem Wissensstand in
erster Linie aus prAmalignen Vorstufen des Gangepithels (sog. PanIN) entsteht, ist mit
einer Inzidenz von nur 25% aller Karzinome weltweit eine relativ seltene
Tumorerkrankung [1, 2]. In Deutschland erkrankten in den letzten Jahren jeweils ca.
15.000 Menschen jahrlich an einem exokrinen Pankreaskarzinom, wobei beide
Geschlechter gleich haufig betroffen sind. Obwohl die altersstandardisierten Erkrankungs-
und Sterberaten in den letzten Jahren konstant geblieben sind, steigt durch die
zunehmende Uberalterung der Gesellschaft die absolute Zahl an Erkrankungs- und
Todesféllen stetig an, so dass nach Schatzungen der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister (GEKID) 2014 mehr als 17.500 Neuerkrankungen in Deutschland zu
erwarten sein werden. Ahnlich wie in Deutschland, ist das Pankreaskarzinom in den USA
zwar nur die zwolfthaufigste Krebserkrankung, stellt jedoch die vierthaufigste
krebsbedingte Todesursache dar, was das aggressive Potential dieser Erkrankung

unterstreicht.

Auch Cholangiokarzinome (CCC), welche sich aus den Gallengangsepithelien der
intrahepatischen, hilaren oder distalen Gallengénge entwickeln, sind mit einem Anteil von
ca. 3% aller gastrointestinalen Malignome und ca. 5000 neuerkrankten Patienten jahrlich
in Deutschland ebenfalls als eher seltene Erkrankung anzusehen [3, 4]. Studien konnten
jedoch in den letzten Jahren weltweit eine deutlich ansteigende Inzidenz vor allem der
intrahepatischen malignen Gallengangstumoren aufzeigen [3, 5, 6], wobei die Ursachen

fur diese Entwicklung bisher ungeklart sind.



1.2. Therapie und Prognose

Die radikale chirurgische RO-Resektion stellt sowohl fiir das Pankreas- als auch fir das
Gallengangskarzinom die einzige kurative Therapieoption dar, wobei Resektabilitatsraten
von 20-30% selten uberschritten werden. Im Falle einer erfolgreichen RO-Resektion
kdnnen 5-Jahres-Uberlebensraten von 40% oder mehr erreicht werden, wobei ein
Grol3teil aller Patienten aufgrund des oft bei Diagnosestellung schon fortgeschrittenen

Stadiums eine mittlere Uberlebensdauer von mehr als 20 Monaten selten erreicht [4, 7-9].

Insgesamt wird flr Pankreaskarzinompatienten in Deutschland eine 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 7-8% beschrieben, was mit aktuellen Daten aus den
USA (6%) Ubereinstimmt. Patienten mit Gallengangskarzinomen erreichen etwas bessere,
insgesamt aber ebenfalls unzufriedenstellende 5-Jahres-Uberlebensraten von 10-20% [4,
10].

Auch durch den Einsatz unterstitzender Chemotherapiekonzepte konnte in den letzten 20
Jahren das Uberleben der betroffenen Patienten nur unzureichend verlangert werden (s.
Abb. 1).
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Abb. 1: Pankreaskarzinom: Anzahl von Neuerkrankungen und Todesfallen (pro 100.000) in den USA in den
Jahren 1992-2010. Es zeigt sich ein leichter Anstieg bei den Neuerkrankungen bei konstanter Todesfallrate.

[modifiziert nach National Cancer Institute]

Durch eine Gemcitabine- oder 5-FU-basierte adjuvante Chemotherapie, welche gemaRi
S3-Leitlinie nach einer kurativ intendierten Resektion eines Pankreaskarzinoms im
Stadium UICC I-1ll empfohlen wird, wurde fur das duktale Pankreaskarzinom im Rahmen
mehrerer Studien zwar ein Uberlebensvorteil erzielt [11-14], welcher jedoch das 5-
Jahresuberleben der Patienten durchschnittlich lediglich um ca. 10% verbesserte. Neue
Konzepte, beispielsweise durch die Anwendung einer Kombinationstherapie von

Gemcitabine mit nab-Paclitaxel konnten fir Patienten mit metastasiertem



Pankreaskarzinom in ersten Phase-lll-Studien zwar eine statistische Verlangerung des
Uberlebens erzielen, wobei der mediane Uberlebensvorteil aber nur 1,8 Monate betrug
[15].

Fur das Cholangiokarzinom ist derzeit keine effektive adjuvante Chemotherapie
verfiigbar. Im Rahmen der ABC-02-Studie zeigte sich ein leichter Uberlebensvorteil fiir
eine Kombinationstherapie aus Gemcitabine und Cisplatin fur Patienten mit lokal
fortgeschrittenem oder metastasiertem Gallengangskarzinom [16], so dass diese
Kombination derzeit als Standardtherapie gilt. Neue Substanzen, wie beispielsweise der
EGFR-Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib werden derzeit in Phase-1lI-Studien untersucht, die
bisherigen Ergebnisse scheinen jedoch keine grundlegende Verbesserung des

Chemotherapieerfolges zu bewirken [17].

Insgesamt bleiben die Erfolge der Chemotherapieregime fir beide Tumorentititen haufig
unzureichend, so dass fir die meisten Patienten die Diagnose eines hiliopankreatischen

Karzinoms oftmals eine infauste Prognose darstellt.

1.3. Langzeittiberleben und Notwendigkeit valider Pr  ognosefaktoren

Trotz dieser fur den Grof3teil der Patienten erwiesenen schlechten Prognose, gelang es
im Rahmen grofRer Studien dennoch wiederholt, Patienten mit Langzeitiberleben zu
detektieren [9, 18, 19]. Die Suche nach den Ursachen fir die groRe Variabilitdat im
Uberleben der Patienten ist derzeit noch nicht abgeschlossen. Allein durch die
Betrachtung der derzeit Ublichen histopathologischen Prognosefaktoren (z.B.
TumorgroRe, Lymphknotenstatus, Resektionsrand etc.) kann das Langzeittuiberleben fir
den einzelnen Patienten mit einem Karzinom des biliopankreatischen Systems derzeit
nicht valide prognostiziert werden. Es erscheint jedoch sinnvoll, durch aussagekraftige
pradiktive Faktoren Hochrisikopatienten sowie prognostisch giinstige Patienten friihzeitig
zu identifizieren und diese Information in die Entscheidungsfindung und
Risikoabschatzung der Patienten einzubeziehen. Hierdurch kann eine optimierte
individualisierte Therapieentscheidung getroffen werden, welche sekundéar mit einem
verbesserten Patientenidberleben verbunden sein koénnte. In der Vergangenheit
beschréankte sich die Suche nach prognostischen Faktoren groRtenteils auf die
Auswertung der standardmafig erhobenen histopathologischen Parameter, wobei die
Ergebnisse zahlreicher Studien oft widerspriichlich waren und die Aussagekraft der

einzelnen Parameter heute weiterhin in der Diskussion steht [8, 20-25]. Normogramme,



welche durch eine Kombination verschiedener Prognosefaktoren die individuelle
Fehlerwahrscheinlichkeit reduzieren sollen, zeigen vielversprechende Ansatze, stellen

aber derzeit noch keine etablierte Methode dar [26, 27].

Als grundsatzlicher Nachteil wird in diesem Zusammenhang zudem Kkritisiert, dass die
histopathologischen Parameter fast ausschlie3lich postoperativ erhoben werden kdnnen
und somit eher den Erfolg des operativen Vorgehens wiedergeben als eine Aussage Uber
die Aggressivitdit des Tumors selbst zuzulassen. Zudem bleiben essentielle das
Uberleben beeinflussende Faktoren, wie z.B. die Tumoraggressivitat oder das operative
Trauma, unbeachtet. Die Suche nach neueren aussagekraftigeren prognostischen

Faktoren ist daher unbedingt notwendig.

1.4. Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit analysiert auf zwei Wegen Mdglichkeiten der Verbesserung des
Uberlebens von Patienten mit biliopankreatischem Karzinom. Zum einen soll durch die
hier vorgelegten Untersuchungen neue sowohl auf Klinischen als auch auf
zellbiologischen Erkenntnissen beruhende Prognosefaktoren fir Patienten mit
biliopankreatischen Karzinomen untersucht werden. Durch eine valide Pradiktion kénnten
individualisierte Therapieentscheidungen getroffen werden, welche durch Optimierung der
Therapieoptionen bei gleichzeitiger Reduktion der Risiken direkte Auswirkungen auf das

Patiententiberleben haben kénnten.

Neben den erwahnten histopathologischen Parametern lassen sich auch aus dem
klinischen Verlauf eines Patienten relevante Informationen gewinnen, welche die
Prognose der Patienten wesentlich beeinflussen. Der operative Eingriff als solcher stellt
fur die Patienten eine Belastung sowie ein relevantes Risiko dar, was Auswirkungen auf
den weiteren Verlauf und damit schlieRlich auf das Uberleben der Patienten haben
koénnte. In der vorliegenden Arbeit wurde daher der klinische Einfluss, welcher durch den

operativen Eingriff an sich entsteht, bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom analysiert.

Mit einer Weiterentwicklung moderner molekulargenetischer Untersuchungsmethoden
konnten mehrere Arbeiten Zusammenhange zwischen der Karzinogenese und der
Zellentwicklung zeigen. Es wurde gezeigt, dass Unterschiede im DNA-Gehalt der
Tumorpatienten fur unterschiedliche Krankheitsverlaufe verantwortlich sind und somit eine

Abschéatzung des malignen Potentials eines Tumors zulassen. Der pradiktive Einfluss des



DNA-Gehaltes wurde daher in dieser Arbeit sowohl fir das Pankreas- als auch fir das

Gallengangskarzinom untersucht.

Neben der Suche nach pradiktiven Faktoren beschaftigen sich tumorbiologische Studien
zur Karzinogenese in letzter Zeit zunehmend mit der Identifizierung bestimmter
Signaltransduktionswege, welche Schlisselpositionen in der Entwicklung eines
Karzinoms einnehmen und so gegebenenfalls Ansatzpunkte fiir neue Therapiekonzepte
liefern konnten. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden verschiedene Signalwege
identifiziert, welche tGber Enzyme und Botenstoffe innere und aul3ere Reize weiterleiten
und somit wichtige biologische oder pathologische Prozesse regulieren. Inwieweit der
Hedgehog-Signalweg eine prognostische Wertigkeit fir das biliopankreatische Karzinom
besitzt bzw. welche mdglichen Therapieoptionen sich hieraus fir die Patienten entwickeln
konnten, ist bisher nicht ausreichend untersucht worden. Durch experimentelle in vitro-
und in vivo-Untersuchungen sollte daher die Rolle des Hedgehog-Patched-Sighalwegs im
biliopankreatischen Karzinom beleuchtet und potentielle Ansatzpunkte fir eine

Zielgerichtete Therapie evaluiert werden.

1.5. Einschatzung der postoperativen Komplikationen mit Hilfe des Clavien-Scores

Der Erfolg einer Operation ist mit den klassischen Parametern, welche zur Beschreibung
des ,Outcomes” eines Patienten verwendet werden, nur schwer darzustellen. Zum einen
lassen histopathologisches Resultat und Uberleben des Patienten grundsatzlich auch auf
den technischen Erfolg der Operation rickschlie3en, die eigentlichen Hauptrisiken, denen
der Patient durch die Operation ausgesetzt ist, werden jedoch nicht berticksichtigt. Da das
durch die Operation selbst ausgeldste Risiko, welches sich in intra- und postoperativen

Komplikationen &auflert, gerade bei groReren Eingriffen Einfluss auf die praoperative

Entscheidungsfindung haben sollte, ist eine standardisierte Erfassung der perioperativen

Komplikationen notwendig. Die derzeit weltweit anerkannte Klassifizierung von

chirurgischen Komplikationen beruht auf der Arbeit von Clavien und Dindo[28]. Danach

werden 5 Schweregrade unterschieden, welche sich wie folgt definieren:

Grad I Jede Abweichung vom normalen postoperativen Verlauf ohne die
Notwendigkeit einer medikamenttsen, chirurgischen, endoskopischen oder
radiologischen Intervention. Erlaubte Therapien beinhalten: Antiemetika,
Antipyretika, Analgetika, Diuretika, Elektrolytldsungen, Physiotherapie,

Behandlung von Wundinfekten am Bett.



Grad II: Anwendung von medikamentdser Behandlung (mit Ausnahme der unter 1
genannten Gruppen), Bluttransfusionen, totale parenterale Erndhrung
Grad IlI: Notwendigkeit einer chirurgischen, endoskopischen oder radiologischen

Intervention

Grad llla: nicht unter Vollnarkose
Grad lllb: unter Vollnarkose
Grad IV: Lebensbedrohliche Komplikation, welche eine intensivmedizinische

Behandlung erfordert
Grad IVa: singulare Organdysfunktion (inklusive Dialyse)
Grad IVb: Multiorgandysfunktion
Grad V: Tod des Patienten

Durch die standardisierte Erfassung der chirurgischen Komplikationen, welche mittlerweile
in Grof3teilen der Chirurgie seine Anwendung gefunden hat, lassen sich die Ergebnisse
einer operativen Therapie objektiv vergleichen. Dadurch wird es zudem ermdglicht, den
Einfluss der Operation auf den Langzeitverlauf der Patienten zu evaluieren und somit die
prognostische Wertigkeit des operativen Eingriffes als Teil der Therapie zu ermitteln. In
den letzten Jahren wurden daher in Studien vermehrt die direkten Auswirkungen des
operativen Eingriffes auf das langfristige Uberleben von Tumorpatienten evaluiert. Der
Einfluss der perioperativen Komplikationen auf das Langzeitiberleben von Patienten mit
Pankreaskopfkarzinom wurde allerdings bisher in der Literatur nicht beleuchtet, stellt
jedoch einen relevanten Baustein in der Abschatzung der Prognose dieser Patienten dar

und wurde daher im Rahmen dieser Arbeit analysiert.

1.6. DNA-Ploidie und DNA-Index

Bereits vor einigen Jahren konnte in Studien gezeigt werden, dass in der DNA maligner
Tumoren oftmals numerische Chromosomenaberrationen gefunden werden. Weger et al.
gelang schon Ende der 80er Jahre der Nachweis einer engen Korrelation zwischen DNA-
Ploidie-Status und dem Uberleben von Pankreaskarzinompatienten [29]. Weitere Studien
unterstrichen in der Folge die schlechte Prognose von aneuploiden Tumoren im Vergleich
zu diploiden Chromosomensatzen auch fir eine Reihe weiterer solider Karzinome, wie
z.B. dem Endometrium-, Mamma- oder dem Kolonkarzinom [30, 31]. Dennoch waren die
Ergebnisse der meist retrospektiven Studien oftmals kontrovers und die Sensitivitat der

Durchflusszytometrie zu gering, so dass die Ploidie lange Zeit nicht mehr als



prognostischer Marker in Betracht gezogen wurde. Erst durch die Einfihrung verbesserter
Methoden, wie der Image Zytometrie, welche im Vergleich zu der friiher angewandten
Durchflusszytometrie als deutlich sensitiver und reproduzierbar angesehen wird, wurde in
den letzten Jahren vermehrt wieder die DNA-Ploidie als mdglicher Prognosemarker
verschiedener Karzinome analysiert [30, 32, 33]. Aufgrund der verbesserten Sensitivitat
konnen kleinere Anderungen im DNA-Gehalt besser detektiert werden und mittels DNA-
Index, welcher sich als Quotient des mittleren nuklearen DNA-Gehaltes der Tumorzellen

und einer euploiden Kontrollgruppe ergibt, valide angegeben werden (Abb. 2).

20 =

15 =

10 —

Cell number

I,

Oc 2c 4c &6c 8Bc 10c 12c

DNA-Ploidy (c)

Abb. 2: Image-zytometrische Analyse des DNA-Gehaltes (hier bei intrahepatischen Cholangiokarzinomzellen):
Der DNA-Gehalt von 900 CCC-Zellen eines Patienten wird gemessen und das Ergebnis als DNA-Histogramm
angegeben. Es zeigt sich hier eine heterogene Verteilung (2,8c bis 12c). Der DNA-Index in diesem Beispiel
betragt 3,39.

Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit der Untersuchung frischer Tumorproben, die im
Vergleich zu den paraffineingebetteten Proben friherer Studien aussagekréftigere
Analysen des DNA-Gehaltes erlauben. Die prognostische Wertigkeit des DNA-Index
wurde bisher in keiner prospektiven Studie weder fur das Pankreas- noch fur das
intrahepatische Cholangiokarzinom analysiert und war daher Gegenstand der

vorliegenden Arbeit.
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1.7. Der Hedgehog-Signalweg

Der Hedgehog-Signalweg beschreibt eine Gruppe von sezernierenden Proteinen, welche
verschiedene Prozesse, vor allem wéahrend der Embryonalentwicklung steuert. Bei den
Mammalia werden derzeit 3 verschiedene Homologe des primér von Nusslein-Volhard et
al. bei Drosophila entdeckten Hedgehog-Morphogens beschrieben: Sonic Hedgehog
(Shh), Indian Hedgehog (lhh) und Desert Hedgehog (Dhh) [34]. Das fur die
Embryonalentwicklung wichtige Shh steuert wichtige Entwicklungsschritte in der Rechts-
Links-Asymmetrie und der Entwicklung des Neuralrohrs der Somiten. Die Signalkaskade
des Shh-Signalweges in den Zielzellen wird wie folgt Ubertragen: Der Rezeptorkomplex in
den Zielgenen wird aus den Proteinen Patched (Ptch) und Smoothened (Smo) gebildet.
Ohne die Bindung von Shh wird Smo durch Ptch inhibiert, was zu einer Inaktivierung der
SignalUbertragung auf die nachfolgenden Kaskadenproteine Fused, Costal-2 und Gli
fuhrt. Bei Aktivierung des Signalweges durch die Bindung von Shh an den
Rezeptorkomplex wird Gli in eine Aktivatorform gebracht, welche im Zellkern eine

Aktivierung der Hedgehog-Zielgene bewirkt. (s. Abb. 3).
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Abb. 3: Der Hedgehog-Signalweg [Abbildung modifiziert nach [35]
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Erste Hinweise darauf, dass der Shh-Signalweg auch bei der Karzinogenese
verschiedener humaner Malignome eine Rolle spielen kdnnte, wurden bereits Mitte der
neunziger Jahre veroffentlicht. In ersten Studien zeigte sich eine Verbindung der
Signalwegsaktivierung mit der Entstehung des navoiden Basalzellkarzinoms sowie des
desmoplastischen Medulloblastoms [36, 37]. Anschlie3ende Studien konnten schlief3lich
Verbindungen zwischen der Aktivierung des Shh-Signalwegs und weiteren Malignomen
feststellen. Berman stellte 2003 eine Uberexpression der Zielgene Gli und Patched in
gastrointestinalen Tumoren fest [38], ehe Thayer et al. im Mausmodell eine Verbindung
zwischen der  Uberexpression von Shh und dem humanen Pankreaskarzinom
nachweisen konnte [39]. Morton et al. zeigten zudem, dass die pankreatische

Tumorigenese auf multiplen Wegen durch Shh aktiviert zu sein scheint [40].

Durch die zunehmende Erkenntnis der Rolle des Shh-Signalweges in der Entstehung
verschiedener humaner Karzinome wurde in zahlreichen Untersuchungen nach
Inhibierungsmdoglichkeiten  des  Signalweges gesucht. Neben dem natirlich
vorkommenden steroidalen Alkaloid Cyclopamin, welches zu einer Blockade von Smo
fuhrt, konnten in weiteren Studien auch synthetische, weniger toxische Hedgehog-
Inhibitoren entwickelt werden, welche vielversprechende Ergebnisse in Zellkulturen sowie
ersten Mausversuchen zeigen konnten. Wahrend beispielsweise Berman et al. eine
Inhibierung der Tumorproliferation durch die Behandlung von Medulloblastomen im
Mausmodell mit dem synthetischen Smo-Antagonist GDC-0449 zeigte [37], konnten
weitere Studien auch fur die Smo-Inhibitoren IP1-926 und BMS-833923 vielversprechende

Ergebnisse vorweisen [41-43].

Die Rolle des Shh-Signalweges fir das humane Karzinom des biliopankreatischen
Systems sowie die moglichen therapeutischen Optionen durch eine Inhibition der
Signalkaskade fur Patienten mit Pankreas- und Gallengangskarzinom sind trotz des
vielversprechenden Ansatzes noch nicht abschlieBend geklart und waren daher Ziel der

vorliegenden Arbeit.
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2. Darstellung der eigenen Arbeiten

2.1. Prognostischer Einfluss der postoperativen Komplikationen auf das
Langzeitiiberleben von Pankreaskarzinompatienten

Publikation 1: Postoperative complications deteriorate long-term outcome in
pancreatic cancer patients.
Kamphues C, Bova R, Schricke D, Hippler-Benscheidt M,
Klauschen F, Stenzinger A, Seehofer D, Glanemann M, Neuhaus
P, Bahra M.
Annals of Surgical Oncology. 2012 Mar;19(3):856-63.
doi: 10.1245/s10434-011-2041-4.

Der Einfluss der chirurgischen Komplikationen auf das Langzeitlberleben von Patienten
nach einer Pankreasresektion aufgrund eines Pankreaskopfkarzinoms wurde bisher nicht
ausreichend evaluiert. Im Rahmen dieser Langzeitstudie wurden insgesamt 428
Patienten, die in einem 17-Jahres-Zeitraum aufgrund der gesicherten Diagnose eines
Adenokarzinoms des Pankreaskopfes in unserem Zentrum operiert wurden, hinsichtlich
der prognostischen Wertigkeit der chirurgischen Komplikationen im Vergleich zu den
Ublichen histopathologischen Parametern untersucht. Eine Einteilung der chirurgischen
Komplikationen erfolgte nach der oben erwdhnten Kilassifikation von Clavien, wobei
postoperativ im Krankenhaus verstorbene Patienten (3.2%) von der Langzeitanalyse
ausgeschlossen wurden. Insgesamt wurden 198 chirurgische Komplikationen bei 124
Patienten (29.8%) dokumentiert, wobei die postoperative Wundinfektion mit 13.8% die
haufigste Komplikation darstellte. Nicht-chirurgische Komplikationen traten bei 55
Patienten (12.8%) auf. Die Gesamtrate an postoperativen Komplikationen betrug 32.7% in
der gesamten Kohorte bei einem medianen Uberleben von 15.5 Monaten. In der
univariaten Uberlebensanalyse zeigte sich ein signifikanter Einfluss der folgenden
Parameter auf das Patiententberleben: Alter, T-Stadium, Lymphknotenstatus, Grading, R-
Status, UICC-Stadium, adjuvante Chemotherapie, postoperative Komplikationen,
schwerwiegende Komplikationen (Grad IlI-IV), Re-Operation. Die multivariate
Uberlebensanalyse reduzierte die Anzahl der prognostisch signifikanten Faktoren auf die
Parameter Grading (p < 0.001), R-Status (p = 0.001), Lymphknotenstatus (p = 0.003)
sowie das Auftreten schwerwiegender Komplikationen (p = 0.002). Das mediane
Uberleben der Patienten, die postoperativ eine Komplikation Grad Ill oder IV erlitten, war
mit 12.4 Monaten signifikant kirzer als bei den Patienten, bei denen keine oder eine
geringergradige Komplikation dokumentiert wurde (16.5 Monate, p = 0.002).
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2.2. Prognostische Wertigkeit des DNA-Index beim biliopankreatischen Karzinom

2.2.1. DNA-Index als Prognosefaktor des Pankreaskarzinoms

Publikation 2: DNA Index as a Strong Prognostic Factor in Patients With
Adenocarcinoma of the Pancreatic Head: Results of a 5-Year
Prospective Study.
Kamphues C, Al-Abadi H, Dirr A, Al-Abadi N, Schricke D, Bova R,
Muller V, Stenzinger A, Klauschen F, Seehofer D, Neuhaus P,
Bahra M.
Pancreas. 2013 Jul;42(5):807-12.
doi: 10.1097/MPA.0b013e3182773eb6.

Zur Beurteilung der prognostischen Wertigkeit des DNA-Index bei Adenokarzinomen des
Pankreaskopfes wurden im Rahmen einer prospektiven Studie insgesamt 61 Patienten
eingeschlossen, die im Zeitraum zwischen 2000 und 2006 in unserer Klinik eine
Resektion eines Pankreaskopfkarzinoms erhielten. Die Bestimmung des DNA-Index der
kryokonservierten Proben wurde mittels DNA-Image-Zytometrie durchgeflihrt und die
Ergebnisse zusammen mit den Ublichen histopathologischen Parametern mit dem
Patientenlberleben korreliert. Der mediane DNA-Index der gesamten Kohorte betrug 1.9
(1.0 — 2.5), wobei 24.6% der Tumoren einen diploiden Chromosomensatz aufwiesen,
wahrend 75.6% der Tumoren non-diploid waren. Die univariate Uberlebensanalyse zeigte
einen signifikanten Zusammenhang des Patientenlberlebens mit den Faktoren T-
Stadium, Lymphknotenstatus, Lymphangioinvasion und DNA-Index. Die daraufhin
durchgefuhrte multivariate Analyse identifizierte den DNA-Index (p = 0.026) gemeinsam
mit dem Lymphknotenstatus (p = 0.007) als einzige unabhangige prognostischen Marker.
Basierend auf einem optimalen Cut-off-Wert von 2.0 zeigte der DNA-Index zudem eine
hohe pradiktive Wertigkeit fiir ein Uberleben von weniger als 2 Jahren (AUROC = 0.79)
mit einem positiv pradiktiven Wert von 89.7%. Durch eine Kombination der beiden
Faktoren DNA-Index und Lymphknotenstatus konnte eine hoch signifikante Vorhersage
des Patientenlberlebens erreicht werden. Wahrend ein niedriger DNA-Index (< 2.0) in
Kombination mit einem negativen Lymphknotenstatus (NO) ein medianes Uberleben von
47.6 Monaten ermoglichte, zeigten alle anderen Kombinationen deutlich schlechtere
Uberlebensergebnisse. So wurde bei Patienten mit der ungiinstigen Kombination eines
hohen DNA-Index (> 2.0) in Verbindung mit positiven Lymphknoten lediglich ein medianes
Uberleben von 12.5 Monaten dokumentiert.
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2.2.2. DNA-Index als Prognosefaktor des intrahepatischen Cholangiokarzinoms

Publikation 3: DNA index is a strong predictive marker in intrahepatic
cholangiocarcinoma:
Results of a 5-year prospective study.
Kamphues C, Al-Abadi N, Durr A, Bova R, Klauschen F,
Stenzinger A, Bahra M, Al-Abadi H, Neuhaus P, Seehofer D.
Surg Today. 2014 Jul;44(7):1336-42
doi: 10.1007/s00595-013-0701-7

Aufbauend auf den Resultaten der unter Publikation 2 dargestellten Studie wurde in der
vorliegenden Publikation 3 der pradiktive Wert des DNA-Index auch beim
intrahepatischen Cholangiokarzinom (IHC) evaluiert. Im Zeitraum zwischen 2005 und
2011 wurden 65 Patienten, bei denen aufgrund eines IHC eine Leberteilresektion
durchgefiihrt wurde, in die Studie eingeschlossen. Der DNA-Index wurde erneut mittels
Image Zytometrie aus kryokonservierten Proben ermittelt und zusammen mit den
Ergebnissen der Histopathologie mit dem Uberleben korreliert. Der mediane DNA-Index
der gesamten Kohorte wurde mit 1.6 (0.9 — 4.3) gemessen. Die Univarianzanalyse
identifizierte lediglich die Faktoren DNA-Index und T-Stadium als signifikant mit dem
Uberleben korrelierende Parameter, wahrend alle anderen histopathologischen Faktoren
keine prognostische Bedeutung in der Studienkohorte zeigten. Bei einem Cut-off-Wert von
1.4 wurde fir die Patienten mit niedrigem DNA-Index ein 3-Jahres-Uberleben von 64%
errechnet, wahrend die Patienten mit h6herem Index lediglich einen 3-Jahres-Wert von
41% erreichten. Die multivariate Analyse zeigte zudem, dass sowohl der DNA-Index (p =
0.05) als auch das T-Stadium (p = 0.028) auch unabhéngige statistisch signifikante
Faktoren mit dem Uberleben der Studienpatienten verbunden waren. Mit Hilfe des T-Tests
konnten keine signifikanten  Unterschiede im DNA-Index der folgenden
histopathologischen Untergruppen gefunden werden: T1/2 vs. T3/4; NO vs. N1; G2 vs. G3;
LO vs. L1; RO vs. R1; and VO vs. V1. Dies unterstreicht die Unabhangigkeit des DNA-
Indexes von den Ublichen pradiktiven Parametern.
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2.3. Die Rolle des Hedgehog-Signalweges beim biliopankreatischen Karzinom

2.3.1. Einfluss des Hedgehog-Signalweges beim humanen Pankreaskarzinom und
Moglichkeiten der Tumorreduktion durch Signalwegsinhibition

Publikation 4: Combination of hedgehog signaling blockage and chemotherapy
leads to tumor reduction in pancreatic adenocarcinomas.
Bahra M, Kamphues C, Boas-Knoop S, Lippert S, Esendik U,
Schiller U, Hartmann W, Waha A, Neuhaus P, Heppner F,
Pietsch T, Koch A.
Pancreas. 2012 Mar;41(2):222-9.
doi: 10.1097/MPA.0b013e31822896dd

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde die klinische Relevanz des Hedgehog-
Signalweges bei Patienten mit humanem Pankreaskarzinom evaluiert und aufbauend die
Inhibitionsmdglichkeit des Signalweges mit spezifischen Antagonisten in der Zellkultur
sowie im Mausmodell untersucht. Hierzu wurde priméar die Aktivitdt des Hedgehog-
Signalweges Uber eine Expressionsanalyse (RT-PCR) der mRNA der Signalweg-Zielgene
PTCH1 und GLI1 in humanen Pankreaskarzinomproben gemessen. Es zeigte sich eine
deutliche Uberexpression der Zielgene PTCH1 (in 13 von 14 Tumorproben) und GLI1 (in
12 von 14 Tumorproben) im Vergleich zu Normalgewebe. Die im Anschluss durchgeflihrte
Mutationsanalyse (SSCP - single strand conformation polymorphism analysis) im PTCH1
Gen zeigte Einzelnukleotidpolymorphismen, jedoch keine somatische Mutation in den
analysierten Proben, so dass die Aktivierung des Signalweges als potentiell
tumorassoziiert interpretiert wurde. Die Auswirkungen eines Eingreifens in den Signalweg
auf das Tumorwachstum wurden mittels in-vitro-Versuchen evaluiert. Dazu wurde
zunachst eine humane Pankreaskarzinomzelllinie (Capan-1) mit den Signalweginhibitoren
Cyclopamin und GDC-0449 (=Hh-Antag691) behandelt und die Zellproliferation mittels
XTT-Proliferationsassay und 3H-Thymidin-Inkorporationsassay gemessen. Es ergab sich
hierbei flr beide Antagonisten ein wachstumsinhibierender Effekt. Mittels eines GLI-
Luciferase-Assays konnte zudem gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit
Cyclopamin eine dosisabhangige Reduktion der basalen Hedgehog-Aktivitat erreicht
wurde, was eine Verbindung der gezeigten Wachstumsinhibition mit dem Hedgehog-
Signalweg herstellt. Aufbauend auf die Ergebnisse der in-vitro-Versuche wurde im
Anschluss die tumorinhibierende Wirkung von Cyclopamin im Rahmen eines Xenograft-
Mausversuches evaluiert. Hierzu wurden humane Pankreaskarzinomzellen subkutan in

die Flanke von athymen Nackim&usen implantiert. Nach Anwachsen der Tumoren und
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Cyclopamin und/oder Gemcitabine behandelt. Hierbei konnte eine signifikante Reduktion
des Tumorvolumens in den mit Cyclopamin behandelten Gruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe gemessen werden. Die additive Gabe von Gemcitabine ergab zudem

einen synergistischen Effekt in Bezug auf die Tumorgrofie.
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2.3.2. Einfluss des Hedgehog-Signalweges beim humanen Cholangiokarzinom und
Moglichkeiten der Tumorreduktion durch Signalwegsinhibition

Publikation 5: The Hedgehog pathway as a potential treatment target in human
cholangiocarcinoma.
Riedlinger D, Bahra M, Boas-Knoop S, Lippert S, Seehofer D,
Bova R, Sauer IM, Neuhaus P, Koch A, Kamphues C.
J Hepatobiliary Pancreat Sci. 2014 Aug;21(8):607-15
doi: 10.1002/jhbp.107

In einem, weiteren Projekt, welches auf den Arbeiten zum Hedgehog-Signalweg beim
Pankreaskarzinom aufbaut, sollte im Rahmen dieser Versuchsreine Rolle des
Hedgehog-Signalweges im humanen Cholangiokarzinom untersucht werden. Hierzu
erfolgte zunachst die Analyse der Zielgenexpression des Signalweges (SHH, GLI1,
PTCH1) an einem Kollektiv von 50 Patienten, die an unserem Zentrum eine
Leberteilresektion aufgrund eines CCCs erhielten, mittels quantitativer TagMan-Real-
Time-PCR. Es zeigte sich in eine Aktivierung des Signalwegs in einer Subpopulation von
fast 50% aller Patienten, so dass eine weitere Evaluierung des Signalwegs erfolgen
konnte. Hierzu wurden zuné&chst die verfugbaren humanen CCC-Zelllinien TFK-1 und
EGI-1 mittels Luciferase Reporter Assay auf eine Aktivierung des Signalwegs untersucht,
wobei sich eine héhere Aktivitat in der EGI-1 Zelllinie zeigte, welche daher fir die weiteren
Versuche verwendet wurde. In in-vitro Zellversuchen wurde die Mdglichkeit einer
Signalwegsinhibition mittels Cyclopamin und dem synthetischen Smo-Antagonisten BMS-
833923 mittels XTT-Proliferationsassay analysiert. Es zeigte sich vor allem flr die mit
BMS-833923 behandelten Zellen ein signifikanter Abfall der Proliferationsaktivitat
(Reduktion um 89.4% im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe) nach
funftagiger Inkubation. Die behandelten Zellen zeigten zudem eine verringerte Expression
der Hh-Signalweg-Zielgene GLI1 und PTCH1, welche erneut mittels qPCR dargestellt
werden konnte. Aufbauend auf die in-vitro Resultate erfolgte nun wie bereits in der zuvor
prasentierten Arbeit zum Pankreaskarzinom die weiterfliihrende Analyse des Signalwegs
in vivo. Nach Inokulation der EGI-1-Zellen in die Flanke der Nacktmause wurden diese
nach Erreichen der vorgegebenen TumorgrdBe entsprechend der Gruppenzugehdrigkeit
wie folgt behandelt: a) Kontrolle, b) Gemcitabine Monotherapie, ¢) BMS-833923
Monotherapie, d) Gemcitabine + BMS-833923. Die Analyse des Tumorwachstums zeigte
eine signifikante Reduktion des Tumorvolumens in der Gruppe, die mit Gemcitabine +
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initialen Tumorvolumen verzeichneten (Gruppe a: 528%, Gruppe b: 533%, Gruppe c:
413%). In der Expressionsanalyse der Zielgene zeigte sich eine Reduktion der
Signalwegsaktivitat in den mit dem Antagonisten behandelten Gruppen, wobei der Effekt

hier im Vergleich zum Tumorwachstum deutlich geringer ausfiel.
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3. Diskussion

Trotz der insgesamt schlechten Prognose von Patienten mit Karzinomen des
biliopankreatischen Systems wird in vielen Studien eine groRRe Variabilitit der
Uberlebenszeitraume der Patienten beschrieben. Das Erreichen eines Langzeitiiberleben
ist erwiesenermalien fur eine Subpopulation der Patienten méglich, wohingegen andere
Patienten trotz einer kurativen RO-Resektion des Tumors nur unzufriedenstellende
Uberlebenszeiten von weniger als 2 Jahren erreichen [5, 9]. Die Identifikation verlasslicher
prognostischer Parameter zur Selektion von Hochrisikopatienten ist daher von groler
Bedeutung, um Therapieentscheidungen individualisiert treffen zu kodnnen. Mit einer
validen Abschatzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit eines Patienten kénnen
Entscheidungen fir oder gegen eine chirurgische oder chemotherapeutische Therapie

einfacher getroffen werden und somit Giberlebensrelevante Risiken vermieden werden.

Es wird vermutet, dass das Uberleben von Patienten nach operativer Resektion eines
Karzinoms des biliopankreatischen Systems von multiplen Faktoren beeinflusst wird.
Neben immer neuen zellbiologischen Erkenntnissen auf dem Gebiet der Karzinogenese
sollte auch der Einfluss des operativen Eingriffs an sich bertcksichtigt werden. Zahlreiche
Arbeiten konnten belegen, dass Resektionen biliopankreatischer Karzinome in grol3en
Zentren heutzutage sicher durchgefuhrt werden [44-46]. An einem Kollektiv von 428
Patienten, die in unserer Klinik eine Pankreaskopfresektion aufgrund eines Karzinoms
erhielten, wurde eine Mortalitatsrate von 3,2 % dokumentiert, was das geringe
perioperative Sterblichkeitsrisiko, anderer groRer Zentren unterstreicht [44-46]. Aus nicht-
spezialisierten  Kliniken werden jedoch weiterhin nicht selten postoperative
Mortalitdtsraten von mehr als 10% berichtet [47], was die Notwendigkeit der
Zentrenbildung zur Therapie komplexer biliopankreatischer Tumoren bei teilweise
extendierten operativen Eingriffen bekraftigt. Inwieweit auch das Auftreten intra- und
postoperativer Komplikationen, welche nicht zum Tod des Patienten flhren, das
Langzeittiberleben der Patienten beeinflusst, ist bis heute nicht suffizient evaluiert worden.
Zwar konnten frihere Studien postoperative Komplikationsraten von teilweise mehr als
60% nach Pankreaskopfresektionen aufzeigen [48], jedoch werden durch zunehmende
Optimierung der intra- und perioperativen Therapie heutzutage Morbiditatsrate von ca.
30% nach Pankreasresektionen angegeben [49], was gut mit den eigenen Daten korreliert
(chirurgische Komplikationsrate 28,9%). Von den dokumentierten Komplikationen stellten
sich in der eigenen Arbeit etwa 50% als weniger schwerwiegend heraus, wahrend 16,6%
aller Patienten mit einer mindestens drittgradigen Komplikation auffielen. In groR3eren

Fallserien von beispielsweise Kang et al. [50] und Raut et al. [21] konnte gezeigt werden,
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dass schwerwiegende Komplikationen einen negativen Effekt auf das ,Outcome” von
Pankreaskarzinompatienten haben, wobei eine reproduzierbare Standardisierung der

Komplikationen bisher in keiner Studie erfolgte.

Die Klassifizierung der am eigenen Patientengut dokumentierten Komplikationen nach der
etablierten Einteilung nach Clavien und Dindo [28] ermdglicht eine detaillierte
Aufschliisselung der postoperativen Komplikationen sowie eine separate Beurteilung des
Einflusses des Schweregrades der Komplikationen auf das Patiententberleben. Anhand
der eigenen Patienten konnte gezeigt werden, dass ein komplikationsfreier postoperativer
Verlauf mit einem signifikant verlangerten Patienteniiberleben korreliert. Das Auftreten
schwerwiegender Komplikationen (Grad IlI-IV) welche nicht zum Tod des Patienten
gefuhrt haben, ist im Vergleich mit den Patienten ohne schwerwiegende Komplikation mit
einem signifikant kirzeren Uberleben assoziiert (12,4 Monate vs. 16,5 Monate; p = 0,002)
und stellt sowohl in der uni- als auch in der multivariaten Analyse einen starken
prognostischen Faktor dar. In der durchgefiihrten Studie konnte gezeigt werden, dass der
prognostische Einfluss der postoperativen Komplikationen zumindest vergleichbar ist mit
dem in zahlreichen Studien nachgewiesen Einfluss etablierter histopathologischer
Prognoseparameter, wie z.B. dem Grading, R-Status oder Lymphknotenbefall, und somit
in das Gesamtkonzept der Prognosestellung der Patienten mit einbezogen werden sollte.
Zudem erlaubt die vorliegende Arbeit die Schlussfolgerung, dass durch Reduktion der
Komplikationsrate eine Verbesserung im Langzeitiberleben von Patienten mit
biliopankreatischem Karzinom erreicht werden kann, wobei dies zum einen durch
Zentrenbildung zum anderen auch durch weitere Optimierung der perioperativen

MalRnahmen erreicht werden kann.

Welcher Kausalzusammenhang zwischen den postoperativen Komplikationen und dem
Langzeitiiberleben besteht, kann anhand der vorliegenden Studie nicht abschlie3end
beantwortet werden. Es bleibt zu vermuten, dass der verspatete Beginn oder der Verzicht
einer postoperativen Chemotherapie aufgrund perioperativer Komplikationen einen
Einfluss auf das Langzeitiiberleben haben kénnte. Arbeiten zum kolorektalen Karzinom
konnten bereits zeigen, dass postoperative Komplikationen signifikant mit dem Auslassen
der postoperativen Chemotherapie assoziiert sind [51]. Analog dazu zeigt auch die Arbeit
von Merkow et al., in der mehr als 2000 Patienten nach Pankreasresektion analysiert
wurden, dass durch das Auftreten schwerwiegender postoperativer Komplikationen die
Wahrscheinlichkeit, keine adjuvante Chemotherapie zu erhalten, mehr als verdoppelt wird
[52]. Ebenso fiihrten postoperative Komplikationen zu einem signifikant spateren Beginn

der adjuvanten Chemotherapie (70 Tage vs. 52 Tage), wobei eine direkte Verbindung
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zum Patientendberleben in dieser Studie nur vermutet wurde und nicht durch eine
Uberlebensanalyse belegt werden konnte [52]. Obwohl auch in anderen
Pankreaskarzinom-Studien bis zu 10% der in den Behandlungsarm eingeschlossenen
Patienten aufgrund postoperativer Komplikationen keine adjuvante Therapie erhalten
haben [12, 53], bleibt die Schlussfolgerung, dass der Verzicht bzw. der verspétete Beginn
der Chemotherapie wursdchlich fir das schlechtere Patiententiberleben bei
Pankreaskarzinompatienten sei, bisher nicht bewiesen. Bei Patienten mit
Rektumkarzinom stellten Tevis et al. anhand einer retrospektiven Analyse von 355
Patienten hingegen fest, dass postoperative Komplikationen zu einer Verzdgerung des
Chemotherapiebeginns filhren und damit direkt mit einem schlechteren Uberleben
verbunden waren [54]. Weitere Studien sind notwendig um diesen Effekt auch beim
biliopankreatischen Karzinom zu untersuchen und gegebenenfalls auch andere Ursachen

fur den negativen Uberlebenseffekt der postoperativen Komplikationen aufzuzeigen.

Die Prognose eines Patienten mit biliopankreatischen Karzinom wird einerseits somit vom
klinischen Verlauf beeinflusst, andererseits ist davon auszugehen, dass auch
tumorbiologische Aspekte interindividuelle Unterschiede im Patientenergebnis bewirken.
Wahrend die standardhistopathologischen Parameter, wie z.B. der R-Status, in erster
Linie das operative Ergebnis beurteilen, ist eine Aussage zur eigentlichen Tumorbiologie
durch diese Faktoren nicht mdglich. Zahlreiche Studien beschaftigen sich daher schon
seit langem mit biologischen Aspekten der Tumorzellen, mit denen die tumorspezifische
Aggressivitdt dargestellt werden soll. Ein aussagekraftiger Aspekt in diesem
Zusammenhang konnte der DNA-Gehalt der Tumorzelle darstellen. Seit den ersten
Studien von Weger et al. Ende der 80er Jahre ist bekannt, dass Anderungen im DNA-
Gehalt mit einer vermehrten Inzidenz maligner Erkrankungen einhergehen [29]. Mehrere
Studien, wie z.B. von Porschen et al. [55] und Bottger et al. [56], konnten auch fir das
Pankreaskarzinom mittels Durchflusszytometrie  zeigen, dass ein diploider
Chromosomensatz in der Tumorzelle mit einem signifikant besseren Uberleben assoziiert
ist im Vergleich mit aneuploiden Malignomen. Im Gegensatz hierzu gelang es einigen
Studien jedoch nicht, einen pradiktiven Effekt der DNA-Ploidie nachzuweisen, so dass der
Einfluss der DNA-Ploidie auf das Patiententiberleben bisher kontrovers diskutiert wurde
[57, 58]. Die Entwicklung neuer diagnostischer Methoden (DNA Image Zytometrie,
Untersuchung von Frischgewebe), welche sich in der neueren Vergangenheit gegeniber
der gebrauchlichen Durchflusszytometrie paraffin-eingebetteter Proben als Uberlegen
erwiesen haben, ist jedoch in den letzten Jahren wieder vermehrt die mdgliche

prognostische Wertigkeit der DNA-Ploidie in den Fokus gerickt. Alanen et al. konnte in
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einer Studie an Pankreaskarzinomzellen zeigen, dass der DNA-Index der DNA-Ploidie in
der pradiktiven Wertigkeit Uberlegen ist, was durch die vorliegende Studie bestatigt
werden kann [59]. Anhand des eigenen hier dargestellten Kollektives zeigt sich, dass der
DNA-Index in der univariaten Uberlebensanalyse einen hochsignifikanten pradiktiven
Faktor beim Adenokarzinom des Pankreaskopfes darstellt (p = 0,008), wahrend die DNA-
Ploidie keine statistisch signifikante Wertigkeit erreicht (p = 0,099). In der multivariaten
Analyse der eigenen Arbeit wird zudem deutlich, dass neben dem DNA-Index nur noch
der Lymphknotenstatus einen unabhangigen prognostischen Marker darstellt, wéhrend
alle anderen histopathologischen Parameter keinen Einfluss auf das Uberleben der
Patienten hatten. Weiterhin konnte in der Studie keine Korrelation zwischen DNA-Index
und den histopathologischen Faktoren detektiert werden, was den DNA-Index als neuen

unabhangigen prognostischen Marker bestatigt.

Zudem erlaubt eine Kombination des DNA-Index mit dem ebenfalls signifikant pradiktiven
Lymphknotenstatus eine weitere Optimierung der pradiktiven Wertigkeit. Patienten mit
niedrigem DNA-Index (< 2,0) und gleichzeitig negativen Lymphknotenstatus (NO)
erreichten dementsprechend ein deutlich langeres Uberleben als Patienten mit hohem
DNA-Index und positivem Lymphknotenbefall (47,6 Monate vs. 12,5 Monate). Der DNA-
Index konnte somit als sinnvoller Parameter bei der Identifizierung von
Hochrisikopatienten beim Pankreaskarzinom miteinbezogen werden und Dbei
Behandlungsentscheidungen eine sinnvolle Rolle spielen, wie dies bei anderen
Malignomen bereits in der Praxis der Fall ist. Susini et al. konnten beispielsweise an
einem Kollektiv von 174 Endometriumkarzinompatientinnen mittels DNA-Ploidie
Hochrisikopatienten unter Patienten mit gleichem Tumordifferentierungsgrad identifizieren
[33]. Auch bei der Selektion von Transplantationskandidaten unter Patienten mit
hepatozellularem Karzinom in Zirrhose konnte der DNA-Index bereits als sinnvoller

prognostischer Marker teilweise etabliert werden, wie die Arbeit von Jonas et al. [32] zeigt.

Obwohl Leber und Pankreas grundsatzlich als unabhangig voneinander betrachtet
wurden, zeigen aktuelle Studien zuletzt eine enge histopathologische und
entwicklungsbiologische Beziehung zwischen Pankreas- und Gallengangskarzinom [60-
62]. Ahnlichkeiten im Expressionsverhalten entwicklungsrelevanter Proteine lassen auf
einen gemeinsamen Ursprung des duktalen Pankreaskarzinoms sowie des hiléaren
Gallengangskarzinoms schlieBen [62]. Parallelen bei der Expression bestimmter
Transkriptionsfaktoren (PDX1, HES1, SOX9, SOX17) sowie in der Ausbildung von
Immunophéanotypen unterstiitzen diese These [61]. Auch klinisch zeigen beide Tumoren

in Bezug auf Wachstum und Prognose ahnliche Muster, so dass die in der Arbeit
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adressierte Fragestellung fur beide Karzinome des biliopankreatischen Systems

untersucht wurde.

Aufbauend auf die dargestellte Studie beim Pankreaskarzinom wurde daher auch die
prognostische Wertigkeit des DNA-Index beim intrahepatischen Cholangiokarzinom
evaluiert. In der ebenfalls prospektiven Studie gelang auch hier der Nachweis einer hohen
pradiktiven Aussagekraft des DNA-Index. Sowohl in der uni- als auch in der multivariaten
Analyse der vorliegenden Daten zeigte sich lediglich fur die Parameter T-Stadium und
DNA-Index eine statistische Signifikanz, wobei auch hier eine Korrelation von DNA-Index
und histopathologischen Parametern ausgeschlossen werden konnte. Die bereits zuvor
fur das Pankreaskarzinom gezogene Schlussfolgerung, dass der DNA-Index als
unabhangiger pradiktiver Marker in die Therapieentscheidungen miteinbezogen werden
sollte, kann somit auch auf das intrahepatische Cholangiokarzinom ausgedehnt werden.
Obwohl in der Vergangenheit kleinere Fallserien bereits einen Einfluss der DNA-Ploidie
auf das Tumorwachstum auch bei Gallengangstumoren vermuten liel3en [63, 64], stellt die
vorliegende Studie die erste prospektiv durchgeflhrte Studie zur prognostischen
Wertigkeit des DNA-Index unter Verwendung der DNA Image Zytometrie dar. Neben den
bereits genannten Vorteilen des DNA-Index bei der Prognoseermittlung von Patienten mit
biliopankreatischem Karzinom kann die Probengewinnung zudem nicht ausschlielich
intraoperativ. sondern  auch  durch radiologisch-gestitzte ~ Punktion  bzw.
Feinnadelaspirationsbiopsie erfolgen. Bergquist et al. gelang aul’erdem die
Ploidieanalyse anhand von Proben, die durch Birstenzytologie im Rahmen einer ERCP
gewonnen werden konnten [65], so dass der DNA-Index somit, im Gegensatz zu den
meisten histopathologischen Parametern, bereits praoperativ ermittelt werden kann und
das Ergebnis somit in die Entscheidung Uber eine mdgliche Resektion mit einbezogen
werden konnte. Der DNA-Index stellt somit sowohl fir das Pankreas- als auch fiir das
Gallengangskarzinom einen potentiellen pradiktiven Marker dar, der den meisten
histopathologischen Parametern Uberlegen erscheint und bereits in der préoperativen
Entscheidungsfindung hilfreich sein kdnnte. Eigene Untersuchungen weisen zudem auf
eine mogliche Rolle des DNA-Index bei der Malignitatseinstufung der intraduktalen
papilaren muzindsen Neoplasie (IPMN) des Pankreas hin, sodass weitere
Untersuchungen gegebenenfalls noch eine Ausweitung des Anwendungsgebietes des

DNA-Index ermdglichen kdnnten.

Diese aus den Ergebnissen der eigenen Studien gezogenen Aussagen kdnnten in beiden
Studien durch jeweils relativ kleine Patientenzahlen in Ihrer Aussagekraft limitiert sein.

Zudem ist die Vermutung, dass sich der DNA-Index eines Karzinoms im Laufe einer
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Erkrankung nicht veréndert, bisher in keiner Studie evaluiert worden. Beide Studien
lassen daher zwar den DNA-Index als mdgliches prognostisches Werkzeug sinnvoll
erscheinen, grollere Studien zur Bestatigung der hier erzielten Ergebnisse und

Etablierung des DNA-Index erscheinen jedoch sinnvoll.

Bei der Suche nach alternativen Therapieoptionen von Karzinompatienten ist der Fokus in
den letzten Jahren zunehmend auf an der Karzinogenese beteiligte intrazellulare
Signaltransduktionswege gerichtet worden. Wahrend die Beteiligung einiger Signalwege
an der Entstehung maligner Tumoren bereits belegt ist und durch ein medikamenttses
Eingreifen im Signalwegsablauf zielgerichtete Therapiekonzepte etabliert wurden (z.B.
KRAS beim Kolonkarzinom), ist die Rolle des Hedgehog-Signalwegs bei Karzinomen des
biliopankreatischen Systems derzeit noch nicht abschliel3end geklart. Aufbauend auf die
Ergebnisse der Studien von Thayer et al. [39] sowie Morton et al. [40], die einen direkten
Zusammenhang zwischen einer Aktivierung des Hh-Signalwegs und der Entstehung von
Pankreaskarzinomen vermuten liel3en, konnte auch in der eigenen Arbeit an humanen
Pankreaskarzinomzellen eine Uberexpression der Signalwegszielgene PTCH1 und GLI1
gezeigt werden, was auf eine Aktivierung des Signalwegs schlieRen liel3. Aufgrund der
Beteiligung des Hh-Signalwegs bei der Entstehung humaner Malignome haben zahlreiche
Studien in der Vergangenheit die Mdoglichkeit einer Signalwegsinhibition als
therapeutisches Konzept untersucht. Das steroidale Alkaloid Cyclopamin, welches aus
der californischen Kornlilie gewonnen wird, zeigte durch eine Inhibition des G-Protein
gebundenen Signalwegrezeptors Smoothened (Smo) eine antitumordse Wirkung bei
verschiedenen Tumoren [37, 41, 66]. Auch der inhibitorische Effekt synthetisch
hergestellter Hh-Antagonisten, wie z.B. IPI-926, Hh-Antag-691, BMS-833923 etc., wird
derzeit an einer Reihe von Tumoren evaluiert [42, 43, 67-70]. In der vorliegenden Arbeit
konnte in vitro gezeigt werden, dass durch eine Inhibition des Hh-Signalwegs durch
Cyclopamin sowie durch den synthetischen Smo-Antagonisten Hh-Antag-691 eine
Wachstumsinhibition von Pankreaskarzinomzellen erzielt werden konnte. Dies bestatigt
unter anderem die Ergebnisse von Feldmann et al., welchem der Nachweis gelang, dass
durch Cyclopamin eine Inhibition der Tumorinvasion und -metastasierung in
Pankreaskarzinomzelllinien mdglich ist [41]. Aufbauend auf die erfolgversprechenden in
vitro Versuche wurde in der vorliegenden Arbeit im Rahmen eines Xenograft-
Mausmodells die antitumordése Wirkung des Hh-Antagonisten Cyclopamin evaluiert. Es
zeigte sich eine signifikante Reduktion des Tumordiameters bei den mit Cyclopamin
behandelten Mausen, wobei eine Verstarkung des Effektes durch die additive Gabe von

Gemcitabine erzielt werden konnte. Dies unterstreicht erneut die Ergebnisse der
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Arbeitsgruppe von Feldmann et al, welche im transgenen Mausmodell einen
Uberlebensvorteil durch Hh-Inhibition bei bestimmten Pankreaskarzinomzelllinien
aufzeigen konnten [41]. Olive et al. beobachteten zudem eine synergistische Wirkung
eines Hh-Antagonisten (IP1-926) mit dem Standardchemotherapeutikum Gemcitabine im
Pankreaskarzinom-Mausmodell [42]. Dieser Effekt konnte durch eine verbesserte
intratumorale Perfusion und somit eine erhdhte lokale Gemcitabine-Konzentration
ausgelost durch eine Verringerung des intratumoralen Stromas durch die Hh-Inhibition
begriindet werden. Dieser Erklarung widersprechen allerdings aktuelle Studien, welche
einen direkten und indirekten proangiogenetischen Effekt des Hh-Signalwegs in malignen
Pankreastumoren zeigen konnten [71, 72], so dass die Ursache des auch in der

vorliegenden Studie beschriebenen klinischen Effekts unklar bleibt.

Die vorliegende Arbeit lasst auf eine mogliche Bedeutung des Hh-Signalwegs in der
Karzinogenese des Pankreaskarzinoms schlieRen. Weitere Untersuchungen zur
Bestatigung und Vertiefung der dargestellten Ergebnisse sind allerdings notwendig, um
gegebenenfalls neue Therapiekonzepte fir Patienten mit Pankreaskarzinomen zu

etablieren.

Wahrend zahlreiche Arbeiten die Rolle des Hh-Signalwegs beim Pankreaskarzinom
untersuchen, ist bisher Uber eine mogliche Beteiligung des Signalwegs an der
Karzinogenese von Cholangiokarzinomen wenig bekannt. Erste Studien lie3en eine
mdgliche Rolle des Hh-Signalwegs auch bei der Entstehung primérer Leberzellkarzinome
vermuten [73, 74], ausgiebige Untersuchung hierzu stehen derzeit jedoch noch
weitestgehend aus. In  der vorliegenden  Arbeit wurde an  humanen
Gallengangskarzinomzellen (EGI-1) die Hh-Aktivitat mittels Zielgenexpressionsanalyse
(gPCR) ermittelt. Es zeigte sich, dass in einer Subpopulation von ca. 50% aller Patienten
eine Aktivierung des Signalwegs vorlag. Die Ergebnisse der bisher einzigen ebenfalls zu
diesem Thema veréffentliche Arbeit von El-Khatib et al. [69] bestétigen eine Aktivierung
des Signalwegs beim Cholangiokarzinom, wobei der Anteil der Population mit aktiviertem
Signalweg mit 89% dort sogar noch grof3er angegeben wurde. In den auf diesen
Erkenntnissen aufbauenden eigenen Zellversuchen wurde eine Inhibition des
Zellwachstums durch die Hh-Antagonisten Cyclopamin sowie BMS-833923 gezeigt, wobei
die in den behandelten Zellen ermittelte Zielgenexpressionsreduktion auf einen direkten
antiproliferativen Effekt der Smo-Antagonisten auch beim humanen Gallengangskarzinom
schliel3en lasst. Da komplexe interagierende Effekte des Tumors mit dem umgebenden
Stroma im Rahmen von Zellkulturversuchen nicht ausreichend erfasst werden kdnnen,

erfolgte auch hier die Evaluierung des Effektes einer Hh-Inhibition auf das

64



Tumorwachstum im Rahmen eines Xenograft-Mausversuches. In der Analyse der
TumorgroBe zeigte sich ein signifikanter Effekt der Kombinationstherapie aus BMS-
833923 und Gemcitabine. Wahrend der Tumor der anderen Gruppen am Ende des
Beobachtungszeitraums auf ein Vielfaches im Vergleich zum Beginn der Behandlung
anwuchs (Kontrolle 528%; Gemcitabine Monotherapie 533%; BMS-833923 413%), zeigte
die mit der Kombinationsgruppe behandelte Gruppe ein deutlich reduziertes
Tumorvolumen (32%). Analog zur vorher dargelegten Studie zum Pankreaskarzinom
konnte durch die eigenen Daten auch beim Gallengangskarzinom ein synergistischer
Effekt von Hh-Inhibition und Gemcitabine nachgewiesen werden. Die Expressionsanalyse
der aus den Tumorproben gewonnenen Zielgene ergab einen leichten Rickgang in den
mit Antagonist behandelten Gruppen, die Effekte waren jedoch im Vergleich zur
Tumorregression als eher gering einzustufen und kénnen den klinischen Effekt nicht in
ausreichendem Mal erklaren. Die Grinde fur dieses Phanomen, welches auch bei
Untersuchungen des Hh-Signalwegs beim Pankreaskarzinom bereits beschreiben wurde,
koénnten in der Komplexitat der Signalwege liegen, welche in Thren Zusammenhéangen bis
dato nicht ausreichend geklart sind. Zum einen kénnte die Expression der im Rahmen der
Studien ausgesuchten Zielgene auch durch andere Signalwege, wie beispielsweise den
ras-, EGFR- oder Notch-Signalweg beeinflusst werden. Alle genannten Signalwege
nehmen Schlisselpositionen bei der Zellentwicklung ein und weisen zahlreiche bisher
noch unklare Interaktionen sowie gemeinsame Transkriptionsfaktoren auf [75, 76]. Zum
anderen ndhren neuere Studien den Verdacht einer parakrinen nicht-kanonischen Hh-
SignalUbertragung, welche Uber noch unbekannte Mechanismen die Karzinogenese
verschiedener Karzinome auch auf3erhalb der bekannten Signakaskaden beeinflussen
konnten [77-79].

Beide vorliegenden Untersuchungen zur Rolle des Hh-Signalwegs beim Karzinom des
biliopankreatischen Systems unterstreichen eine mogliche Beteiligung des Signalwegs an
der Karzinogenese. Die Mdaglichkeit der Inhibition des Signhalwegs mittels nattrlich
vorkommenden oder synthetischen Antagonisten konnte in vitro und in vivo gezeigt
werden, wobei der klinische Effekt allein mit der Inhibition der Zielgeneexpression nicht zu
erklaren war. Zudem konnten beide Studien den synergistischen Effekt der Hh-Blockade

in Kombination mit Gemcitabine in Bezug auf das Tumorwachstum bestétigen.

In ersten klinischen Phase-I-Studien fur die Behandlung von Pankreaskarzinompatienten
konnte am Patienten gezeigt werden, dass die Smo-Antagonisten GDC-0449 sowie IPI-
926 generell eine gute Vertraglichkeit mit minimalen Nebenwirkungen fiir die Patienten

aufweisen [80, 81]. Vorlaufige Ergebnisse einer Studie von Stephenson et al.

65



prasentierten bei einer Kohorte von 15 metastasierten Pankreaskarzinompatienten, die
mit einer Kombinationstherapie aus Gemcitabine und IP1-926 behandelt wurden, keine
hohergradigen Nebenwirkungen sowie Medikamenteninteraktionen. Zudem zeigte sich fur
3 von 9 Patienten mit einer bildgebenden Verlaufskontrolle eine partielle Response auf die
Therapie [81]. Aufbauend auf dem mehrfach beobachteten synergistischen Effekt von Hh-
Inhibition und Gemcitabine, welcher auch in den vorliegenden Studien nachgewiesen
wurde, analysieren aktuelle Phase-I-Studien die Vertraglichkeit und Durchfiihrbarkeit eine
Kombinationstherapie aus Hh-Antagonist und Gemcitabine mit innovativen Zytostatika,
wie beispielsweise Nab-Paclitaxel. Trotz der vielversprechenden Ergebnisse gelang es
bisher keiner klinischen Studie, einen sicheren Behandlungserfolg durch die Inhibition des
Hedgehog-Signalwegs an einem grol3en Patientenkollektiv zu belegen, so dass der Weg

aus dem Labor in die Klinik noch nicht abgeschlossen ist.

Die vorliegenden Ergebnisse der eigenen Untersuchungen unterstitzen jedoch die
Schlussfolgerung, dass weitere molekulargenetische Studien sinnvoll sind, um die
Komplexitdt der an der Karzinogenese des biliopankreatischen Karzinoms beteiligten
Sighalwege weiter aufzuschlisseln. Eine mdgliche Therapiekonsequenz kdnnte hieraus

zumindest fur eine Subgruppe der Patienten mit biliopankreatischem Karzinom entstehen.

Gemeinsam mit einer individualisierten Therapie auf dem Boden einer optimierten
Prognosestellung der Patienten durch die in den eigenen Studien vorgestellten
Parameter, kdnnte ein zielgerichtetes Eingreifen in den Hedgehog-Signalweg einen
positiven Effekt auf das Uberleben von Patienten mit biliopankreatischem Karzinom haben

und somit die nach wie vor schlechte Prognose der Patienten verbessern.
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4. Zusammenfassung

Aufgrund der weiterhin unzufriedenstellenden Prognose von Patienten mit Karzinomen
des biliopankreatischen Systems ist die Suche nach Mdglichkeiten zur ,Outcome”-
Verbesserung essentiell. Durch die Identifikation von Hochrisikopatienten sowie Patienten
mit besonders ginstiger Prognose wird eine inidividualisierte Therapie mit Reduzierung
der Risiken fur den Patienten mdglich. Der Suche nach verlasslichen pradiktiven
Parametern kommt daher in diesem Kontext eine grol3e Bedeutung zu. In den
vorliegenden Arbeiten konnten unterschiedliche prognostische Marker basierend auf
klinischen und zellbiologischen Untersuchungen identifiziert und daraus resultierende

madgliche Therapieoptionen aufgezeigt werden.

Bei der Abschéatzung des Patiententberlebens sollte der Einfluss des operativen
Eingriffes an sich dabei nicht vernachlassigt werden. In der vorgelegten Studie zum
Einfluss der postoperativen Komplikationen auf das Langzeitiiberleben von Patienten mit
Pankreaskarzinom konnte deutlich gezeigt werden, dass das Auftreten schwerwiegender
Komplikationen, selbst wenn diese nicht unmittelbar zum Tod des Patienten fihren, ein
hochsignifikanter und unabhéangiger Parameter fiir das Langzeitiiberleben ist, welches in
der préadiktiven  Wertigkeit der Mehrheit der standardmafRig erhobenen
histopathologischen Parameter Uberlegen erscheint. Das Risiko, welches durch die
Operation an sich eingegangen wird, sollte daher unbedingt minimiert und bei

Therapieentscheidungen berlcksichtigt werden.

Weiterhin konnten die vorliegenden Arbeiten zur DNA-Ploidie den DNA-Index als
ebenfalls hochsignifikanten pradiktiven Parameter sowohl fir das Pankreas- als auch fur
das intrahepatische Gallengangskarzinom bestatigen. In beiden Studien gelang durch die
Bestimmung des DNA-Index die Identifikation von Hochrisikopatienten, was im Rahmen
von Therapieentscheidungen von groRRer Wichtigkeit sein kdnnte. Bestarkt wird diese
Theorie zudem durch die Tatsache, dass in beiden Féllen der DNA-Index bereits
praoperativ aus einer Tumorprobe ermittelt werden kann. Die praoperative Abschatzung
der Tumorbiologie kénnte daher auch bei der Entscheidung Uber ein operatives Vorgehen

mit den damit verbundenen Risiken mitberlcksichtigt werden.

Auf der Suche nach verbesserten therapeutischen Moglichkeiten ist neben der validen
Pradiktion auch die Analyse spezifischer intrazellularer Signaltransduktionswege, welche
bei der Karzinogenese verschiedener Tumoren eine Rolle spielen, von groRer Bedeutung.
Der Hedgehog-Signalweg wurde in den dargelegten Studien sowohl fir das Pankreas- als

auch fur das Gallengangskarzinom beleuchtet. Es zeigte sich eine Aktivierung des
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Signalwegs bei relevanten Subpopulationen der jeweiligen Gruppe. Durch in vitro und in
vivo Versuche konnte zudem gezeigt werden, dass eine Inhibition des Signalwegs mittels
natirlich vorkommender oder synthetischer Antagonisten mdglich ist und zum
verringerten Zell- bzw. Tumorwachstum fuhrt. Obwohl die komplexen Zusammenhénge
der Signalwege durch die vorliegenden Studien nicht abschlielend geklart werden
kénnen, kann der Schluss gezogen werden, dass ein Eingreifen in den Hh-Signalweg bei
Karzinomen des biliopankreatischen Systems mdglich ist und dadurch gegebenenfalls ein
maglicher Ansatzpunkt flr therapeutische Alternativen entstehen kann. Weitere Studien

zum Verstandnis der komplexen Signalwege sind dafir allerdings notwendig.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Arbeiten verlassliche sowohl auf Kklinischen
als auch auf zellbiologischen Untersuchungen basierende pradiktive Marker, welche in
der Entscheidung Uber die Therapie von Patienten mit biliopankreatischem Karzinom mit
einbezogen werden sollten. Mdogliche therapeutische Konsequenzen hieraus sind
theoretisch moglich, wobei die Auswirkungen einer validen Pradiktion auf das
Patientenoutcome erst noch in weiteren Studien analysiert werden muss. Zudem
unterstreichen die gezeigten Studien die Rolle des Hedgehog-Signalwegs bei der
Karzinogenese des biliopankreatischen Karzinoms und lassen weitere Untersuchungen

Zu einer zielgerichteten Therapie sinnvoll erscheinen.
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