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1 Einleitung 

1.1 Der Urokinaserezeptor 

1.1.1 Grundlagen 

„Ein Gewebe ist ein Verband aus gleichartig differenzierten Zellen, die durch 

Interzellulärkontakte und Extrazellulärmatrix zusammengehalten werden.“ 

(Lüllmann-Rauch 2012, S.99) 

 

Die obige Begriffsbestimmung vereinfacht die Einordnung des Urokinaserezeptors 

(urokinase plasminogen activator receptor, uPAR) in den vielschrittigen Prozess des Übergangs 

von gesundem Gewebe in eine komplexe Pathologie wie das Pankreaskarzinom. 

Grundsätzlich ist intaktes Gewebe durch einen ausgeglichenen Zellumsatz gekennzeichnet, 

es halten sich also Wachstum bzw. Vermehrung von Zellen und Zelltod die Waage (Rheem 

und Thompson 2000). Wenn man einen Tumor als eine unkontrollierte Vermehrung 

anormaler Körperzellen betrachtet, wird deutlich, dass Störungen der oben beschriebenen 

Wesenszüge des gesunden Gewebes die Folge sind. 

Mit dem Begriff „differenziert“ meint man letztlich die geordnete Regulation der Gene 

einer Zelle, die dann in eine selektive Expression von Proteinen mündet. Die Loslösung 

von dieser Regulation ist ein zentrales Charakteristikum von Tumorzellen und mündet 

beispielsweise in deren autonomes Wachstum, wenn Gene dereguliert sind, die Prozesse 

des Zellwachstums oder Zellunterganges steuern. Wechselbeziehungen einer Zelle im 

Sinne von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten beeinflussen diese Regulation. Die 

Extrazelluläre Matrix (EZM) ist demnach nicht nur ein strukturgebendes Element, sondern 

für die Funktionen von Zellen von zentraler Bedeutung. Eine vereinfachte schematische 

Darstellung zur Einordnung der Begrifflichkeiten liefert Abbildung 1. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Extrazellulären Matrix (EZM) 

Quelle: Abbildung erstellt durch F. Fuchs (Darstellungsinhalte teilweise angelehnt an Gonias und Hu 2015, 

Creative Commons- Lizenz) 

Schematische Darstellung der EZM mit Unterscheidung von vier Dimensionen (Kästen a,b,c,d) zur 

grundsätzlichen Einordnung des uPAR. Klassischerweise besteht die EZM vereinfacht aus drei 

Komponenten: Grundsubstanz [GS], Faserproteine [F] und Adhäsionsproteine [A]. Die 

Grundsubstanz ist ungeformt und besteht aus Molekülen, die Wasser in der EZM binden. 

Faserproteine sind die strukturgebende geformte Komponente. Adhäsionsproteine vernetzen die 

geformten und ungeformten Komponenten und ermöglichen über Adhäsionsrezeptoren der Zellen 

Zell-Matrix-Beziehungen 

 

a - Grundsubstanz der EZM, insbesondere Glykosaminoglycane (GAG) und Proteoglycane (PAG); b 

- Grundsubstanz mit Faserproteinen, z. B. kollagene Fasern, elastische Fasern oder retikuläre Fasern; 

c - Grundsubstanz mit Adhäsionsprotein, z. B. Fibronektin, Laminin, Vitronektin; Adhäsionsproteine 

können mit Faserproteinen interagieren; d – Zell-Matrix-Beziehungen, eine Zelle [Z] mit Zellkern [Zk] 

und Zellmembran [Zm], sowie unterschiedlichen Zellrezeptoren [Zr1-4] und potentiellen EZM-

Interaktionsmustern; [Zr1] als Rezeptor ohne intrazelluläre Domäne (z. B. uPAR) mit 

Bindungsstelle für extrazelluläre Moleküle; [Zr2] als inaktiver Transmembranrezeptor; [Zr3] als 

aktiver Transmembranrezeptor (z. B. Integrin) in Interaktion mit EZM-Faserproteinen und 

konsekutiv intrazellulärem Effekt [Zis]; [Zr4] Adhäsionsrezeptor in Interaktion mit 

Adhäsionsprotein (z. B. Integrin und Vitronektin) mit konsekutivem intrazellulärem Signal [Zis]     
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Für die Dynamik der Ab- und Umbauprozesse der EZM sind unter bestimmten 

Bedingungen (z. B. Wundheilung, Organwachstum) Enzyme erforderlich, die die Elemente 

der EZM spalten können und so in der Folge eine Restaurierung ermöglichen. 

Gewebsumbauten sind in der Regel zeitlich limitiert, sodass die Regulation der 

betreffenden Enzyme in einem System stattfinden muss, das die Initiation und Termination 

der enzymatischen Aktivität gleichermaßen bewältigen kann. Wie in Abbildung 1 

nahegelegt wird, kann eine Zelle z. B. über die Expression bestimmter Rezeptoren auf die 

EZM Einfluss ausüben und ihrerseits durch Moleküle der EZM reguliert werden. 

Für die Situation einer Ausbreitung von Tumorzellen ist diese Matrixdegradation ebenfalls 

notwendig (Danø et al. 1999) . Insofern ist es naheliegend, dass entartete Zellen die 

physiologischen Mechanismen des Matrixabbaus nutzen, insbesondere wenn es um 

Kennzeichen der Malignität, wie Invasion, Destruktion oder Metastasierung geht. 

Im Zusammenhang mit der Frage, welche Enzyme hier konkret eine Rolle spielen, steht die 

Regulation der Serinprotease Plasmin. Die proteatische Überführung des Plasmins aus der 

Vorstufe Plasminogen durch die Plasminogenaktivatoren stellt die Aktivierung des 

Schlüsselenzyms für extrazelluläre Umbauprozesse dar (Baricos et al. 1995). Unter anderem 

ist der uPAR bei dieser Regulation von besonderer Bedeutung.  

Der uPAR ist als membranständiges Element der Plasminregulation erstmalig 1985 an 

menschlichen Monozyten beschrieben worden, also an Zellen, die den Blutkreislauf 

verlassen und in andere Gewebe einwandern können (Vasalli et al. 1985). Kurze Zeit 

darauf wurde uPAR an menschlichen Tumorzellen nachgewiesen (Nielsen et al. 1988) und 

die zentrale Bedeutung der Plasminaktivität bei vielen pathologischen Mechanismen führte 

dazu, dass die strukturellen und funktionellen Zusammenhänge bis heute Gegenstand 

intensiver Forschung sind. 

1.1.2 Strukturelle Aspekte 

Der uPAR ist ein glykosyliertes Polypeptid, das in der Membran der Zellen verschiedener 

Organsysteme vorkommt. Durch einen Lipidanker (Glykosylphosphatidylinositol (GPI) -

Anker) ist das extrazelluläre Glykopeptid kovalent mit der Lipiddoppelschicht der 

Zellmembran verknüpft. Nach Abschluss der posttranslationalen Modifikation besteht es 

aus 283 Aminosäuren bei einem Molekulargewicht zwischen 50 und 60 kDa, je nach Grad 

der Glykosylierung. Eine zytosolische Domäne gibt es nicht (Kjaergaard et al. 2008). 

Strukturell lässt es sich somit als integrales Typ-VI-Membranprotein bezeichnen (vgl. 

hierzu Rassow 2012). Funktionell sind verschiedene Interaktionen mit Strukturen der EZM 

beschrieben. In erster Linie ist der Rezeptor Bestandteil des Urokinase-Plasminogen-

Aktivator-Systems (uPAS) und so für die Regulation der Aktivität der Peptidase Plasmin 

mitverantwortlich. Neben dem uPAR werden zu diesem Regulationssystem der 
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Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA), die Inhibitoren der 

Plasminogenaktivatoren, also der Plasminogenaktivator-Inhibitor (PAI) 1 und der PAI 2, 

sowie das alpha-2-Antiplasmin gezählt (Smith und Marshall 2010). 

Zentrales Korrelat für die Bindung seines wichtigsten Liganden uPA ist die räumliche 

Anordnung der drei funktionellen Domänen des Rezeptors (Huai et al. 2006). Alle 

Domänen enthalten ein charakteristisches topologisches Motiv, die sogenannte Drei-Finger 

Faltung oder three-fingered protein domain fold (TFPDF). Die Polypeptidkette ist dabei in 

mehreren ß-Ketten organisiert, die sich durch starke Disulfidbindungen zu drei großen 

Schleifen anordnen. Übertragen auf das namengebende Bild dieses Motivs erinnern die 

Schleifen an drei Finger, an deren Basis wie eine Handfläche ein hydrophober Raum 

entsteht (Galat et al. 2008). Ein Großteil der ß-Ketten aller drei Domänen lagert sich zu 

einem einzigen zentralen ß-Faltblatt zusammen und so entsteht eine Tertiärstruktur, die 

treffend als Croissant-ähnlich beschrieben wurde (Kjaergaard et al. 2008). Die konkave 

Seite stellt eine hydrophobe Senke dar, die einen Bindungspartner beinahe zu umschließen 

vermag. Kjaergaard et al. sehen hierin z. B. die Ursache für die vergleichsweise hohe 

Bindungsaffinität der uPA-uPAR-Interaktion und leiten unter anderem auch die Fähigkeit 

des Rezeptors, einen beständigen Komplex mit seinem Liganden zu bilden, aus dieser 

Tertiärstruktur ab. 

Der GPI-Anker macht den uPAR membranständig und die funktionellen Aspekte sind in 

der Regel im Zusammenhang mit der Zelloberfläche beschrieben (Blasi und Sidenius 2010). 

Allerdings gibt es auch die lösliche Variante des uPAR, die als soluble uPAR (suPAR) auch 

im Blut nachweisbar ist. Erstmalig aufgefallen ist diese Variante in vitro, durch gezielte 

enzymatische Spaltung des GPI-Ankers (Ploug et al. 1991). Hinsichtlich der klinischen 

Relevanz steht suPAR vor allem als potenzieller Blutmarker für entzündliche Prozesse zur 

Diskussion (Thunø et al. 2009). Auch bei Tumoren lassen sich regelhaft erhöhte suPAR-

Werte in vivo nachweisen, insbesondere bei fortgeschrittenen Tumorstadien (Gao et al. 

2001). Beim Pankreaskarzinom sind die Publikationen zur prognostischen Relevanz einer 

genetischen uPAR-Amplifikation (Hildenbrand et al. 2009) mit den erhöhten suPAR-

Werten im Urin von Pankreaskarzinompatienten (Sorio et al. 2011) vereinbar. 

Das Gen für den uPAR trägt den Namen PLAUR und liegt in der Region 19q13 (Børglum 

et al. 1992). Die Genexpression hängt stark von der betrachteten Zelle ab. U. a. an 

Monozyten konnte die Möglichkeit nachgewiesen werden, die uPAR-Expression kurzfristig 

zu erhöhen, etwa wenn die Zelle aktiviert wird (Min et al. 1992). In einer anderen Arbeit 

wurde die uPAR-Expression in gesunden Mausorganen mit uPAR-Knockout-Mäusen als 

Kontrollgewebe verglichen. Auch hier zeigte sich zwischen den Organen, aber auch 

innerhalb der Organe selbst ein unterschiedliches Expressionsmuster, wobei die 

Schlussfolgerung gezogen werden konnte, dass insbesondere solche Gewebe viel uPAR 

exprimierten, die einen hohen Gewebeumsatz aufwiesen (Solberg et al. 2001). Die 
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physiologische Expression scheint sich also an Zellfunktionen, wie Aktivierung (s.o.) oder 

Wundheilung (Xia et al. 2003) zu adaptieren. 

Die experimentelle Induktion des uPAR-Gens ist ebenfalls oft beschrieben. Beispielhaft 

erwähnt seien Nikotin (Khoi et al. 2012) und Cadmium (Khoi et al. 2014) oder auch 

Wachstumsfaktoren wie epidermal growth factor (EGF) (Baek et al. 2008). Als hemmende 

Substanz ist Amilorid beschrieben (Wang et al. 1994) und auch Calcitriol (Ma et al. 2013) 

scheint ein wichtiger Regulator zu sein. Im Hinblick auf das Pankreaskarzinom ist mit dem 

Forkhead-box-Protein FOXM1c ein Transkriptionsfaktor beschrieben worden, der eine 

vermehrte Expression des uPARs bewirken kann (Huang et al. 2014). 

 

1.1.3 Funktionelle Aspekte 

Die Bedeutung des uPARs für eine Vielzahl biologischer Vorgänge im physiologischen und 

pathologischen Sinn ergibt sich aus seiner Interaktion als Rezeptor mit verschiedenen 

zellulären wie perizellulären Substraten. 

1.1.3.1 Der uPAR im System der Plasminregulation 

Plasmin ist eine Peptidase, also ein Enzym, das Peptidbindungen spaltet. Die 

Plasminkonzentration ist im Blut nahezu nicht messbar, da es sich um die aktivierte Form 

des Plasminogens handelt. Plasminogen wird in der Leber synthetisiert, der Blutnormalwert 

liegt bei 0,2 g/l und die Halbwertszeit beträgt 2,2 Tage (Quelle: Wikipedia).  

Die proteolytische Aktivität des Plasmins beeinflusst direkt oder indirekt vielfältige 

Körperfunktionen, wie die Blutgerinnung (Collen und Lijnen 1995) und die Wundheilung 

(z. B. Whelan et al. 2014). Die Modulation des Immunsystems ist vielschichtiger als die 

bereits beschriebene Aktivierung von Zellen wie Monozyten und umfasst z. B. Prozesse 

der Cytokininduktion und Chemotaxis (Syrovets und Simmet 2004). Plasmin beeinflusst 

auch Wachstumsfaktoren, wie insbesondere den transforming growth factor β (TGF-β) 

und hat ferner Einfluss auf die Bildung von Blutgefäßen (Pepper 2001). Zusammen mit der 

oben angesprochenen Rolle beim Umbau der EZM, ergeben sich somit zahlreiche Aspekte, 

die Tumorwachstum begünstigen können. Der uPAR als integrales Element des uPAS ist 

ein Kernprotein dieser tumorprogressiven Plasmineffekte. Als primär membranständiger 

Rezeptor ist er eine dauerhafte Einflussgröße in der direkten Tumorumgebung und aus den 

Wechselbeziehungen mit den anderen uPAS-Elementen ergeben sich vielschichtige und 

variable Veränderungen in eben diesem Umfeld (Andreasen et al. 1997). So ist es nicht 

verwunderlich, dass regelhaft in menschlichen Tumoren Veränderungen des uPAR-Gens 

nachgewiesen werden, die dann häufig mit einer schlechteren Prognose für den Patienten 
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einhergehen (Dass et al. 2008). Beim Pankreaskarzinom betrifft das insbesondere solche 

Patienten mit einer Amplifikation des uPAR-Gens (Hildenbrand et al. 2009). 

Die proteolytische Aktivität des Plasmins wird generiert, wenn der uPA das Plasminogen 

zu Plasmin spaltet. Dieser Plasminogenaktivator ist seinerseits eine Serinprotease, die als 

katalytisch inaktive Vorstufe gebildet und sezerniert wird. Diese Pro-Urokinase wird von 

vielen verschiedenen Zellen sezerniert (z. B. Endothelzellen, Neutrophilen Granulozyten 

u.v.m.) und zirkuliert im Blutkreislauf, bis sie durch einen Effektor durch limitierte 

Proteolyse gespalten und aktiviert wird (Vassalli et al. 1991). Der wichtigste Effektor dieser 

Aktivation ist das Plasmin selbst, man spricht also von einer wechselseitigen oder 

reziproken Aktivierung der beiden Enzyme (Behrendt et al. 2003). Die einzelkettige Form 

des uPA (single-chain-uPA, scuPA) ist das Proenzym. Durch Spaltung der Einzelkette 

entsteht die aktivierte zweikettige Form (two-chain-uPA, tcuPA), die dann vor allem das 

Plasminogen in Plasmin überführen kann.  

Sowohl die inaktive, als auch die aktive uPA-Form sind hochaffine Substrate des uPAR 

(Cubellis et al. 1986). Also hat uPA unabhängig von der proteolytischen Aktivierung eine 

stabile Domäne für die Bindung an seinen Rezeptor uPAR was die Interaktion mit 

Plasminogen im Sinne einer wechselseitigen Aktivierung begünstigt (Ellis et al. 1991). 

uPAR-unabhängige Einflüsse auf die Plasminaktivation sind oft beschrieben. Ihre 

Beachtung ist natürlich von Bedeutung, weil durch den reziproken Zusammenhang der 

Plasmin-uPA Wechselbeziehung ein Mechanismus vorliegt, der die Unterhaltung einer 

hohen Plasminaktivität, ganz unabhängig von seinem auslösenden Effekt denkbar 

erscheinen lässt.  

Der Plasminogenaktivator vom Gewebetyp (tissue type PA, tPA) gilt als der wesentliche 

Aktivator des Plasminogens für die intravasale Proteolyse z. B. im Rahmen der 

Blutgerinnung (Kruithof und Dunoyer-Geindre 2014). Durch die Spaltung von Fibrin hat 

er einen hohen Stellenwert, z. B. auch als Therapeutikum bei ischämischen Erkrankungen. 

Eine Relevanz im Rahmen von Tumorerkrankungen ist immer wieder Gegenstand von 

Veröffentlichungen, auch im Bereich des Pankreaskarzinoms (Diaz 2004). Insgesamt hat 

die klassische Zweiteilung der Funktionalität der Plasminogenaktivatoren in einen 

intravasalen fibrinolytischen Typ und einen Plasminogenaktivator für Umbauprozesse bzw. 

Tumorprogression allerdings nach wie vor Gültigkeit (Deryugina und Quigley 2012). In 

einer Arbeit wurden z. B. Magenkarzinomzellen im Hinblick auf ihre Expression von uPA 

und tPA untersucht und mit gesunden Magenzellen verglichen. Die tPA-Expression blieb 

dabei nahezu unverändert zwischen kanzerösen und gesunden Zellen, obwohl eine deutlich 

erhöhte Plasminogenaktivation vorlag, die nachweislich mit einer verstärkten Ausprägung 

des uPAS assoziiert war (Scicolone et al. 2006).       
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Weitere denkbare Einflussgrößen auf die uPAR-unabhängige Aktivierung von Plasminogen 

sind auch die sehr geringe katalytische Grundaktivität des scuPA (Petersen et al. 1988), der 

grundsätzlich auch ohne uPAR in der Lage ist, Plasminogen zu aktivieren. Auch andere 

Serinproteasen wie das Trypsin und das Kallikrein können uPA aktivieren (Eaton et al. 

1984). Letztlich zeigt aber auch der umfassendere Blick auf die Plasminregulation in der 

Tumorbiologie, dass aussagekräftige Daten nur mit oder zumindest nicht ohne die 

ausdrückliche Beachtung der Rolle des uPAS generiert wurden, was die Fokussierung auf 

dieses System und seine Komponenten nach wie vor rechtfertigt.  

Der Umstand, dass dieses System durch einen Rezeptor gekennzeichnet ist, der, wie 

beschrieben, die Komplexität der einzelnen Komponenten in einen zusammenhängenden 

Prozess der direkten Tumorumgebung integriert, rechtfertigt seine besondere Stellung als 

stellvertretender Marker für die Untersuchung der tumorprogressiven Effekte der 

Plasminregulation. 

Zur Vervollständigung des Bildes ist eine Betrachtung der originären inhibitorischen 

Komponenten des uPAS erforderlich. Mit PAI-1, PAI-2 und alpha-2-Antiplasmin sind drei 

Enzyme beschrieben, die die Konzentration von katalytisch aktivem Plasmin reduzieren. 

Ihre Substrate sind die bereits beschriebenen Serinproteasen des uPAS, weshalb sie als 

Serinprotease-Inhibitoren oder kurz Serpine bezeichnet werden. Sie überführen ihre 

Zielprotease in eine inaktive Form durch die Etablierung einer kovalenten Bindung 

zwischen dem aktiven Zentrum der Serinprotease und einer bestimmten Serpindomäne 

(Stein und Carrell 1995). Strukturell kann man sich die Serpine also als Substrate der 

Serinproteasen vorstellen, aus deren Bindung mit dem aktiven Zentrum dann allerdings ein 

stabiler Komplex der Reaktionspartner resultiert, womit die Serinproteasen deaktiviert 

werden. Als effektivster Inhibitor gilt der PAI-1, weil er eine sehr hohe Affinität zu uPA 

und auch eine gewisse Affinität zu pro-uPA hat (Ellis 1996).  PAI-2 reagiert deutlich 

langsamer mit uPA und ist beim Gesunden, anders als PAI-1, normalerweise nicht im 

Plasma detektierbar (Robbie et al. 2000). Zur Hemmung der Plasmineffekte nach 

stattgehabter Enzymaktivierung kann Plasmin selbst durch alpha-2-Antiplasmin gehemmt 

werden (Behrendt 2004). Diese inhibitorischen Effekte der Serpine wirken sich ferner 

mittelbar und unmittelbar auf die Regulation des Rezeptors uPAR aus. 

 

1.1.3.2 Die Mechanismen des uPAR-Abbaus 

Wird der uPAR-Ligand uPA durch seine Inhibitoren kovalent gebunden, werden die 

entstandenen uPA-Serpin-Komplexe endozytotisch in die Zelle überführt und intrazellulär 

abgebaut. Die endozytosevermittelnden Rezeptoren liegen auf der Zellmembran und 

gehören u. a. zur Familie der low-density-lipoprotein-Rezeptoren, aber auch der uPAR 

selbst ist in diese Effektor-regulierende Endozytose eingebunden (Conese et al. 1994). 
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Hierbei sind verschiedene Konsequenzen im Hinblick auf die uPAR-Expression 

beobachtet worden. So wird bei Nykjær et al. (1997) u. a. beschrieben, dass der gesamte 

uPA-Serpin-uPAR-Komplex endozytiert wird, wobei uPAR unspezifisch wieder an der 

Zellmembran exprimiert wird. Bei in vitro Experimenten mit Karzinomzellen der 

Brustdrüse fand sich hinsichtlich der uPAR Expression ein deutlich erhöhter Umsatz mit 

Aufbau neuer- und Abbau alter uPA-Rezeptoren im Zuge der uPA-Serpin-uPAR 

Endozytose (Webb et al. 1999).  

Die zwei wesentlichsten Mechanismen der zellulären uPAR-Expressionsregulation sind 

allerdings zum einen die Aufspaltung des Rezeptors in Domänenuntergruppen und zum 

anderen die enzymatische Auslösung des gesamten Rezeptors aus der Zellmembran in 

seine lösliche Form. 

 

1. Aufspaltung in Domänensubgruppen: 

Insbesondere Plasmin und uPA sind zur Aufspaltung des Rezeptors in der Lage (Hoyer-

Hansen et al. 1992), indem sie die Bindung zwischen der ersten (DI) und zweiten Domäne 

(DII) spalten, sodass zwei stabile Substrukturen entstehen. DI wird dabei löslich, die 

Subgruppe aus DII und DIII verbleibt durch den GPI Anker an der Zelloberfläche oder 

wird ebenfalls löslich (Sidenius et al. 2000). Den Fragmenten hat man insbesondere eine 

chemotaktische Funktion zuordnen können, die Aktivität des Rezeptors wird dabei 

aufgehoben (Blasi und Sidenius 2010). 

2. Abspaltung des uPARs von der Zellmembran: 

Die Loslösung aus der Zellmembran erfolgt am oben beschriebenen GPI-Anker des 

Rezeptors. Auch dieses ist insofern ein intrinsischer proteolytischer Mechanismus, dass 

wiederum das Plasmin selbst diese GPI-Spaltung realisieren kann (Blasi und Sidenius 2010). 

Der lösliche uPAR, soluble uPAR (suPAR), entsteht und kann im Plasma nachgewiesen 

werden. Hinsichtlich des strukturell intakten Rezeptors suPAR gibt es zahlreiche 

Untersuchungen die eine inhibitorische Funktion des suPAR nahelegen. Der lösliche 

Rezeptor kann Liganden des uPAS abfangen (Wilhelm et al. 1994), die Signaltransduktion 

einschränken (Tarui et al. 2001) und auch die Plasminogenaktivation an der Zellmembran 

vermindern (Krüger et al. 2000). In letztgenannter Studie zeigten Krüger et. al. gleichzeitig 

einen inhibitorischen Effekt auf die Tumorprogression in einem Xenograftmodell mit 

Zellen des Mammakarzinoms.  

1.1.3.3 Der uPAR und die Signaltransduktion 

Mit dem Begriff Signaltransduktion ist in erster Linie die Vorstellung verbunden, dass 

Prozesse, die außerhalb der Zelle ablaufen, durch strukturelle Korrelate einen Weg ins 

Zellinnere finden und hier einen Effekt generieren, in dessen Folge es zu einer zellulären 
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Reaktion kommt. Da wirkt es auf den ersten Blick paradox, dass ein GPI-Protein wie der 

uPAR, der also wie beschrieben membranständig ohne eine intrazelluläre Domäne endet, 

einen äußeren Reiz in ein intrazelluläres Signal umwandeln kann. Signalkaskaden, mit dem 

uPAR als Kenngröße bedürfen also zusätzlicher Co-Rezeptoren, die uPAR-assoziierte 

Stimuli transmembranär überleiten können. Mit römisch I bis V wird im Folgenden ein 

Überblick hierzu gegeben. 

 

I) Der uPAR und die Integrine 

Die Signaltransduktion ist ein hochkomplexes Proteinnetzwerk, in das die Integrine 

strukturell als Transmembranproteine und funktionell als EZM-Rezeptoren einzuordnen 

sind. Extrazellulär imponieren die Integrine als Dimere mit einer Alpha- und einer Beta-

Untereinheit. Die intrazelluläre Domäne der Integrine inseriert an der Innenseite der 

Zellmembran in einen Halteapparat, der auch als Plaque bezeichnet wird. Hierüber 

adaptieren die Integrine an das Zytoskelett und an Funktionsproteine verschiedener 

intrazellulärer Signalkaskaden. Je nach äußerem Reiz können so zahlreiche Zellfunktionen 

beeinflusst werden. Als weitverbreitetste Familie der EZM-Rezeptoren stellen die Integrine 

einen Grundstein zellulärer Kommunikationsmechanismen dar, beeinflussen 

Umbauprozesse zytoskelettaler Filamente und eine Vielzahl von Proteinen in der EZM und 

der Zellmembran. Im Folgenden wird ausgeführt, wie der uPAR Anteil nimmt an der 

Integrinfunktion und so selbst Repräsentant spezifischer Signaltransduktionsprozesse wird. 

Eine Übersicht zu Integrinen in der Tumorforschung liefert Stupack mit seinem Review 

„The biology of integrins“ (Stupack 2007). Grundsätzlich ist der Umstand von Bedeutung, 

dass leukozytäre Infiltrate ein mikroskopisches Korrelat für entzündliche, aber auch für 

neoplastische Prozesse (Del Prete et al. 2011) sind. Sie sind das Ergebnis einer gerichteten 

Mobilisation der Leukozyten und von der Expression leukozytärer Rezeptoren abhängig, z. 

B. für die Extravasation. Die Fähigkeit zur Adhäsion ist in diesem Zusammenhang eine 

bedeutende Leukozytenfunktion, für deren Bewerkstelligung Integrine unerlässlich sind. 

Mitte der 90er Jahre beschrieben u. a. Di Simon et al. (Di Simon et al. 1996) an dem Mac-1-

Rezeptor den ersten funktionellen Zusammenhang von uPAR und Integrinen. Mac-1 ist 

ein Integrin und ein Zellrezeptor, der die Adhäsion und Migration von Lymphozyten 

vermittelt.  Monoklonale Antikörper, die gegen den uPAR gerichtet waren, reduzierten die 

Fähigkeit der Lymphozyten zur Adhäsion in vitro, was einem funktionellen und 

strukturellen Zusammenhang zwischen Mac-1 und uPAR zugeordnet werden konnte. 

Bis heute sind die genauen Zusammenhänge der uPAR-Integrin Signaltransduktion nicht 

entschlüsselt und verschiedene Theorien werden postuliert. Im Kern ist klar, dass es um die 

Modifikation der EZM-Signale geht, die die Integrine erreichen. In diesem Sinne ist der 

wichtige Ligand des uPAR in diesem Zusammenhang eher nicht der Plasminogenaktivator 
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Urokinase, sondern es sind Bestandteile der EZM selbst, vor allem das Vitronektin 

(Ferraris et al. 2014). Effekte der uPAR-Vitronektin-Bindung führen dann über Integrine 

selbst oder über andere Strukturen, wie Co-Rezeptoren (z. B. Wei et al. 1999, Bass et al. 

2005), die ihrerseits funktionell mit Integrinen interagieren, zu zellulären und 

extrazellulären Effekten. Für die genauen molekularen Mechanismen gibt es verschiedene 

Hinweise, die entweder mittelbare oder unmittelbare uPAR-Integrin-Interaktionen 

beschreiben. 

Eine rein räumliche Nähe der Rezeptoren wurde beispielsweise schon früh beschrieben 

(Myohanen et al. 1993) und den uPAR-Domänen, insbesondere DII (Degryse et al. 2005) 

und DIII (Chaurasia et al. 2006) wurde auch schon die Fähigkeit zuerkannt, bestimmte 

Integrine direkt zu binden. Diese Ergebnisse suggerieren eher eine unmittelbare Interaktion 

z. B. im Sinne einer aktivierenden Konformationsänderung der Integrin-Untereinheiten. 

Andere Autoren stellen die uPAR-Vitronektin-Interaktion in den Vordergrund, was die 

Möglichkeit beinhaltet, dass es nur mittelbar zu einer Interaktion von uPAR und Integrinen 

kommt, z. B., weil einfach die Wahrscheinlichkeit erhöht wird, dass Integrine durch die 

Bindung des kolokalisierten uPARs mit Vitronektin Kontakt zur EZM bekommen 

(Madsen et al. 2007). Der uPAR ist in diesem Zusammenhang insbesondere bedeutend für 

die liganden-unabhängige Signaltransduktion der Integrine. Integrine können dann 

Zellsignale regulieren, ohne durch Liganden aktiviert zu werden, wenn im Rahmen der 

Zell-EZM-Interaktion des uPAR eine Stimulation erfolgt (Ferraris et al. 2014). Im 

Folgenden werden einige uPAR-Integrin-Interaktionen kurz beschrieben. 

uPAR und Mac-1: 

Besonders eindrücklich wurde der oben bereits skizzierte Zusammenhang zwischen uPAR 

und Mac-1 im Mausmodell gezeigt. uPAR-Knockout-Mäuse wurden mit Wildtypmäusen 

verglichen. Insbesondere im Rahmen von Versuchsanordnungen mit bakteriellen 

Infektionen der Lunge zeigte sich bei uPAR-Knockout-Mäusen ein tiefgehender Defekt im 

Hinblick auf die durch Leukozyten getragene Immunantwort bis hin zum Ausbleiben einer 

neutrophilen Migration, was dem Zusammenspiel von uPAR und Mac-1 zugeordnet 

werden konnte (May et al. 1998). Mac-1 als wichtiger Vertreter der ß2-Integrine vermittelt 

zelluläre Effekte in besonderer Weise über die Phosphorylierung von Tyrosinkinasen 

(Takami et al. 2001). Allgemeiner betrachtet zeigt sich hier also ein Signalweg, ausgehend 

vom uPAR zu einem weiteren zentralen Knotenpunkt der Signaltransduktion, nämlich der 

gezielten Aktivierung und Deaktivierung von Zielproteinen durch phosphorylierende bzw. 

dephosphorylierende Kinasen. Eine gut erforschte Gruppe der Tyrosinkinasen, auch im 

Hinblick auf onkogene Eigenschaften, bildet die Gruppe der Sarkom (Src) – 

Tyrosinkinasen. Src-Kinase-Modulation durch uPAR ist u. a. auch in Bezug auf das 

Pankreaskarzinom beschrieben (He et al. 2012) und mit dem ß2-Integrin-uPAR-Signalweg 

assoziiert (Bohuslav et al. 1995). 
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uPAR und ß1-Integrin: 

Auch die ß1-Integrine binden Moleküle der EZM, wie z. B. Laminin und Fibronectin. Es 

konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt verstärkt wird, wenn der Plasminogenaktivator 

uPA seinen Rezeptor uPAR bindet (Monaghan et al. 2004). Nachgeschaltete zelluläre 

Effekte betreffen in ähnlicher Weise, wie oben geschilderte Kinasesignalwege, wobei uPAR 

über diese Integrine an verschiedene zytosolische Kinasen wie die mitogen-activated-protein 

(MAP) - Kinase (Aguirre-Ghiso et al. 2001) sowie die Fokale Adhäsions Kinase FAK 

(Aguirre-Ghiso 2002) anknüpft. Da diese Kinasen wichtige proliferative Stimuli für 

Tumorzellen darstellen, wundert es nicht, dass in diesen Arbeiten über den uPAR 

experimentell die Proliferation von Tumorzellen gesenkt werden konnte. Die invasiven 

Eigenschaften von Pankreaskarzinomzellen konnten ebenfalls über diesen Signalweg durch 

die Antagonisierung der eucaryotic elongation factor 2-kinase (eEF2K) reduziert werden (Ashour 

et al. 2014). Ferner stellt der mit den MAP-Kinase-Signalweg eng verknüpfte epidermal-

growth-factor-Rezeptor (EGFR) im Zusammenhang mit ß1-Integrinen ebenfalls eine Domäne 

dar, die durch überexprimierte uPA-Rezeptoren aktiviert werden kann (Liu et al. 2002). 

uPAR und ß3-Integrin: 

Hinsichtlich des ß3-Integrins rückt das EZM-Molekül Vitronektin wieder in den 

Vordergrund. Sowohl uPAR als auch ß3-Integrin binden das Vitronektin. Durch diese 

Integrin-uPAR-Interaktion verwirklicht sich ein Zusammenhang zu intrazellulären Kinasen 

der Rho-Familie, namentlich der GTPase Rac (Alfano et al. 2012). In phosphoryliertem 

Zustand wandelt diese Kinase das wichtige Zytoskelettelement Aktin in seine dynamische 

Form f-Aktin um, was das zentrale Kernelement der bewegten Zellmembran darstellt und 

damit für Prozesse wie Motilität, Phagozytose und auch die invasive Zellausbreitung 

unerlässlich ist (Margheri et al. 2014). Die Bedeutung dieses Signalweges für verschiedene 

Tumorzellen in vitro, sowie die im einzelnen beteiligten Proteinstrukturen sind erstmalig 

2008 beschrieben worden (Smith et al. 2008). 

II) Der uPAR und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren: 

Den ersten Nachweis einer direkten Interaktion des uPAS mit einem G-Protein-

gekoppelten Rezeptor erbrachten Resnati et al. mit der Identifikation eines direkten uPAR-

Spaltproduktes als Ligand des G-Proteins FPRL1/LXA4R, einem Chemotaxis-Rezeptor 

(Resnati et al. 2002). In diesem Fall führt suPAR zur Konformationsänderung des 

Rezeptors, was über ein intrazelluläres G-Protein die membranständige Phospholipase C 

aktiviert und in der Konsequenz zur Modulation zahlreicher intrazellulärer Proteine führt. 

Allerdings ist der FPRL1/LXA4R ist ein weit verbreiteter Membranrezeptor und hat sehr 

viele Liganden, was bedeuten könnte, dass die Aktivierung durch das uPAS sehr 
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unspezifisch ist. Weitere mögliche uPAS-G-Proteine finden sich bei Henic et al. (Henic et 

al. 2009). 

III) Janus-Kinase (JAK); uPAR und der JAK-STAT-Signalweg: 

Rezeptoren ohne eigene Enzymaktivität benötigen mitunter intrazelluläre Kinasen, um eine 

Signalübertragung zu generieren. Die meisten Zytokine wirken über diesen Mechanismus. 

Durch zytosolische Januskinasen werden sogenannte STAT-Proteine phosphoryliert und 

können dann im Sinne eines Transkriptionsfaktors im Zellkern wirken. Dysregulationen 

haben eine große Bedeutung für die Tumorbiologie (Thomas et al. 2015). In verschiedenen 

soliden Tumoren konnte gezeigt werden, dass der aktivierte uPAR die Aktivität der JAK1 

erhöht und damit einen direkten Einstieg in den JAK-STAT-Signalweg liefert mit 

entsprechenden Folgen z. B. hinsichtlich vermehrter Proliferation (Koshelnick et al. 1997), 

(Dumler et al. 1999) oder Zellwachstum und Metastasierung (Bao et al. 2014). 

IV) uPAR und Rezeptor Tyrosin Kinasen (RTK): 

Rezeptor Tyrosinkinasen sind klassische Membranrezeptoren insbesondere von Hormonen 

(z. B. Insulin) oder Wachstumsfaktoren (verschiedene growth factors, GF) mit 

Auswirkungen auf die Teilung, das Überleben und Differenzieren von Zellen. Das BCR-

ABL-Fusionsgen bei der Chronisch-myeloischen Leukämie oder die HER2/neu Mutation 

beim Mammakarzinom sind Beispiele, die die Relevanz hochregulierter RTK bei malignen 

Erkrankungen unterstreichen. Auch RTK-Signalwege können durch den uPAR moduliert 

werden, wobei vor allem ein Einfluss auf den platelet-derived growth factor (PDGF) (Chabot et 

al. 2015) und den epidermal growth factor (EGF) (Jo et al. 2007) beschrieben sind.  

V) Vitronektin: 

Vitronektin ist ein Bestandteil der EZM und direkter Ligand des uPARs. Vitronektin weist 

potentielle Bindungsstellen für das Gros der uPA-System-Proteine auf und beeinflusst die 

Signaltransduktion in einer Weise, die nun dazu geführt hat, dass Vitronektin zur 

anerkannten Kenngröße der verschiedenen uPAR-Pathways geworden ist (Madsen und 

Sidenius 2008). Neben der Signaltransduktion ist Vitronektin das Effektorprotein für die 

Bedeutung des uPARs als eigenständiger Vermittler der Zelladhäsion und Migration 

(Madsen et al. 2007) und somit insgesamt das wahrscheinlich bedeutsamste Protein für die 

nicht proteolytischen Funktionen des uPAS. Vitronektin als Targetprotein zu verwenden, 

könnte also therapeutischen Überlegungen neuen Schub geben, die meist von 

Antikörperdesigns geprägt sind, die gegen die „klassische“ uPA-uPAR-Bindung gerichtet 

sind (siehe hierzu z. B. Rea et al. 2013 und Xu et al. 2014 ). Der direkte Einfluss der uPAR-

Vitronektin Interaktion auf das Tumorwachstum konnte bereits in einem Xenograft Modell 

an Mäusen gezeigt werden (Pirazzoli et al. 2013). 
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1.1.4 Zusammenfassung 

Die in diesem Kapitel dargelegten Aspekte zum uPAR verdeutlichen die vielen 

Dimensionen der uPAR Funktion. Vor dem Hintergrund der bei vielen soliden Tumoren 

generierten Daten zu diesem Rezeptor ist zudem wesentlich, dass die Überexpression des 

Rezeptors im Tumorgewebe ein häufiges Ereignis ist. Die klassische Denkweise der 

Zweiteilung der funktionalen Dimensionen des uPAR in eine proteolytische und eine 

nicht-proteolytische Aktivität ist zu erweitern. Ferraris und Sidenius haben 2013 in Ihrem 

Review „Multiple Functions of Urokinase Receptor“ die Unterscheidung dreier 

Kernaspekte vorgeschlagen: Proteolyse, Adhäsion und Signaltransduktion (Siehe 

Abbildung 2).  

Anhand des daraus übernommenen Schaubildes wird nochmal abschließend verbildlicht, 

wie naheliegend es scheint, den uPAR als Zellrezeptor klinisch-therapeutisch zu nutzen um 

diese drei Prozesse, die eben auch Charakteristika neoplastischer Veränderungen sind, zu 

beeinflussen. 

 

 

Abbildung 2: Funktionelle Dimensionen des uPAR ©Thieme Verlag 

Quelle: Ferraris und Sidenius 2013; die Verwendung der Abbildung erfolgt mit Genehmigung des Georg 

Thieme Verlags 
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1.2 Das c-MYC-Onkogen 

1.2.1 Grundlagen 

 

 

Abbildung 3: Zentrales Dogma der Molekularbiologie, vereinfacht 

Quelle: Abbildung erstellt durch F. Fuchs nach einer Vorlage von Heinrich PC, Müller M, und Graeve L: 

Löffler/Petrides. Biochemie und Pathobiochemie; S. 142; die Verwendung erfolgt mit freundlicher 

Genehmigung des Springer-Verlags 

 

Gemeinhin bekannt ist, dass nahezu jede Zellfunktion das Ergebnis der Produktion 

spezifischer Proteine ist, deren Herstellung einen regulierten Prozess darstellt. Kern dieses 

Prozesses ist die Überführung der genetischen Information in eine Folge von 

Aminosäuren, die dann in die Proteinausgestaltung definiert (siehe Abbildung 3). 

Als Transkription fasst man in diesem Zusammenhang jene Vorgänge zusammen, die 

zunächst die Übertragung der Information von der Ebene der DNA auf die Ebene der 

Ribonukleinsäure ermöglichen und somit den Beginn der Genexpression markieren. 

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die direkt oder mittelbar die DNA binden, so die 

Transkription regulieren und damit die Genexpression steuern. Eine Fehlregulation von 

Transkriptionsfaktoren führt zu dysregulierter Genexpression und ist ein zentrales 

Merkmal transformierter Zellen (Wagener und Müller 2010). Im Besonderen wenn diese 

fehlregulierten Transkriptionsfaktoren konsekutiv auf die Genexpression der Zelle Einfluss 

nehmen, können sie die gesamte Homöostase der Zelle irreversibel schädigen. c-MYC ist 

ein Gen, das solche Transkriptionsfaktoren codiert (siehe Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Zentrales Dogma der Molekularbiologie, modifiziert 

Quelle: Siehe Abbildung 3 

Genmutationen in Bereichen, die Transkriptionsfaktoren kodieren (z. B. c-MYC), können sich 

konsekutiv auf die Expression zahlreicher Zielgene auswirken und somit die Proteinhomöostase 

der gesamten Zelle verändern. 

 

Eine Fehlregulation von c-MYC (z. B. durch eine Mutation) kann zu einer Entartung der 

Zelle zur Tumorzelle führen, da die dort kodierten gleichnamigen Transkriptionsfaktoren 

basale Vorgänge des Zellstoffwechsels beeinflussen. Daher wird das c-MYC-Gen auch 

Protoonkogen genannt. 

Onkogene Veränderungen der MYC-Genfamilie sind bei mehr als 70% der menschlichen 

Tumoren vorhanden (Weinberg 2014). Seit etwa 35 Jahren werden mit c-myc, l-myc und n-

myc drei Vertreter dieser Genfamilie intensiv beforscht, und die Erkenntnisse hinsichtlich 

ihrer biologischen Funktionen in gesunden und entarteten Zellen zeichnen das bunte Bild 

einer basalen Schaltstelle verschiedener fundamentaler Zellfunktionen (Meyer 2008). Diese 

Vielgliedrigkeit ergibt sich zum einen aus der großen Menge an Zielgene deren 

Transkription durch MYC-Proteine induziert bzw. supprimiert wird (O'Connell et al. 

2003). Zum anderen wird die Transkription der MYC-Gene in unterschiedlicher Weise von 

verschiedenen Signalen beeinflusst. Solche Signale können z. B. Wachstumsfaktoren sein, 
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die die Expression der MYC-Proteine fördern, ein Vorgang der für physiologisches 

Zellwachstum unerlässlich ist (Eilers und Eisenman 2008). Hieran wird nochmals der 

Begriff des Onkogens deutlich, wenn es nämlich durch genetische Veränderungen dazu 

kommt, dass MYC-Gene ohne kontrollierte Stimuli wie Wachstumsfaktoren transkribiert 

werden. In der Folge kann es zur autonomen Expression selektierter Proteine kommen 

und die Zelle entartet. Ein anschauliches Beispiel ergibt sich aus der Betrachtung des 

Zellzyklus, gemeint sind also die Mechanismen, die einen geregelten Ablauf des 

Zellstoffwechsels zwischen zwei Zellteilungen möglich machen. Die Konzentration 

bestimmter Proteine bestimmt hierbei, in welcher Phase des Zellzyklus sich eine Zelle 

befindet. Die Modulation von Wachstum und Proliferation durch das MYC-System findet 

hier seinen Dreh- und Angelpunkt, z. B. in der Regulation der Zykline, welche die zentralen 

Schaltproteine der Zellzyklus-Kontrolle sind (Obaya et al. 1999). Diese klassische 

Betrachtung von MYC als Protoonkogen ist in Abbildung 5 vereinfacht zusammengefasst.   

 

 

Abbildung 5: MYC als Transkriptionsfaktor 

 Quelle: Abbildung erstellt durch F. Fuchs 

Schematische Darstellung der klassischen Sichtweise auf MYC als Transkriptionsfaktor 

Zelle [Z] mit Zellkern [Zk] und DNA [Zd] sowie einem Zellrezeptor [Zr] 

Die bisher in den Vordergrund gestellten Dimensionen von Wachstum und Proliferation 

werden dem MYC-Gen freilich nicht gerecht. Ein anderer wichtiger Aspekt scheint 

zunächst mit dem Begriff Protoonkogen unvereinbar. Die Fähigkeit von Tumorzellen, aus 

fehlregulierten oder gar mutierten Genen einen Überlebensvorteil gegenüber gesunden 
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Zellen zu generieren, führt nur dann zu Tumorwachstum, wenn es gleichzeitig gelingt, die 

Mechanismen zu überwinden, mit denen das Leben dieser Zelle limitiert wird. Denn auch 

ohne externen Stimulus oder Ressourcenknappheit kann eine Zelle zu Grunde gehen, dies 

gar selbst „entscheiden“. Gemeint ist der programmierte Zelltod. Das Vermögen, den 

programmierten Zelltod zu überwinden, ist eines der wichtigsten Kennzeichen von 

Krebszellen (Hanahan und Weinberg 2011). Da wirkt es paradox, dass durch c-MYC 

insbesondere die Apoptose (Hoffman und Liebermann 1998), aber auch die 

Autophagozytose (Tsuneoka et al. 2003) hervorgerufen werden kann. Naheliegend ist der 

Gedanke, dass es sich etwa um einen Sicherungsmechanismus handelt (Shortt und 

Johnstone 2012). Diese Sicherung funktioniert vor allem über den potenten und bekannten 

Apoptose-Induktor p53 (Dai et al. 2006). Durch die wechselseitige Beziehung von p53 und 

MYC kann also, vereinfacht gesagt, eine Apoptose induziert werden, wenn es zur 

Akkumulation von p53 kommt. In diesem Sicherungsmechanismus könnte auch der Grund 

liegen, warum in aggressiven Tumorphänotypen neben c-MYC in der Regel auch weitere 

genetische Alterationen, wie z. B. eben genau eine p53-Mutation, nachweisbar sind (Dang 

2012). 

Weitere MYC-Funktionen ergeben sich aus der Identifizierung der MYC-Zielgene. 

Konsequenterweise ist dies ein Schwerpunktaspekt der MYC-Forschung, insbesondere der 

letzten Jahrzehnte. 2006 haben Dang et. al. in ihrer Arbeit „The c-Myc target-gene 

network“ den Zwischenstand aufgearbeitet. Hier wird beschrieben, dass allein c-MYC die 

Transkription von vermutlich etwa 15% aller menschlichen Gene beeinflusst. Die sich 

daraus ergebende Liste an beeinflussten Zellfunktionen, obschon bereits von Dang auf das 

Wesentliche reduziert, ist entsprechend umfassend und erweitert die bereits beschriebenen 

Funktionen im Zellzyklus und bei der Apoptose z. B. auch um mitochondriale 

Stoffwechselprozesse, die Proteinbiosynthese und die Ribosomgenese. Die klassische 

Vorstellung eines Transkriptionsfaktors, der spezifisch hoch selektierte DNA-Abschnitte 

bindet, wird dem nicht gerecht. Vielmehr scheint das MYC-System ein eher unspezifisches 

Regulationssystem der Transkription zu sein. Knoepfler spricht gar von einer ubiquitären 

Bindung der MYC-Proteine am Genom (Knoepfler 2007), zumal auch Abschnitte durch 

MYC gebunden sind, die fern einer eukaryotischen Promotorregion liegen (Bieda et al. 

2006). Die biologische Funktion dieser Bindungsstellen ist unklar. Sie sind zumindest 

Ausdruck davon, dass die MYC-Protein-DNA-Bindung auf einer eher unspezifischen 

Wechselwirkung mit dem Chromatin, also der DNA und insbesondere ihrer Strukturproteine, 

beruht. Wiederum erweitert dies die klassische Hypothese des Transkriptionsfaktors, der 

anhand einer spezifischen Promotorregion Targetgene erkennt und deren Transkription 

induziert bzw. supprimiert. Wie genau es funktioniert, dass MYC offenbar sowohl diese 

spezifischen als auch unspezifischen Eigenschaften hat, ist Gegenstand der Forschung. 
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Auch dieser erweiterte Transkriptionsfaktorbegriff erfasst die MYC-Funktionen noch nicht 

ausreichend. So sind direkte Einflüsse auf mRNA beschrieben, die in der Folge eine 

vermehrte Translation bewirken (Cowling und Cole 2007). Auch ein direkter regulierender 

Einfluss auf die DNA-Replikation ist beschrieben (Dominguez-Sola et al. 2007). Besonders 

der letzte Punkt ist bemerkenswert, da er von dem bisherigen Fokus auf die Genexpression 

vollkommen unabhängig ist, was die Multidimensionalität des Systems MYC nochmal 

unterstreicht. Diese enorme Spannweite wird in der Folge, zur Annäherung an die 

Fragestellung dieser Arbeit, auf die speziellen Aspekte der Berührungspunkte von MYC zu 

uPAR und dem Pankreaskarzinom hin beleuchtet. 

1.2.2 c-MYC  beim Pankreaskarzinom 

Der erste eindrucksvolle Nachweis, dass c-MYC von ganz grundsätzlicher Bedeutung bei 

der Entstehung des Pankreaskarzinoms ist, gelang Sandgren et. al. 1991. Mithilfe eines 

bakteriellen Plasmidvektors wurde c-MYC mit Genen der bauchspeicheldrüsenspezifischen 

Elastase und einem Wachstumshormon gekoppelt und dann in Mauseizellen injiziert, 

sodass transgene Mäuse entstanden, deren Bauchspeicheldrüsenzellen vermehrt c-MYC 

transkribierten. Diese Mäuse wurden dann über mehrere Monate klinisch und histologisch 

beurteilt. Jede dieser Mäuse erkrankte binnen zwei bis sieben Monaten an schweren 

Verläufen von Bauchspeicheldrüsenkrebs und jede zehnte Maus wies Metastasen der Leber 

bzw. des Bauchfells auf (Sandgren et al. 1991). 

Selbstverständlich ist die Übertragbarkeit dieses Modells auf die menschliche 

Karzinogenese des Pankreaskarzinoms äußerst kritisch zu bewerten. Das mittlere 

Erkrankungsalter beim Menschen (über 70 Lebensjahre) und die Existenz von 

Vorläuferläsionen (pankreatische intraepitheliale Neoplasien oder PanINs) zeigen, dass 

dem malignen menschlichen Phänotyp ein chronischer Prozess vorausgeht. Die 

genetischen Veränderungen werden also sporadisch auf der Grundlage eines gesunden 

Organs erworben, während in transgenen Mausmodellen schon die Organogenese gestört 

ist. An dieser Stelle sei an die obige Anmerkung erinnert, dass laut Dang der maligne 

Phänotyp neben c-MYC durch weitere zusammenhängende Genalterationen charakterisiert 

ist. Beim Pankreaskarzinom steht in diesem Zusammenhang das Kirsten-rat-Sarkom-

Onkogen (KRAS) an erster Stelle. KRAS ist in über 90% aller Pankreaskarzinome mutiert 

und ist an verschiedenen Stellen der Genese des Pankreaskarzinoms von Bedeutung (Di 

Magliano und Logsdon 2013). Ischenko et al. halten c-MYC für einen Haupteinflussfaktor 

auf das maligne Potential von KRAS (Ischenko et al. 2014).  

Zur Annäherung an diese speziellen Fragen der Karzinogenese lohnt sich zunächst der 

Blick in das gesunde Pankreas. Man nimmt an, dass c-MYC für die Proliferation und 

Differenzierung in der Organogenese von Bedeutung ist, insbesondere für die 

Spezifizierung in exokrine oder endokrine Zellfunktionen. Es zeigte sich, dass sich 
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insbesondere die exokrinen Organanteile nicht entwickeln, wenn c-MYC inhibiert ist 

(Nakhai et al. 2008). Umgekehrt mag eine c-MYC Überexpression zu vermehrtem bis 

krankhaftem Wachstum des exokrinen Gewebes führen. Für das dieser Arbeit zu Grunde 

liegende (exokrine) duktale Adenokarzinom finden sich dafür reichlich Belege. In einer 

Screening- Untersuchung in Tumorzellen aus Patienten und verschiedenen Zelllinien 

wurden copy number variations (CNV) im Sinne einer Erhöhung der Genkopienzahl von c-

MYC in 28% der Fälle detektiert (Birnbaum et al. 2011). Bei einer anderen Untersuchung, 

wurden ähnliche Daten generiert, wobei die genetischen c-MYC-Alterationen auch vor dem 

Hintergrund des konkreten Tumorphänotyps betrachtet wurden. Es zeigte sich eine 

Proteinüberexpression von MYC in über 40% der Fälle und eine signifikante Korrelation 

zwischen überexprimiertem Proteinlevel und vermehrter Entdifferenzierung des 

Tumorgewebes (Schleger et al. 2002).  

Erhöhte MYC-Proteinlevel können auch unabhängig von MYC-Genveränderungen 

auftreten, wie in der Einführung bereits angemerkt wurde, z. B. durch regulierende 

Proteine. Ein wichtiges Protein ist TGF-beta, sowohl für das System MYC (Orian und 

Eisenman 2001) als auch für das Pankreaskarzinom (z. B. Bellone et al. 1999). Die 

Mechanismen dieser Regulation des intakten c-MYC, das durch „Upstream“-

Proteinveränderungen dann dennoch vermehrt transkribiert wird, sind komplex, umfassen 

viele Hypothesen und knüpfen an weitere Signalwege an. Unter anderem stellen sie auch 

eine mögliche Schnittmenge der zwei Protagonisten dieser Arbeit, uPAR und c-MYC dar.  

Grundmuster des TGF-beta-Signals ist eine ligandenabhängige Aktivierung von 

Transmembranrezeptoren. Die Rezeptoren interagieren wiederum mit intrazellulären 

Proteinen, die sich zu Komplexen zusammenlagern können und als Transkriptionsfaktoren 

in den Zellkern wandern und dort die Genexpression regulieren. Die sogenannten SMAD-

Proteine sind die klassischen intrazellulären Vertreter dieses Signalweges, es gibt aber auch 

SMAD-unabhängige TGF-beta-Signalkaskaden, wenn die Rezeptoren mit anderen 

intrazellulären Proteinen interagieren (Derynck und Zhang 2003). Bezogen auf c-MYC 

bedeutet TGF-beta-Aktivierung klassischerweise eine Repression der c-MYC-Expression 

(Seoane et al. 2001).  Beim Pankreaskarzinom sind veränderte SMAD-Proteine sehr häufig 

(Jones S. et al. 2008), sodass deren Inaktivierung zum Wegfall der Repression führen und 

MYC-Proteinlevel steigen könnten. Im Wechselspiel von MYC und TGF-beta entscheidet 

sich hinsichtlich der Tumorentstehung zudem, ob Proliferation von Tumorzellen gedämpft 

oder gefördert wird (Singh et al. 2010). So lassen sich unterschiedliche Beobachtungen in 

Bezug auf MYC und das TGF-beta-System ableiten. Die Relevanz für das 

Pankreaskarzinom zeigt sich in Versuchen, in denen das TGF-beta-System gehemmt wird, 

mit positiven Auswirkungen auf das Überleben und die Freiheit von Metastasen im 

Mausmodell (Melisi et al. 2008).  
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Neben TGF-beta können in ähnlicher Weise andere Signalwege verstärkend auf MYC 

einwirken, z. B. die schon oben im uPAR-Kapitel angesprochene Januskinase oder der 

Wnt/beta-Catenin-Signalweg. Auch diese Signalwege zeigen sich beim Pankreaskarzinom 

häufig verändert, was die MYC- Überexpression begünstigt (Skoudy et al. 2011). 

Im Hinblick auf einen klinischen Ausblick stellt sich die Frage, ob es lohnend ist, die MYC-

überexprimierende Subgruppe der Pankreaskarzinompatienten zu identifizieren oder gar 

individuell zu therapieren. Das allgemeine MYC-Dilemma besteht aber darin, dass an der 

Bedeutung des dysregulierten MYC-Systems für die verschiedenen Schritte der 

Kanzerogenese und auch an der prognostischen Bedeutung letztlich kein Zweifel besteht. 

Trotz intensiver Forschung mangelt es bisher an Möglichkeiten, hieraus eine spezifische 

Tumortherapie abzuleiten (Horiuchi et al. 2014). In Bezug auf das Pankreaskarzinom gibt 

es in diesem Bereich allerdings Fortschritte, z. B. hinsichtlich MYC-koexprimierter 

Kinasen, die als pharmakologische Zielstrukturen dienen könnten, um MYC selbst druggable 

zu machen (Hessmann et al. 2015).  

1.3 Hypothesen eines Zusammenhangs von MYC und uPAR 

 

Zunächst ist bis hierhin beschrieben, dass es sich bei MYC und uPAR um Kenngrößen 

zweier heterogener Systeme handelt, die jeweils an unterschiedlichen Stellen der 

Karzinogenese des Pankreaskarzinoms Einfluss haben. Darüber hinaus sind 

Dysregulationen von c-MYC und uPAR in humanen Kollektiven mit 

Bauchspeicheldrüsenkrebs häufig und treten nebeneinander auf (z. B. Han et al. 2002).  

Beide Systeme beeinflussen eine Vielzahl intrazellulärer Signalkaskaden, zudem stellt uPAR 

eine Verbindung zu extrazellulären Prozessen her und beeinflusst die Beschaffenheit der 

direkten Zellumgebung. Betrachtet man die pleiotropen Effekte dieser beiden Gene jeweils 

isoliert und vereinfacht, stellt man bezogen auf die Tumorbiologie die Möglichkeit eines 

Synergismus fest: MYC moduliert Proliferationsprozesse, die Differenzierung der Zellen 

und den Zellzyklus und wird gemeinhin eher als Schlüsselfigur der Krebsentstehung 

betrachtet (Skoudy et al. 2011). uPAR ist durch seine Rolle in der Interaktion von Zelle 

(Adhäsion und Migration) und Tumorumgebung (Matrixdegradation) Repräsentant eines 

invasiven und metastasierenden Tumorphänotyps (Dass et al. 2008). Dieser angenommene 

Synergismus ist der Unterbau der vorliegenden Arbeit. Bisher ist nicht ausreichend 

nachvollzogen, ob und wenn ja, wo diesem Synergismus ein struktureller Zusammenhang 

innewohnt, der sich konkret auf den Tumorpatienten auswirkt. 
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1.3.1 Aktueller Stand 

Vereinzelt sind solche strukturellen Zusammenhänge beschrieben. 1997 konnten Rabbani 

et al. zumindest kurzzeitige Induktionen der Genexpression von c-MYC messen, indem sie 

Osteosarkomzellen mit einem Protein aus dem uPA-System stimulierten. Das Amino-

terminale Fragment (ATF) der Urokinase führte kurzzeitig zur vermehrten c-MYC- 

Expression. Diese Beobachtung legte eine wachstumsfaktorähnliche Wirkung des ATF 

nahe, wobei das ATF die uPAR-bindende Domäne der Urokinase ist. Die Zugabe von 

soluble uPAR schwächte bei Rabbani die stimulierende Potenz des ATF ab. Neben c-MYC 

zeigten sich weitere Onkogene in ihrer Expression stimuliert. Diese Untersuchung könnte 

also eine mitogene Wirkung des uPA-Systems auf Onkogene wie c-MYC nahelegen 

(Rabbani et al. 1997), ein so direkter Zusammenhang wurde allerdings nicht mehr 

reproduziert, was die Übertragbarkeit in Frage stellt. 

Die umgekehrte Betrachtung eines direkten Zusammenhangs zwischen c-MYC und uPAR 

lässt sich aus dem klassischen Blickwinkel auf MYC als Transkriptionsfaktor heraus 

entwickeln. Es gibt Hinweise, dass die Gene des uPA-Systems Zielgene von MYC-

Proteinen sind. 2003 haben O'Connell et al. auf der Basis von Zelllinien der Ratte mit 

induzierbarer c-MYC-Expression eine tabellarische Übersicht erstellt, welche Proteinlevel 

der Zelle sich c-MYC-abhängig verändern. In der langen Liste taucht auch der „urinary 

plasminogen activator receptor“ unter „genes repressed by Myc“ auf (O'Connell et al. 

2003). Dieser direkte Zusammenhang einer gebremsten uPAR-Expression durch aktiviertes 

MYC bestätigt sich auch in einer anderen Arbeit, wobei sogar postuliert wird, dass dieser 

Aspekt maßgeblich für die oben beschriebenen tumorprotektiven Eigenschaften von c-

MYC verantwortlich ist (Alfano et al. 2010). Grob zusammengefasst führe also 

hochreguliertes MYC zur Repression des uPAS und damit zu weniger Migration und mehr 

Apoptose. In diesem Zusammenhang ist es spannend, dass auch der wichtige uPAS-

Inhibitor PAI-1 bei breit angelegten Screening-Untersuchungen als MYC-Targetgen 

beschrieben wurde, was das Bild der uPAS-Repression durch aktiviertes MYC ergänzt 

(Dang 1999). 

Solche direkten Zusammenhänge zwischen uPAS und MYC sind um mögliche indirekte 

Zusammenhänge der Systeme erweiterbar. Oben bereits kurz eingeführt ist die 

Schnittmenge beider Systeme mit TGF-beta, welches auf MYC inhibitorisch (Seoane et al. 

2001) und auf uPAR verstärkend wirkt (Andreasen et al. 1997). Einen besonderen 

Stellenwert im Wechselspiel von uPAR und c-MYC scheint zudem Ras einzunehmen. Ras 

gehört in die Superfamilie der GTP-bindenden Proteine und ist in der Lage, uPAR zu 

regulieren (Muller et al. 2000). Alfano et al. schreiben diesem Protein eine Schlüsselrolle im 

MYC-uPAR-Wechselspiel zu. Ist dieses G-Protein dysreguliert, verringert sich der 

inhibitorische Einfluss von MYC auf uPAR bzw. wird egalisiert, weil Ras seinerseits uPAR 

hochreguliert und zu aggressiveren Tumorphänotypen führt (Alfano et al. 2010). 
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1.3.2 Zusammenfassung 

Als Fazit lässt sich formulieren, dass diese Zusammenhänge es ermöglichen, eher von 

einem spezifischen als von einem unspezifischen Zusammenhang zwischen dem System 

MYC und dem uPAS auszugehen. Im methodischen Setting dieser Arbeit wird mithin 

weniger nach molekularen Mechanismen gefahndet, als vielmehr die Frage gestellt, ob sich 

ein uPAR-MYC-Zusammenhang auf das Überleben von Patienten mit Pankreaskarzinom 

auswirkt, bzw. ob eine reproduzierbare uPAR-MYC-Konstellation eine eigenständige 

Subgruppe von Patienten mit eigenständigem Risikoprofil darstellt.  

Trotz belegbarer Relevanz von uPAR und MYC bei Malignomen bleibt es bisher schwierig, 

tatsächlich therapeutische Effekte durch das jeweilige „targeting“ dieser Systeme zu 

erzielen. Ein wechselseitiger Einfluss beider Systeme aufeinander könnte dafür von Belang 

sein, was als Gegenstand zusätzlicher Forschung in Betracht käme. Gerade bei 

Pankreaskarzinompatienten sind nach wie vor die Behandlungsoptionen stark limitiert und 

Ansätze zu einer individualsierteren Tumortherapie mit der Hilfe molekularpathologischer 

Pattern werden nach wie vor benötigt. 

1.4 Das duktale Adenokarzinom des Pankreas 

Eine grundsätzliche Systematisierung der Pankreastumoren, gelingt über die Einteilung in 

endokrine und exokrine Tumoren. Exokrine Tumoren imponieren solide oder zystisch. 

Das Adenokarzinom des Pankreas (auch PDAC für pancreatic ductal adenocarcinoma) 

repräsentiert in etwa 95% aller bösartigen Neoplasien der Bauchspeicheldrüse und ist im 

Rahmen der vorgestellten Systematik Repräsentant der soliden exokrinen Tumorentitäten 

der Bauchspeicheldrüse. Wegen der Häufigkeit dieser Entität ist es berechtigte Praxis, den 

Begriff „Pankreaskarzinom“, insbesondere im klinischen Alltag, mit dem PDAC 

gleichzusetzen.  

Für das Epithel des Pankreasgangs wurde hinsichtlich der Genese dieses Karzinoms ein 

Progressionsmodell etabliert, da regelhaft prämaligne Vorstufen (v. a. PanIN-Läsionen, 

pancreatic intraepithelial neoplasia) des Karzinoms identifiziert werden konnten. Dies bedeutet 

letztlich, dass mikroskopisch sichtbare dysplastische Veränderungen als Ausdruck 

akkumulierender Gendefekte dem PDAC vorausgehen, auf deren Basis das invasive 

Karzinom sporadisch entsteht (Klein et al. 2002). 

Abseits dieses besseren Verständnisses der Pathogenese bleiben die Erfolge der letzten 

Jahrzehnte, die Überlebensperspektiven der Patienten mit dieser Diagnose zu verbessern, 

sehr bescheiden und der Forschungsbedarf, insbesondere hinsichtlich früherer Diagnose 

und verbesserten Therapiemodalitäten, ist unverändert hoch. 
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1.4.1 Epidemiologische Fakten [1] 

Trauriges Alleinstellungsmerkmal des Pankreaskarzinoms ist seine nach wie vor schlechte 

Prognose. So wird gerne von einer vergleichsweise eher seltenen Diagnose gesprochen (laut 

Statistik der Krebsneuerkrankungen in Deutschland Platz 10 bei Männern und auf Platz 6 

bei Frauen im Jahr 2012). Allerdings versterben nach wie vor jährlich in etwa ebenso viele 

Menschen an dieser Erkrankung, wie es Neuerkrankungen gibt. In Niedersachsen 

erkrankten im Jahre 2012 829 Männer und 786 Frauen an einem PDAC. Im selben Jahr 

starben 838 Männer und 793 Frauen am Pankreaskarzinom. Epidemiologisch ausgedrückt 

entspricht also die Inzidenz der Mortalität: nahezu jeder Patient, bei dem diese Diagnose 

gestellt wird, verstirbt auch an seiner Tumorerkrankung. 

Im Vergleich mit allen anderen soliden Tumoren des Menschen hat das PDAC die 

schlechteste Prognose. Das PDAC wird regional, wie international in der Regel auf Platz 4 

aller Krebstodesursachen gelistet. Auch bei der Betrachtung aktuellerer Zahlen und 

Vorhersagen zeichnen sich keine positiveren Tendenzen ab. Auf Basis der Zahlen der 

American Cancer Society kommt Narayanan zu dem Ergebnis, dass das PDAC 2020 sogar 

auf Platz zwei der Krebstodesursachen stehen könnte (Narayanan 2015). Ursachen hierfür 

sind der lange symptomarme Verlauf, mit später Diagnosestellung bei gleichzeitig 

aggressivem Wachstum, woraus limitierte kurative Therapieoptionen folgen. Der Anteil 

jener Patienten, die bei Diagnosestellung, wegen des lokal fortgeschrittenen Stadiums oder 

der Existenz von Fernmetastasen, als nicht kurativ therapierbar gelten, wird in der Regel 

mit über 80% angegeben. Das mittlere Überleben dieser Patienten liegt zwischen 4 und 8 

Monaten (Krska et al. 2015). Die vereinfachte Unterscheidung der PDAC Patienten in zwei 

Gruppen, also primär kurativ (ca. 15-20%) und primär palliativ (>80%) ist auch für diese 

Arbeit im Hinterkopf zu behalten, da die Patienten der vorliegenden Studie zu jenen 

Ausnahmefällen gehören, denen ein kuratives Therapiekonzept vorgeschlagen werden 

konnte. Statistisch verbessert dies deutlich die Prognose mit einem mittleren Überleben 

von 18-27 Monaten (Krska et al. 2015). Dennoch steht das schlechteste Fünf-Jahres-

Überleben aller soliden Tumoren über allem. Je nach Autor und betrachtetem Zeitraum 

wird es mal mit mehr oder weniger als 5% angegeben (z. B. Le et al. 2016). Die GEKID-

Zahlen für Niedersachsen jenes Zeitraumes, der näherungsweise das in dieser Studie 

einbezogene Kollektiv betrifft, beschreiben ein Fünf-Jahres-Überleben im Jahr 2011 von 

6,4% bei den Männern und 9,3% bei den Frauen. 

 

 

1 Die in diesem Kapitel aufgeführten Zahlen stammen aus den online-Portalen der 
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID), 
http://www.gekid.de/ und des Zentrums für Krebsregisterdaten am Robert Koch-Institut, 
Gesundheitsberichterstattung des Bundes www.krebsdaten.de/, Zugriffsdatum: 27.01.2016 
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1.4.2 Risikofaktoren 

Die Ätiologie des Pankreaskarzinoms gilt gemeinhin als unklar. Das einleitend erwähnte 

Progressionsmodell des PDAC geht von Genveränderungen aus, die über die Zeit 

akkumulieren (Hidalgo 2010). Insofern ließen sich zum einen erworbene Risikofaktoren 

identifizieren, die im Wesentlichen den Lebensstil betreffen und zum sporadischen 

Pankreaskarzinom führen können. Zum anderen führen deutlich seltenerer hereditäre 

Konstellationen zu einem erhöhten Erkrankungsrisiko. 

1.4.2.1 Erworbene Risikofaktoren 

Das mittlere Erkrankungsalter in Deutschland liegt bei 71 Jahren bei den Männern und bei 

75 Jahren bei den Frauen, zunehmendes Alter stellt also einen eigenständigen, nicht 

beeinflussbaren Risikofaktor dar (Kaatsch et al. 2015). Zu den beeinflussbaren 

Risikofaktoren wird in erster Linie der Zigarettenkonsum gezählt. Beispielhaft erwähnt sei 

eine große prospektive Studie, die zu dem Schluss kommt, dass allein durch Beendigung 

des Tabakkonsums 25% der jährlichen PDAC-Todesfälle verhindert werden könnten 

(Fuchs et al. 1996). Auch Adipositas gilt als gesicherter beeinflussbarer Risikofaktor 

(Larsson et al. 2005), wobei insgesamt die Aspekte eines Metabolischen Syndroms eine 

Rolle zu spielen scheinen. Eindrückliche Ergebnisse hierzu ergaben sich auf Basis einer 

großen Kohortenstudie, die zusammenfassend formuliert, dass 1% aller Patienten, die älter 

als 50 Jahre alt sind und die Diagnose Typ 2 Diabetes gestellt bekommen, innerhalb von 

drei Jahren am PDAC erkranken werden (Chari et al. 2005).  

Bei der chronischen Pankreatitis nimmt das Krebsrisiko mit der Erkrankungsdauer zu. In 

der aktuellen S3 Leitlinie des Exokrinen Pankreaskarzinoms (Deutsche Krebsgesellschaft 

und Deutsche Krebshilfe, AWMF 2013) wird auf Basis der Literaturrecherche eine 

kumulative Inzidenz von etwa 1% nach 5 Jahren und bis zu 4% nach 20 Jahren 

angenommen. Außerdem wurden Assoziationen mit Infektionserkrankungen festgestellt, 

insbesondere Helicobacter Pylori und Hepatitis B werden immer wieder diskutiert. Aktuell 

wurde vor allem der Einfluss von Helicobacter Pylori in einer großen Metaanalyse 

verschiedenster Studien bestätigt (Maisonneuve und Lowenfels 2015).   

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die wirklich evidenten Risikofaktoren dieses 

Kapitels einen unspezifischen Charakter in dem Sinne haben, dass sie als allgemeine 

Risikofaktoren für Krebserkrankungen gelten. Konstellationen des metabolischen 

Syndroms, Tabakkonsum und chronische Infektionen sind bei den meisten bösartigen 

Erkrankungen ein ätiologischer Faktor und führen beim Pankreaskarzinom insofern nur 

schwer zu einem besseren Verständnis der Pathogenese und noch weniger zu spezifischen 

Konzepten, wie Biomarkern oder Therapeutika. Dies spiegelt sich auch in den präventiven 

Empfehlungen der bereits zitierten S3-Leitlinie wider, die ebenfalls allgemeiner Natur sind 

(Bewegung, moderater Alkoholkonsum, obst- und gemüsereiche Ernährung).  
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1.4.2.2 Hereditäre Risikofaktoren 

In etwa 5-10% der PDAC-Fälle liegt bei einem nahen Angehörigen ebenfalls ein 

Pankreaskarzinom vor (Shi et al. 2009). Zu unterscheiden sind hierbei im Wesentlichen 

zwei Konstellationen. Zum Ersten kann es zur familiären Häufung sporadischer Fälle 

kommen (sporadic pancreatic cancer kindred, SPC). Davon abzugrenzen ist das Familiäre 

Pankreaskarzinom, welches klar definiert ist als das Auftreten von Pankreaskarzinomen bei 

zwei oder mehr erstgradig Verwandten ohne Hinweise für eine syndromale Genese (familial 

pancreatic cancer kindred, FPC). Mit syndromaler Genese ist eine eigenständige 

Unterscheidung gemeint. Es sind nämlich eine Reihe von Gendefekten beschrieben, die als 

Tumorsyndrome imponieren und mit einem erhöhten Risiko einhergehen, auch ein 

Pankreaskarzinom zu entwickeln.  

Hierzu gehört in erster Linie das autosomal-dominant vererbte Peutz-Jeghers-Syndrom 

(PJS), das die Entwicklung zahlreicher Malignome im Gastrointestinaltrakt begünstigt. Das 

kumulative Risiko für einen 70-jährigen PJS-Patienten an einem Pankreaskarzinom zu 

erkranken liegt bei 26% (Korsse et al. 2013). 

 Ähnliche Zahlen finden sich beim familiären atypischen Muttermal Melanom Syndrom 

(FAMMM-Syndrom). Diese Erkrankung ist in der Regel mit einer Keimbahnmutation im 

p16/CDKN2A-Gen assoziiert und geht mit einem Lebenszeitrisiko für das PDAC von 

17% einher (Vasen et al. 2000). 

Bekanntere Keimbahnmutationen als diese Raritäten betreffen den familiären Brust- und 

Eierstockkrebs bzw. die breast cancer genes BRCA1 und BRCA2. Insbesondere für BRCA2-

Mutationen wurde in einer großen Studie, die Tumorinzidenzen bei Verwandten von 

BRCA-Gen-mutierten Indexpatienten in den USA untersuchte, ein deutlich erhöhtes 

Risiko für die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms gefunden, während das Risiko für die 

Entwicklung anderer Malignome sogar verringert war (Streff et al. 2016). 

Die zwei bekanntesten Tumorsyndrome, die für das kolorektale Karzinom prädisponieren, 

die familiäre adenomatöse Polyposis (FAP) sowie das hereditäre non-polypöse 

Kolonkarzinom (HNPCC) zeigen ebenfalls in verschiedenen Studien ein Risikoprofil für 

die Entwicklung eines PDAC. Beim FAP ist die Datenlage schwach und widersprüchlich, 

so fand sich z. B. in einer aktuellen Studie an 127 FAP-Patienten über einen 

Beobachtungszeitraum von 19 Jahren nicht ein einziger Fall eines exokrinen 

Pankreaskarzinoms (Moussata et al. 2015), was frühere Beobachtungen in Frage stellen 

dürfte. So beruft sich die aktuelle S3-Leitlinie zum Exokrinen Pankreaskarzinom auf eine 

Studie von Giardiello aus dem Jahr 1993, die ein erhöhtes Relatives Risiko von 4,5 für 

FAP-Patienten postuliert. Die Datenlage beim HNPCC ist eindeutiger und 

studienkonsistent. Kastrinos et. al. geben z. B. ein 8,6-fach erhöhtes Risiko im Vergleich 

zur Allgemeinbevölkerung an (Kastrinos et al. 2009). 
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Weitere Erkrankungen, die als Erbkrankheiten durch Gendefekte für verschiedene Tumore 

prädisponieren und immer wieder auch als relevant für ein erhöhtes 

Pankreaskarzinomrisiko diskutiert werden, seien nur der Vollständigkeit halber erwähnt. So 

finden sich in der bereits mehrfach erwähnten Leitlinie zum Exokrinen Pankreaskarzinom, 

mit entsprechend weiterführenden Literaturangaben, Kommentare zum Li-Fraumeni-

Syndrom, zum von-Hippel-Lindau-Syndrom, zur Fanconi-Anämie und auch zu der  

Neurofibromatose.  

Eine Sonderform der chronischen Pankreatitis ist noch zu nennen. Bei der Hereditären 

Pankreatitis führen Gendefekte im Rahmen der exokrinen Funktionen meist bereits im 

Kindesalter zu entzündlichen Verläufen mit konsekutiver Neigung zur 

Pankreasinsuffizienz. Das Karzinomrisiko ist in diesem Fall deutlich erhöht, mit einem 

kumulativen Risiko von etwa 40% (Lowenfels et al. 1997).  

Für alle bis hierhin genannten Erkrankungen sind die ursächlichen Gendefekte gut 

beschrieben. Es ist aber anzunehmen, dass der Großteil der hereditären 

Pankreaskarzinome auf andere Gendefekte zurückzuführen ist, deren Erforschung noch 

aussteht. Insbesondere durch verbesserte Methoden der DNA-Sequenzierung konnten 

einige verdächtige Gene in den letzten Jahren identifiziert werden, was zu einem besseren 

Verständnis des hereditären Pankreaskarzinoms geführt hat. Eine Übersicht über etablierte 

und verdächtige Gendefekte im Bereich des Hereditären Pankreaskarzinoms liefert z. B. 

eine Arbeit von Klein aus dem Jahr 2012 (Klein 2012).  

Die Abgrenzung des Hereditären Pankreaskarzinoms als SPC oder FPC findet letztlich 

über den Stammbaum statt. Sobald zwei erstgradig Verwandte betroffen sind, handelt es 

sich um ein FPC.  Wichtig ist die Unterscheidung dieser beiden Gruppen hinsichtlich ihres 

individuellen Risikoprofils. Beim Auftreten eines SPC erhöht sich das Risiko für ein 

Pankreaskarzinom aller erstgradig Verwandten abhängig vom Erkrankungsalter des 

Indexpatienten um das 2-fache oder 3-fache (McWilliams et al. 2005). Liegen die Kriterien 

für ein FPC vor, so liegt dieses Risiko je nach Anzahl der erkrankten Familienmitglieder 

zwischen einer Erhöhung um das 18-fache bis 57-fache (Tersmette et al. 2001). Das FPC 

ist keine Rarität. Beispielhaft sei eine Studie mit 766 Patienten erwähnt, denen die Diagnose 

Pankreaskarzinom gestellt wurde. Hier erfüllten 9% der Patienten die FPC-Kriterien 

(Humphris et al. 2014).  

Abschließend sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die Durchführung von 

Früherkennungsmaßnahmen weder im Bereich aller hier beschriebenen Risikoprofile noch 

im Bereich der Allgemeinbevölkerung routinemäßig empfohlen wird, da es an Studien 

mangelt, die erfolgversprechende Ergebnisse zeigen konnten (Deutsche Krebsgesellschaft 

und Deutsche Krebshilfe, AWMF 2013). 
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1.4.3 Pathogenetische Aspekte 

Mikroskopisch präsentiert sich das PDAC klassischerweise im Sinne von ungeordnet 

infiltrierenden Strukturen mit drüsigem bis gangartigem Aussehen, wobei die direkte 

Tumorumgebung zellarm und bindegewebig imponiert. Diese desmoplastische Reaktion ist 

auch für die makroskopisch derbe Konsistenz und gelb-gräuliche Erscheinung maßgeblich. 

Das Zytoplasma der Tumorzellen wirkt eosinophil, ggf. klar, die Zellkerne sind pleomorph 

und häufig deutlich vergrößert. Diese Pleomorphie nimmt in der Regel zu, je schlechter das 

Karzinom differenziert ist, die drüsigen Strukturen erscheinen bei schlechterer 

Differenzierung kleiner und irregulär (siehe Abbildung 6a). 

 

   

Abbildung 6a            Abbildung 6b 

Quelle: Fotografiert von F.Fuchs  

6a: In der linken Bildhälfte vereinzelte Nester von endokrinen pankreatischen Inselzellen, Bildmitte 

von Invasiven Tumorzellen dominiert, besonders rechts charakteristische desmoplastische Reaktion 

mit amorphem Bindegewebe; 6b: Im Verlauf eines peripheren Nervs zeigt sich in der unteren 

Bildmitte eine drüsige Struktur, die im Nervengewebe ein Lumen erzeugt im Sinne einer neuralen 

Invasion durch Tumorzellen. 

 

Ein besonderes Merkmal der Invasivität ist die perineurale Invasion der Tumorzellen, die 

man regelmäßig sehen kann (siehe Abbildung 6b). Solche Zeichen der Invasivität sind 

wichtig für eine der wesentlichen Differentialdiagnosen, die Pankreatische Intraepitheliale 

Neoplasie (PanIN). 

PanIN-Läsionen sind morphologische Beschreibungen des Drüsenepithels, die mit 

zunehmender Dysplasie in verschiedene Grade eingeteilt werden. Da man in den letzten 

Jahrzehnten diesen Dysplasien charakteristische Genmutationen zuordnen konnte, ist die 

PanIN-Läsion eine mittlerweile gut beschriebene Vorläuferläsion des Pankreaskarzinoms. 

Die hochgradige Dysplasie ist demnach ein Übergangsstadium in das invasive Karzinom. 
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Analog zu dem Problem, dass das PDAC ein zunächst asymptomatisches Krankheitsbild 

ist, gelten auch die PanIN-Läsionen als asymptomatisch. Neben der PanIN gibt es noch 

weitere Vorläuferläsionen des Pankreaskarzinoms (z. B. die Intraduktal Papillär Muzinöse 

Neoplasie und die Muzinös Zystische Neoplasie), die an dieser Stelle allerdings nicht näher 

erläutert werden. 

PanIN entstehen in der Regel in den intralobulären Drüsengängen. Minimale dysplastische 

Veränderungen dieses Epithels werden als PanIN Grad 1 bezeichnet. Grad 1A für Zellen 

die isoprismatisch imponieren, einen basalen Zellkern haben und apikal des Nucleus 

reichlich Muzin aufweisen. Bei Grad 1B sind die Zellen nicht flach, sondern eher 

hochprismatisch, der Gang hat teilweise papillären Charakter. Moderate Dysplasien werden 

als PanIn Grad 2 bezeichnet. Der Gang imponiert regelhaft papillär und es treten 

Kernatypien hinzu, insbesondere die Vergrößerung, die Hyperchromasie und der Verlust 

der Polarität. Verstärken sich diese Kernatypien zusätzlich (z. B. Mitoseformationen, 

Kernunregelmäßigkeiten) oder kommt es zu Nekrosen und verstärkten Abschnürungen 

von Epithelzellen in das Lumen, so sollte man höhergradige Dysplasien diagnostizieren, die 

PanIN Grad 3. Insbesondere die Invasion ist dann die entscheidende histologische 

Unterscheidung zum Karzinom, was bedeutet, dass die Umgebung der Läsion genau 

betrachtet werden muss, insbesondere sollte die Basalmembran intakt sein. Damit ist in 

diesem Abschnitt das im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewandte PanIN-

Diagnosevorgehen beschrieben, welches an die gängige Klassifikation angelehnt ist, die 

2001 erstmals von Hruban veröffentlicht wurde (Hruban et al. 2004). Abbildung 7a,b 

zeigen exemplarische Beispiele aus dem vorliegenden Kollektiv, jeweils von gesundem 

exokrinen Drüsengewebe umgeben. 

 

           

Abbildung 7a             Abbildung 7b 

Quelle: Fotografiert von F.Fuchs 

 

7a: Man sieht basale Zellkerne, apikal reichlich aufgelagertes Muzin und den teilweise papillären 

Wuchs, insbesondere im rechten unteren Bildrand. Entspricht einer PanIN 1B 7b: Die Zellkerne 

der dysplastischen Drüse im linken Bildrand schnüren sich vermehrt ins Lumen ab und zeigen 

teilweise Kernatypien. Entspricht einer PanIN Grad 2. 
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Von den genetischen Veränderungen, die mit dieser dysplastischen Progression 

einhergehen, gelten einige als charakteristisch. So gehen Frühdysplasien mit verkürzten 

Telomeren, als Zeichen der chromosomalen Instabilität (Matsuda et al. 2015) und 

insbesondere der Aktivierung des KRAS-Onkogens einher. Im weiteren Verlauf kommt es 

zur Inaktivierung des Tumorsupressorgens CDKN2A (p16). Als besonderer Ausdruck 

hochgradiger Dysplasien gilt die zusätzliche Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p53. 

Eine gute Übersicht zu diesen und anderen Gendefekten im Rahmen der PanIN mit 

Erläuterungen und Bildern findet sich bei Distler et.al. (2014).  

Im Rahmen dieses Progressionsmodells wird die Komplexität der Genveränderungen beim 

Pankreaskarzinom angedeutet. In einer 2008 veröffentlichten Studie wurde eine 

vergleichende Genomanalyse an 24 PDAC-Patienten durchgeführt. Die Genmutationen 

wurden quantifiziert und in einen funktionellen Zusammenhang gesetzt. Die Autoren 

dieser Studie postulieren, dass sich im Durchschnitt 63 relevante Mutationen pro Patient 

finden lassen, die sich ihrerseits einordnen lassen in ein System aus 12 Kernprozessen 

konsekutiv fehlregulierter Zellfunktionen. In dieser Studie wird also das PDAC als 

hochkomplexe genetische Erkrankung demaskiert, z. B. im Vergleich zu einigen 

Neoplasien des Blutes, die teilweise von sehr wenigen onkogenen Veränderungen 

angetrieben zu sein scheinen (Jones S. et al. 2008). 

Im Hinblick auf uPAR-Amplifikationen wurden in der hier bereits zitierten Studie von 

Hildenbrand aus dem Jahr 2009 bei 50 PDAC-Patienten sowohl in PanIN-Läsionen als 

auch in invasiven Tumorzellen uPAR-Amplifikationen gefunden. Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurden daher auch PanIN-Läsionen, neben der Betrachtung von 

invasiven Tumorzellen, auf uPAR-Amplifikationen untersucht. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Das Patientenkollektiv 

Bei Erstellung des Kollektivs wurde auf eine breit gefächerte Verteilung des 

krankheitsspezifischen Überlebens (desease specific survival, DSS) geachtet und es wurden 

bewusst Patienten mit besonders kurzem und besonders langem DSS integriert. Es wurden 

ausschließlich Patienten eingeschlossen, die auf Grund der vergleichbaren individuellen 

Gesamtkonstellation ein primär kuratives Therapiekonzept erfahren hatten.  

So konnten insgesamt 60 Patienten aus dem Kollektiv der CONKO005/006-Studien 

ausgewählt werden, die zwischen den Jahren 2006 und 2012 an der Universitätsmedizin 

Göttingen (UMG) wegen eines duktalen Adenokarzinoms des Pankreas in Behandlung 

waren. Bei allen diesen Patienten wurde in kurativer Intention die chirurgische Resektion in 

der Klinik für Viszeralchirurgie der UMG (Prof. M. Ghadimi) und die anschließende 

klinische Verlaufsbeobachtung (PD Dr. J. Gaedcke) durchgeführt. Alle eingeschlossenen 

Patienten hatten bei Studieneinschluss schriftlich ihr umfassendes Einverständnis in die 

Verwendung des Tumormaterials für begleitende wissenschaftliche Untersuchungen erteilt 

(Aktenzeichen 24/4/04). 

Alle ausgewählten Tumoren waren im UICC-Stadium IIB (pT3 pN1 M0) und hinsichtlich 

des Differenzierungsgrades entweder als G2 oder G3 beurteilt, also mäßig oder schlecht 

differenziert. 33 Patienten waren männlich und 27 Patienten weiblich. Das 

Durchschnittsalter betrug 69,3 Jahre wobei der jüngste Patient 50 Jahre alt war und der 

älteste Patient 86 Jahre. 

Das mittlere Überleben betrug 21,5 Monate. Insgesamt bildeten Patienten mit einem DSS 

zwischen 12 und 30 Monaten die größte Gruppe (n=29). Aber auch Patienten mit einem 

DSS über 30 Monaten (n=11) und Patienten mit einem DSS unter 12 Monaten (n=20) 

konnten in das Kollektiv aufgenommen werden. In einer aktuellen Publikation werden die 

Daten von 5 europäischen Kollektiven verglichen. Hinsichtlich des mittleren Überlebens 

wird eine Spannweite zwischen 11 und 25,7 Monaten für diese vergleichbaren Patienten 

angegeben (Carrato et al. 2015). 

Der Tag der Operation bezeichnet den Beginn, die letztmalige Dokumentation des 

Patientenkontaktes im Rahmen der Nachsorge bzw. das Versterben das Ende der 

Beobachtung. Für den Einschluss in das Kollektiv ist insofern der Umstand eines gut 

dokumentierten postoperativen Prozederes ebenfalls maßgeblich, sodass beispielsweise der 

Ausschluss eines Falls mit perioperativem Versterben gewährleistet ist. Alle ausgewählten 
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Patienten wurden auch in andere, multizentrische Studien (Conco-005 oder Conco-006) 

eingeschlossen und sind daher studienkonform geführt. Die engen Einschlusskriterien 

dienten nicht nur der Minimierung von Störvariablen, sondern vor allem sollte der 

Erkenntnisgewinn bei dem kleinen Anteil derjenigen Patienten mit Langzeitüberleben 

erzielt werden. 

 

2.2 Untersuchungsmaterial 

Im Archiv des pathologischen Institutes der Universitätsmedizin Göttingen liegen nach 

standardisierten Kriterien konservierte Gewebsresektate vor und können über die 

individuelle Fallnummer den Metadaten der ausgewählten Patienten zugeordnet werden. 

Für Fragestellungen, die die jeweilige genetische Anlage betreffen, im Falle des hier 

beschriebenen Projektes vorrangig also die DNA-Abschnitte des Urokinase-Plasminogen-

Aktivator Rezeptors und des Trankskriptionsfaktors c-MYC, ist demzufolge auch 

Patienten-DNA umfänglich archiviert. 

Für die Untersuchung dieser DNA-Abschnitte im Tumor selbst eignet sich in dieser 

Konstellation die Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung an Formalin-fixiertem-Paraffin- 

eingebetteten Gewebsproben (oder FFPE-FISH). 

 

2.2.1 Formalin-Fixed Paraffin-Embedded-Tissue (FFPE) 

Die Fixierung und Einbettung von Gewebe mittels Formalin und Paraffin ist 

Standardmethode in der Pathologie und ermöglicht die zeitlich unbegrenzte Konservierung 

und histologische Aufarbeitung von Geweben.  

Beim Pankreaskarzinom handelt es sich um große Resektate, die in der Regel mehrere 

Organe umfassen. In der Pathologie wird das Resektat dann makroskopisch beurteilt und 

nach onkologischen Kriterien zur Dokumentation und Ausbreitungsbestimmung des 

Tumors (Resektatränder, Lymphknoten etc.) zugeschnitten. Das zugeschnittene Gewebe 

wird entwässert und in Paraffin ausgehärtet. Von diesem Paraffinblock können dann mit 

einem Mikrotom schichtweise Schnitte angefertigt werden, die man auf einen Objektträger 

(OT) aufbringen und für histochemische und immunhistochemische Färbungen oder auch 

für In-situ-Hybridisierungen verwenden kann. Als Referenz diente die HE-Färbung, in der 

die Tumorzellen zweifelsfrei identifiziert werden konnten, nach Möglichkeit verbunden mit 

strukturellen Orientierungspunkten, die dann im Bereich der FISH-Analyse oder der 

immunhistochemischen Auswertung erneut als Erkennungszeichen dienten. 
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2.3 Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) 

Durch lichtmikroskopische Diagnostik wurden Zellen eines ausgewählten 

Gewebeabschnittes (zum Beispiel ein mit Tumorzellen infiltrierter Lymphknoten) 

identifiziert. Hinsichtlich der Untersuchung von bestimmten DNA-Sequenzen genau dieser 

Zellen bietet die FISH die Möglichkeit, diese mikroskopische Morphologie des Gewebes 

im Rahmen der weiteren Experimente zu erhalten und erneut zu identifizieren. 

Abwandlungen auf DNA-Ebene werden also in der intakten Architektur des Gewebes 

detektierbar. 

2.3.1 Prinzip 

Wesentlich für das FISH-Verfahren ist die Möglichkeit, die Bindungsqualität zweier 

komplementärer DNA-Stränge zueinander experimentell zu beeinflussen, also gezielt DNA 

in Einzelstränge aufzuspalten (Denaturierung) und wieder zur Bindung zu bringen 

(Hybridisierung). Dadurch lassen sich Versuchsanordnungen entwickeln, die letztlich die 

Bindung einer technisch synthetisierten Nukleinsäure-Sequenz an einen spezifischen 

Zielabschnitt der DNA eines Gewebes ermöglichen. Diese synthetisierten Nukleinsäure-

Sequenzen werden im Zusammenhang mit der FISH als Sonden bezeichnet und sind so 

aufgebaut, dass ihre Basenfolge zu der Zielsequenz im Gewebe komplementär ist. Die 

Sonden werden in hoher Konzentration mit dem zu untersuchenden Gewebe 

zusammengebracht, dessen Doppelstrang-DNA dann experimentell denaturiert wird. Dann 

werden Bedingungen zur Hybridisierung geschaffen und die Sonden binden die Ziel-DNA. 

An die Sonden gekoppelte Fluorchromfarbstoffe machen diese fluoreszenzmikroskopisch 

sichtbar. Durch eine erfolgreiche Hybridisierung wird schlussendlich der zur Sonde 

komplementäre DNA-Abschnitt des Gewebes markiert, wobei sich bestimmte genetische 

Aberrationen identifizieren lassen. 

Die FISH ist mittlerweile ein Standardverfahren molekularpathologischer Diagnostik und 

bei vielen Fragestellungen des klinischen Alltags eine gut etablierte Methode. Klassische 

Beispiele sind numerische Chromosomenanomalien, z. B. in der Pränataldiagnostik (Hulten 

et al. 2003) und zytogenetische Aspekte hämatologischer Erkrankungen und solider 

Tumoren (Wan und Ma 2012). Diese zytogenetischen Aspekte umfassen u. a. die Sicherung 

einer Diagnose (z. B. erbliches Retinoblastom, chronisch myeloische Leukämie), die 

Prognose (z. B. bestimmte Trisomien bei verschiedenen Leukämien) bzw. die Therapie 

(Her-2/neu Amplifikation bei Brustkrebs) dieser Erkrankungen. 
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2.3.2 Sonden 

Das in obiger Einführung angedeutete Spektrum der FISH-Diagnostik ergibt sich aus der 

Registrierbarkeit bestimmter chromosomaler Aberrationen durch den systematischen 

Einsatz und die farbliche Unterscheidung der verschiedenen Sondentypen. Sonden werden 

künstlich hergestellt. Der Produktionsprozess umfasst zum einen die Amplifikation einer 

Ausgangs-DNA, zum anderen die Markierung der beteiligten Nukleotide mit 

fluoreszenzmikroskopisch detektierbaren Molekülen. Man unterscheidet repetitive DNA-

Sonden, lokusspezifische Sonden und Painting-Sonden (vgl. z. B. Moog und Rieß 2014). 

Die Auflösungsgrenze liegt in der Regel im zwei- bis dreistelligen Kilobasenbereich (Navin 

et al. 2006).  

Lokusspezifische Sonden werden auch LSI (locus specific identifiers) genannt und sind für die 

vorliegende Arbeit verwendet worden. Damit lassen sich Aberrationen bis zur Ebene des 

einzelnen Gens darstellen, hier die Amplifikation von uPAR und c-MYC.  In der Regel wird 

bei der LSI-Sonde ein Dual Color-System gewählt. Die Sonde bindet nicht nur die DNA- 

Zielregion, sondern auch eine weitere Region mit einer zweiten Farbe. Hierdurch wird die 

Interpretation der sichtbaren Fluoreszenzpunkte bestimmt. LSI-Sonden, die zur 

Amplifikationsdetektion benutzt werden, haben z. B. häufig ein Dual Color-System, das 

neben dem Target das Zentromer des gleichen Chromosoms abbildet. Hierdurch lassen 

sich Genamplifikationen von chromosomalen Polysomien unterscheiden.  

2.3.2.1 uPAR-Sonde 

Bei dieser Sonde der Firma Kreatech handelt es sich um eine Dual Color-Sonde, die zwei 

Bereiche des Chromosoms 19 abdeckt (genaue Bezeichnung: Poseidon Repeat Free uPAR 

(19q13.3)/19p13.2 Dual Color probe). Eine 400 kb umfassende Oligonukleidsequenz ist 

mit einem grünen Fluoreszenzmolekül gekoppelt, eine weitere 500 kb umfassende 

Oligonukleidsequenz ist mit einem roten Fluoreszenzmolekül gekoppelt. Die grün 

markierte Sonde ist komplementär zum Abschnitt 19q13.3 und beinhaltet das in diesem 

Abschnitt befindliche Gen PLAUR, hybridisiert also das Zielgen. Die rot markierte Sonde 

bindet spezifisch eine Sequenz auf dem p-Arm des Chromosoms 19 und dient als interne 

Kontrolle. 

2.3.2.2 c-MYC-Sonde 

Auch die c-MYC-Amplifikationssonde der Firma Cytovision ist eine direkt gelabelte Dual 

Color Sonde (genaue Bezeichnung: ZytoLight ® SPEC CMYC/CEN 8 Dual Color Probe). 

Auch hier ist ein grün markierter Nukleidstrang komplementär zur Region mit dem Zielgen 

c-MYC (hier 8q24.21). Die rötlich fluoreszierende zweite Sequenz dient wiederum als 

Kontrolle und bindet in diesem Fall repetitive Sequenzen des Zentromers des 8. 

Chromosoms. 
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2.3.3 Durchführung 

Verwendete Materialien Hersteller, Firma, etc. 

DAPI Actinomycin D-Mannitol und DAPI der Firma Sigma-Aldrich, Vectashield 

Mounting Medium der Firma Vector 

Destilliertes Wasser Millipore milli-Q Direct 8, Firma Merck Millipore 

Deckgläser Firma Menzel, Größen in mm: 24x32, 15x15, 18x18, 24x24 

Ethanol  96% vollvergällt und 99% vergällt mit MEK, Firma Chemsolute ThGeyer  

FISH-Automat, Prozessor Abbot VP 2000 

Fixogum Firma Marabu, Art. Nr. 290110000 

Formalin Büfa Chemikalien, fertig gepuffert 

Hybridizer Abbot Molecular ThermaBrite Stat Spin, Modell S500-24 

Klingen feather microtome blades a53 type 

Kühlplatte Medite COP 30 

Kühlschrank Liebherr Modell CUP 3513 Index 20B/001 

Mikroskop LEICA DM 5500B mit externer Fluoreszenzlichtquelle EL 6000 

Mikrotom Microm HM 400 

NP-40 Fluka Biochemica, Nonidet P 40 Substitute 

Objektträger Süsse Labortechnik: 76 x 26 x 1,1mm, gebrauchsfertig 

PC HP Workstation Z400 und LCD Bildschirm NEC 2490 WUXI 24" 

Pipette Eppendorf Reference Pipetten, versch. Größen 

Pipettenspitze Biosphere Filter Tips Firma Sarstedt und Tip One, Repel-Polymer Technology 

Posthybridisierungspuffer SSC 20x Abbot plus destilliertes Wasser und ggf. NP-40 

Pretreatmentlösung Abbot VP 2000 Pretreatment Reagent 

Proteaselösung Abbot VP2000 Protease Buffer (0,01 N HCl) 

Salzsäure AppliChem Pancreac ITW Companies, Maßlösung 

Software, Kamera DiskusFire Wire, Firma Hilgers ver 4.81.1383 mit Kamera, Hitachi HV F202 

SSC 20x SSC 500g Abbot 

Tischzentrifuge Starlab Minizentrifuge SN 13030737 

Vortexmischer Vortex Genie 2 Scientific Industries G560E 

Wärmeschrank Memmert WS Typ UNB 400 

Wasserbad Medax Warmwasserbad mit Streckplatte, Typ 22721 Nagel GmbH 

Xylol Chemsolute ThGeyer Xylol 0,86g/ml 

Tabelle 1: benötigte Chemikalien und Geräte 
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Abseits der vielen individuellen Anforderungen an die Versuchsdurchführung, die sich aus 

den Eigenheiten des gewählten Gewebes und der gewählten Sonde ergeben, läuft jedes 

FISH-Protokoll in drei aufeinander aufbauenden Teilschritten ab, bevor es zur 

mikroskopischen Begutachtung kommt: Aufbereitung, Hybridisierung, Auswaschen.  

Bei der Aufbereitung wird der FFPE-Gewebsschnitt chemisch entparaffiniert, alkoholisch 

entwässert und störende Proteine werden mittels Säure und Enzymen verdaut. Im Rahmen 

dieser Arbeitsschritte wird das Material wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen und 

mit Waschpuffern neutralisiert. So wird die in den Zellkernen befindliche DNA für die 

Reaktion mit der FISH-Sonde demaskiert. 

Die Sonde wird dann mit der DNA des so präparierten Untersuchungsmaterials unter 

wechselnden thermischen Bedingungen inkubiert. Die genaue Steuerung von Zeit und 

Temperatur ist je nach Protokoll unterschiedlich, dient aber immer der optimalen 

Denaturierung und Hybridisierung von Sonden- und Ziel-DNA. 

Zuletzt kann nicht gebundenes Sondenmaterial ausgewaschen werden, sodass nur die 

tatsächlich hybridisierten Sonden unter dem Mikroskop sichtbar werden.  

Die spezielle Ausgestaltung dieser Teilschritte im Hinblick auf die Fragestellung der 

vorliegenden Arbeit wird im Folgenden beschrieben. Das Protokoll wurde teilautomatisiert 

mittels eines Hybridisierungs-Prozessors (Abbott VP 2000) durchgeführt. 

 

Tag 1 

 

1.  

Für die Anfertigung der Schnitte vom Paraffinblock wurde eine Schnittdicke von 3 

Mikrometern am Mikrotom angestrebt. Die dünnen Paraffinscheiben wurden mit Hilfe 

eines Wasserbades gestreckt, auf einen sauberen OT aufgebracht und makroskopisch auf 

Vollständigkeit überprüft. Das Präparat wurde über Nacht aufrecht in einen Wärmeschrank 

gestellt (56 °C), damit möglichst viel Paraffin schonend ablaufen konnte. Um später 

Sondenmaterial zu sparen, wurde nach Möglichkeit der relevante Bereich mit einem 

Diamantmesser auf der OT-Rückseite umrundet. 

 

2.  

Die chemische Entparaffinierung erfolgte durch das Lösungsmittel Xylol in drei 

verschiedenen Gefäßen für jeweils 10 Minuten. Darauf wurde das Präparat in zwei 

Gefäßen mit 100% Ethanol jeweils 5 Minuten lang von dem Lösungsmittel befreit und 

über eine absteigende Alkoholreihe (96%, 80%, 70% für jeweils 1 Minute) sukzessive 

rehydriert und im Anschluss an der Luft getrocknet (5 Minuten bei Raumtemperatur). 
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Die aufwändige Entparaffinierung ist eine Besonderheit der FFPE-FISH, weil das 

hydrophobe Paraffin die Sonde sonst verdrängen würde. Die nächsten Schritte dienen 

vorrangig der Erhöhung der Permeabilität durch Proteinverdau. 

 

3.  

Die entparaffinierten Schnitte wurden nun 20 Minuten in 0,2 molarer Salzsäure 

eingetaucht. Für die Salzsäure ist in diesem Zusammenhang insbesondere ein DNA 

demaskierender Effekt durch seine Wirkung auf Histonproteine beschrieben. Diese und 

andere gelöste Proteine würden die Hybridisierung stören und wurden anschließend mit 

destilliertem Wasser (3 Minuten) und Waschpuffer (zweifach konzentrierter SSC-Puffer für 

3 Minuten) entfernt.  

Darauf folgte das Eintauchen in die Pretreatment Solution für 30 Minuten bei 80 °C. Auch 

dieser Schritt ist insbesondere für Paraffingewebe etabliert, die Lösung enthält Sodium 

Thiocyanat und hat eine spaltende Wirkung auf die teils formalininduzierten 

Disulfidbrücken, was proteolytische Prozesse erleichtert und sich positiv auf die FISH 

auswirkt (Hopman et al. 1991). Hierauf erfolgte die erneute Waschung (1 Minute 

destilliertes Wasser und zweimal 5 Minuten SSC Waschpuffer zweifach konzentriert). 

 

4.  

Im Anschluss erfolgte der eigentliche Proteinverdau, der für jedes FISH Verfahren in der 

Prähybridisierung elementar ist. Hierzu wurde eine vorgefertigte Proteaselösung verwendet 

und die Präparate für 90 Minuten unter strikter Beachtung einer konstanten Temperatur 

von 37 °C inkubiert. Gelöste Proteine wurden im Anschluss wiederum ausgewaschen 

(zweimal 5 Minuten SSC Waschpuffer zweifach konzentriert) 

 

5. 

Das so vorbereitete Gewebe wurde darauf erneut fixiert und hierzu für 10 Minuten in 

Formalin (4% gepuffert) eingetaucht. Es erfolgte die erneute Waschung (zweimal 5 

Minuten SSC Waschpuffer zweifach konzentriert und 1 Minute destilliertes Wasser) und 

anschließende Trocknung an der Luft. Das Pretreatment ist nun beendet. 

 

6.  

Unter abgedunkelten Bedingungen erfolgte die Zugabe des Sondenmaterials 

größenadaptiert auf das entsprechende Gewebe. Das Sondenmaterial wurde kurz jeweils 

mit dem Vortexmischer und dann der Zentrifuge präpariert und dann auf den OT 

pipettiert. Unter Vermeidung von Luftblasen wurde ein vorbereitetes Deckglas aufgelegt 

und die Ränder mit Fixogum versiegelt. Je nach Größe des Gewebsbereiches waren 

zwischen 3 und 15 Mikroliter Sonde pro Schnitt vonnöten. 
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7. 

Die so bearbeiteten Schnitte wurden in den Hybridizer gelegt, zusammen mit einem 

Wasser getränkten Wattestab, sodass eine feuchte Kammer entstand. Dann wurden die 

Sonden-individuellen Zeit- und Temperaturbedingungen am Hybridzer eingestellt. Die 

Denaturierung erfolgte jeweils für 10 Minuten, wobei hier bei der uPAR Sonde 85 °C und 

bei der c-MYC Sonde 75 °C nötig waren. Die Hybridisierung erfolgte im direkten 

Anschluss über Nacht bei 37 °C. 

 

Tag 2 

 

Die nächsten Schritte zielen letztlich darauf, dass nur solches Sondenmaterial im Gewebe 

verbleiben soll, das homolog gebunden hat. Im Zusammenhang mit der FISH hat sich der 

Begriff des “stringenten Waschens” etabliert. So wird unspezifisch gebundenes 

Sondenmaterial entfernt und die Hintergrundfärbung wird reduziert. Im Zentrum steht 

hierbei der Posthybridisierungspuffer. Er enthält neben dem SSC auch ein Detergens (Hier: 

Nonoxinol 40 oder NP-40). 

 

1. 

Das Fixogum und die Deckgläschen wurden entfernt. Darauf wurde unter strikter 

Beachtung der Temperatur der OT für 2 Minuten bei 72 °C in den 

Posthybridisierungspuffer eingetaucht. Darauf erfolgte das Auswaschen in zweifach 

konzentriertem SSC-Waschpuffer und destilliertem Wasser jeweils kurz bei 

Raumtemperatur. 

 

2. 

Die Schnitte wurden luftgetrocknet, mit ca. 15 Mikrolitern des DAPI-Ansatzes eingedeckt 

und mit einem Deckgläschen versehen lichtisoliert und kühl gelagert. DAPI ist ein 

Fluoreszenzfarbstoff, der unspezifisch vor allem die DNA färbt und somit in der 

Fluoreszenzmikroskopie die Abgrenzung der Zellkerne möglich macht (Kapuscinski 1995). 

So kann man bei der Auswertung nur dann Fluoreszenzsignale werten, wenn sie sich in der 

Betrachtung der DAPI Färbung eindeutig über den Zellkern projiziert (siehe Abbildung 8). 

Weitere Aspekte der Auswertung sind zum besseren Verständnis dem Ergebniskapitel 

(siehe 3.1) zugeordnet.  
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Abbildung 8a         8b           8c 

Quelle: Fotografiert von F. Fuchs 

Diagnoseschema am Beispiel der MYC-Sonde; Die Fluoreszenzmikroskopie links (8a) zeigt 

zunächst eine Signalverstärkung des Targetgens (grün) bezogen auf die Zentromersonde 

(rot). Die Bildmitte (8b) stellt dieselben Zellen im Filter für die DAPI-Fluoreszenz dar. Die 

Überlagerung der beiden Bilder (8c) zeigt, dass sich die Zielgenamplifikation auf den 

Zellkern projiziert.  

2.4 Immunhistochemische Diagnostik 

 

Verwendete Materialien Hersteller, Firma, etc. 

Detektionskit  DAKO Envision Flex+ K8002 mit: Puffer, Peroxidaseblock, Linkerlösung, 

Detektionsenzym/Sekundärantikörper, Chromogen-Substrat-Gemisch 

Eindeckung tissue tek 4770 Coverslipping film 

Eindeckungsautomat Skura, tissue tek film 

Ethanol  96% vollvergällt UN1170 und 99% vergällt mit MEK, Firma Chemsolute 

ThGeyer  

Färbeautomat DAKO Autostainer link 48 

Hematoxylin DAKU RTU K8008 

Objektträger thermo scientific superfrost plus 25x75x1mm 

Primärantikörper Dako, Monoclonal Mouse Anti Human p53 Protein Clone DO 7 und  

Santa Cruz Biotechnology monoclonal mouse Antibody sc-56330 p16 (JC8)  

Software DAKOlink 

Vorbehandlugskit DAKO target retrieval solution high ph 

Vorbehandlungsautomat DAKO Ptlink 

Xylol Chemsolute ThGeyer Xylol 0,86g/ml 

Tabelle 2: benötigte Chemikalien und Geräte 
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2.4.1 Einführung 

Abseits der individuellen Metadaten der Patienten sollten auch auf zellulärer Ebene 

Kriterien zur Charakterisierung des Patientenkollektivs geprüft werden. So sollten einerseits 

die Verbesserung der Standardisierung und Vergleichbarkeit des Kollektivs erreicht werden 

und andererseits mögliche Zusammenhänge typischer Proteinveränderungen des 

Pankreaskarzinoms mit dem DSS oder gar den ausgewählten Markern uPAR und c-MYC 

als etwaige Störvariablen identifizierbar werden. 

2.4.2 p53 

Das p53-Gen befindet sich auf dem Chromosom 17p. Bei 70% aller Pankreaskarzinome ist 

p53 mutiert, wodurch es zur Veränderung des p53-Proteins kommt (Redston et al. 1994). 

Intakte p53-Proteine induzieren die Expression von Genen, z. B. der DNA-Reparatur bzw. 

der Apoptoseinduktion, und sind so in der Lage, an verschiedenen Punkten des Zellzyklus 

einen Arrest zu induzieren. Ist p53 mutiert, erhöht sich die Überlebenswahrscheinlichkeit 

einer Zelle mit schadhafter DNA und die p53-Mutation ist eine ausgesprochen häufige 

Mutation bei allen malignen Tumoren. 

Die Nachweisbarkeit des p53 ist bei intakten Zellen durch die kurze Halbwertszeit des 

Proteins limitiert (Momand et al. 1992). Intaktes p53 wird abgebaut und ist somit einer 

antikörperbasierten Färbung nicht zugänglich. Durch Mutationen im p53-Gen verändert 

sich das p53-Protein und entzieht sich den Abbaumechanismen, sodass es in der 

Konzentration im Zellkern ansteigt und z. B. immunhistochemisch, also durch Antikörper, 

gebunden und angefärbt werden kann. Durch die immunhistochemische Färbung lassen 

sich also in einem Schnitt solche Zellkerne mit hohen p53-Proteinspiegeln von solchen mit 

weniger hohen bis negativen Spiegeln unterscheiden. 

Das Prinzip beruht also auf der Affinität eines Antikörpers, mit einem bestimmten Epitop 

eine Antigen-Antikörperbindung einzugehen. Meist werden verschiedene Antikörper 

verwendet, wobei ein Primärantikörper das gesuchte Epitop bindet. Ein weiterer 

Antikörper dient der Verbindung mit den lichtmikroskopisch detektierbaren Reagenzien. 

Dieser zweite Antikörper hat dann eine Affinität zu Epitopen des Primärantikörpers. Diese 

sogenannte Zwei-Schritt-Methode erhöht die Signalintensität, weil mehrere 

Sekundärantikörper den Primärantikörper binden können und somit mittelbar das 

Targetprotein besser angefärbt werden kann, was sich positiv auf die Sensitivität des 

Verfahrens auswirkt. 

Im klassischen IHC-Protokoll wird letztendlich immer eine am Sekundärantikörper 

sesshafte Enzym-Substrat-Reaktion durchgeführt. Im vorliegenden Fall ist das Enzym, 

welches spezifisch den Sekundärantikörper bindet, eine Peroxidase. Wenn 

Sekundärantikörper und Enzym am Primärantikörper gebunden sind, wird ein Substrat-
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Chromogengemisch hinzugefügt. Es kommt zur Enzym-Substrat-Reaktion und das 

Chromogen wird detektierbar. Im vorliegenden Fall reagiert zugegebenes Diaminobenzidin 

(DAB) mit der sesshaften Peroxidase, sodass ein brauner amorpher Farbstoff entsteht, der 

sich lichtmikroskopisch auf den Zellkern begrenzt. 

 

Durchführung: 

Analog zu den bei den FISH-Experimenten ausgesuchten Gewebsproben der Patienten 

wurden weitere Schnitte identischer Lokalisation am Mikrotom angefertigt und dem 

immunhistochemischen Labor der UMG zugeleitet. Die Aufbereitung und Färbung 

erfolgte nach den standardisierten Protokollen der klinischen Routinediagnostik mit 

automatisierten Färbeautomaten, um die methodischen Schwankungen gering zu halten. 

Die Einzelheiten sind hier daher nur kurz beschrieben, ein Originalprotokoll ist 

exemplarisch als Anlage 1 unter Kapitel 6 dieser Arbeit beigefügt. 

Es erfolgte die automatisierte Entparaffinierung und Rehydratisierung des FFPE-Gewebes 

als Vorbehandlung. Zur optimalen Vorbereitung der Antigen-Antikörperbindung erfolgte 

die Demaskierung durch eine Hitzevorbehandlung, sowie eine standardisierte alkalische 

Pufferlösung (target retrieval solution). Darauf folgte das antikörperspezifische Protokoll im 

Färbeautomat. Zunächst wurde mittels Peroxidaseblock die endogene Peroxidase beseitigt. 

Darauf erfolgte die Zugabe des Primärantikörpers (Antihuman p53-Protein als 

monoklonaler Mausantikörper). Nach Zugabe einer Linkerlösung (Signalverstärkung und 

antimikrobielles Agens) folgte die Zugabe des Sekundärantikörpers (Peroxidase-

gekoppelter Ziegenantikörper gegen Maus-Immunglobulin). Nach Inkubation wurde das 

Chromogen-Substratgemisch hinzugefügt. Zum Abschluss folgte die Kerngegenfärbung 

mit HE. Selbstverständlich waren diese Schritte jeweils von Waschungen mit Waschpuffern 

eingerahmt. Zum Abschluss wurden die Schnitte in destilliertem Wasser gewaschen und 

Luftgetrocknet. 

2.4.3 p16 

p16 ist ähnlich wie p53 ein Vermittler von Zellzyklusarresten, dessen Mutation also zu 

erleichterter Proliferation von Zellen mit schadhafter DNA führt. Dieser Effekt basiert auf 

dem Einfluss auf die Cyklin-abhängigen Kinasen, deren zentrale Rolle in der 

Zellzykluskontrolle in dieser Arbeit schon einmal angesprochen wurde. Insbesondere jene 

Kinasen, die das Retinoblastom Protein (Rb1) phosphorylieren werden vom p16 inhibiert. 

Dieser klassische Signalweg der Tumorsuppressorproteine p16 und Rb1 ist bei nahezu allen 

Pankreaskarzinomen (98%) mutiert (Schutte et al. 1997). Gemäß der WHO- 

Tumorklassifikation haben 40% aller Patienten mit Pankreaskarzinom eine p16-Mutation 

(Hamilton und Aaltonen 2000). 
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Die methodische Durchführung zur Vorbereitung des immunhistochemischen Nachweises 

erfolgte analog zum oben geschilderten Prozedere des p53-Assays. Auch der p16- 

Antikörper war ein monoklonaler Mausantikörper, der Peroxidase-gekoppelt war und im 

Verlauf mit einem DAB-Gemisch gesättigt wurde, was bei enzymatischer Reaktion zum 

Nachweis eines braunen Chromogens führte. Allerdings ist das p16 typischerweise nicht 

auf den Zellkern beschränkt. Ein exemplarisches Originalprotokoll ist dieser Arbeit 

ebenfalls als Anlage 2 unter Kapitel 6 beigefügt. 

2.5 KRAS 

2.5.1 Einführung 

Proteine, die Zellwachstumssignale vermitteln, sind potentielle Onkoproteine und die Ras-

Raf-MAP-Kinase-Signalkaskade ist ein klassisches Beispiel. Sie übersetzt externe Reize, wie 

Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Hormone, die über Rezeptortyrosinkinasen die 

Zellmembran erreichen, in die entsprechenden zellulären Wachstums- und 

Differenzierungsprozesse. Mutiert ein vermittelndes Protein aus der Kaskade, werden diese 

mitogenen zellulären Prozesse vom externen Stimulus entkoppelt. Die Zelle entzieht sich 

somit einer übergeordneten Steuerung, wenn sie über die veränderte intrazelluläre 

Signalkaskade dauerhaft auf Wachstum programmiert ist, ohne dass der Rezeptor das 

entsprechende Signal evoziert. 

Ras ist ein G-Protein. Es kommt in einem aktiven phosphorylierten Zustand vor (Ras-

GTP) und in einem inaktiven Zustand, wenn es mit Guanosin Diphosphat beladen ist. Für 

die Überführung von aktiv auf inaktiv besitzt Ras eine GTPase-Aktivität. Mutiertes Ras ist 

konstitutiv aktiv. Typischerweise finden sich Punktmutationen in den Exons 2-4. 

Die KRAS-Mutation gilt als die häufigste Mutation bei Pankreaskarzinomen und die 

WHO-Tumorklassifikation quantifiziert ihren Anteil auf über 90% aller Erkrankungen 

(Hamilton und Aaltonen 2000). Gemeinhin wird davon ausgegangen, dass KRAS ein 

integraler Bestandteil der Pathogenese pankreatischer Erkrankungen ist, etwa hinsichtlich 

des Zusammenspiels entzündlicher Veränderungen im Übergang in die maligne Entartung 

bzw. in intraepitheliale Neoplasien (Di Magliano und Logsdon 2013). Für die 

Krebsentstehung spielt neben der Ausprägung des KRAS-Mutationsstatus das zeitgleiche 

Vorhandensein anderer Mutationen eine Rolle, etwa die letztgenannten Marker p16 bzw. 

p53 (Yachida et al. 2010)  

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Untersuchung des KRAS-Mutationsstatus, wie auch 

schon bei p16 und p53 beschrieben, um einen möglichen Einfluss als Störvariable nicht zu 

übersehen bzw. um die Vergleichbarkeit des Kollektivs anhand üblicher Proteinpattern zu 

bewerten. Es wurde sich daher eines hoch standardisierten und teilautomatisierten 
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Protokolls bedient, das für die oben beschriebene Therapieentscheidung beim 

metastasierten Kolonkarzinom klinisch gut etabliert ist. Es handelt sich um ein Verfahren 

der DNA-Sequenzierung, genauer ein Pyrosequenzierungsverfahren. Jeder Fall wurde 

einzeln im Hinblick auf das Codon 12 und das Codon 13 des KRAS-Gens untersucht und 

entsprechend als KRAS-Wildtyp oder KRAS-Mutant klassifiziert. 

Bei der Pyrosequenzierung macht man sich den konstanten Energieumsatz der chemischen 

Reaktion des angebotenen Nukleotids mit der DNA-Polymerase zu nutze. Es handelt sich 

um eine endotherme Reaktion. Die Nukleotide liegen als Nukleosidtriphosphate vor. Die 

Desoxyribose dieser Nukleotide ist also mit drei Phosphatgruppen verestert, was einem 

hohen Energiegehalt entspricht. Bei der Katalyse mit der DNA-Polymerase werden zwei 

davon abgespalten, es wird also Pyrophosphat frei und zwar immer ein Pyrophosphat pro 

Hybridisierung. Bei der Pyrosequenzierung wird dem Assay ein Enzymcocktail beigefügt, 

der das freiwerdende Pyrophosphat nutzt, um einen Lichtblitz zu erzeugen. Im Zentrum 

dieses Enzymcocktails steht das Enzym Luciferase, das diese detektierbare Biolumineszenz 

erzeugt. Die anderen Enzyme stellen nötige Energie bereit, indem sie das bei der 

Hybridisierung frei gewordene Pyrophosphat in ATP umwandeln. Wichtig für das 

Verständnis der Auswertung der Pyrosequenzierung ist, dass die messbare Stärke des 

Lichtblitzes von der Menge an frei gewordenem Pyrophosphat abhängt. 

Das Licht wird durch eine Kamera detektiert und graphisch verarbeitet. Im Ergebnis 

entsteht am Computer ein Pyrogramm, dessen Ordinate die Lichtstärke widerspiegelt und 

den auf der Abszisse aufgetragenen zeitlich sortierten Basenzugaben zuordnet.  

 

 

Abbildung 9: Theoretisches Pyrogramm mit Ableseanmerkungen 

Weitere Enzyme, welche über das gesamte Protokoll hin vorliegen, dienen dem Abbau 

jener Nukleotide und Reagenzien, die nicht mit der DNA-Polymerase reagiert haben bzw. 

die Folgereaktionen verfälschen könnten. 
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2.5.2 Durchführung 

Verwendete Materialien Hersteller, Firma, etc. 

DNA-Extraktionslösung innuPREP FFPE DNA Kit Firma: Analytik Jena 

DNA-Extraktionsgerät innupure c16, Firma Analytik Jena 

Klingen feather microtome blades a53 type 

Mikrotom Mikrom HM 400 

PCR-Gerät Peqlab, peqstar 96Q 

Sequenzierungsgerät QiagenPyromark q24 

Sequenzierungskit therascreen KRAS Pyro Kit mit: u. a. Sequenzierungsprimern, PCR-Primern, 

PCR Mastermix, Nukleotiden, Enzymen, Puffern, Kontroll-DNA 

Software Qiagen PyromarkQ 2.0 mit KRAS Plug-in Report 

Tabelle 3: benötigte Chemikalien und Geräte 

Analog zu den bei den FISH-Experimenten ausgesuchten Gewebsproben der Patienten 

wurden weitere Schnitte identischer Lokalisation am Mikrotom angefertigt, die relevanten 

Bereiche mittels HE-Mikroskopie makroskopisch markiert und dem 

molekularpathologischen Labor der UMG zugeleitet. Die Arbeitsschritte, die im Einzelnen 

dazu führten, dass aus der Fülle an DNA eines FFPE-Gewebeschnittes ein sequenzierbarer 

kurzer DNA-Abschnitt für die Pyrosequenzierung isoliert wurde, seien hier nur grob 

zusammengefasst. Nach mikroskopischer Identifikation wurde Tumorgewebe aus dem 

Schnitt mechanisch extrahiert und aufbereitet. Codon 12 und 13 liegen im Exon 2 des 

KRAS Gens. Es erfolgte die Amplifikation mittels PCR, wobei die Selektion der 

entsprechenden PCR-Primer die isolierte Amplifikation der gängigen Varianten von Codon 

12 und 13 des KRAS-Gens ermöglichte. Für die Sequenzierung wird einzelsträngige DNA 

benötigt. Durch den Einsatz biotinylierter Primer im Rahmen der PCR-Amplifikation 

entstanden solche einzelsträngigen DNA-Templates und wurden aufgereinigt. Die 

eigentliche Pyrosequenzierung erfolge mittels eines kommerziellen Kits. Der Abgleich des 

Pyrogramms mit dem zu erwartenden Wildtyp-Pyrogramm führte zur Entscheidung, ob ein 

Wildtyp oder ein Mutant vorlag. Abbildung 10 zeigt beispielhaft zwei Pyrogramme des 

vorliegenden Kollektivs im Vergleich. 
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Wildtyp; die Lichtintensitäten 

sind mit dem theoretischen 

Pyrogramm vergleichbar. 

   

Mutation; Der erste 

Ausschlag ist kleiner und ein 

zusätzliches A (Adenin)-

Nukleotid ist in Bindung 

gegangen.  

 
Abbildung 10: Pyrogramme im Vergleich 
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3 Ergebnisse 

3.1 Ergebnisse der FISH-Analyse 

Nach oben beschriebener Versuchsanordnung erfolgte schrittweise zuerst die Auswertung 

des gesamten Kollektivs mit der uPAR-Sonde. Danach wurde in einem zweiten Schritt das 

gesamte Kollektiv mit der c-MYC Sonde hybridisiert und ebenso sukzessive ausgewertet. 

Die Auswertung der einzelnen Schnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte jeweils 

ohne zusätzliche Kenntnis anderer Befunde des betreffenden Patienten, wie etwa 

Überlebensdaten oder Amplifikationsstatus des anderen untersuchten Markers.  

3.1.1 Auswertung 

Folgende Gesichtspunkte waren für die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop der 

patientenbezogenen FISH-Schnitte von besonderer Bedeutung: 

 

- Screening des gesamten Schnittes bei unterschiedlicher Vergrößerung (i.d.R. 63-fach) zur 

Beurteilung der Hybridisierungs- und Farbqualität, sowie Identifizierung der Tumorregion 

- Begutachtung des gesamten Tumorgewebes (i.d.R. bei 100facher Vergrößerung) 

- Identifizierung von Hotspots, also tumoröser Abschnitte, die in engem topologischen 

Zusammenhang stehen und prima Vista vermehrte Zielgenfluoreszenzen zeigen 

- Auszählung der grünen und roten Fluoreszenzsignale von jeweils zwanzig Zellen in drei 

verschiedenen Tumorregionen bzw. Hotspots 

- Screening einer Kontrollregion (z. B. gesundes Drüsengewebe, Lymphknoten, 

Bindegewebszellen) zum Ausschluss ubiquitär gebundener Sonden 

- Zusätzlich nach Möglichkeit Auszählung einer Region mit 20 PanIN-Zellen 

- Ausgewählte Fotodokumentation einzelner Diagnoseschritte 

- Auswertung des Zählergebnisses der Tumorregion mit den meisten Fluoreszenzsignalen 

zur Klassifikation des Amplifikationsstatus 

 

Die Kriterien zur Klassifizierung des Amplifikationsstatus des uPAR bzw. von c-MYC sind 

bis dato insbesondere beim Pankreaskarzinom nicht etabliert. Zur Auswertung der 

Zählergebnisse erfolgte die Orientierung an einem publizierten Auswerteschema 

(Schildhaus et al. 2015). Hierbei erfolgt die Einteilung in vier Gruppen (hier römisch I bis 
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IV) mit besonderem Augenmerk auf die Ratio und die Genkopienzahl. Die Ratio 

beschreibt das Verhältnis von Zielgensignal zu Kontrollsignal aller gezählten Zellen. Die 

Genkopienzahl als durchschnittliche Genkopienzahl (average gene copy number = AGN) ist die 

Summe aller Zielgensignale dividiert durch die Anzahl der gezählten Zellen. Darüber 

hinaus spielt auch der prozentuale Anteil solcher Zellen eine Rolle, die für sich genommen 

eine besonders hohe Genkopienzahl aufweisen. Hieraus ergibt sich folgende Einteilung: 

 

I) High-Level Amplifikation: 

- Zielgen/Kontrollgen Ratio > 2,0  oder 

 - AGN für Zielgen pro Zelle > 6,0 oder 

 - > 10% aller Tumorzellen mit > 15 Ziegenkopien 

 

II) Intermediäres Amplifikationslevel: 

- > 50% der Zellen haben > 5 Zielgenkopien 

- keine High-Level Kriterien erfüllt 

 

III) Low-Level Amplifikation: 

- > 40% der Zellen haben > 4 Zielgenkopien 

- keine High-Level Kriterien erfüllt 

- keine intermediären Kriterien erfüllt 

 

IV) Negativ für Amplifikation: 

- keines der oben genannten Kriterien trifft zu 

 

Abbildung 11: FISH einer PanIN mit uPAR-

Sonde (grün); Beispiel für (IV);  Zellen weisen 

regelhaft in dieser Ebene keine Signalverstärkung 

auf. Ebenfalls für die Auswertung wichtig ist, dass 

keine Überlagerungseffekte der Zellkerne 

vorkommen und die einzelnen roten und grünen 

Signale nicht miteinander verschmelzen. 

 Quelle: Fotografiert von F.Fuchs 
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Abbildung 12: FISH mit Low-Level- 

Amplifikation der c-MYC Sonde (grün); 

Beispiel für (III); einige Zellen zeigen in 

dieser Ebene mehr als zwei grüne Signale. 

Eine Auszählung der hier exemplarisch 

eingefügten Bilder ist nicht möglich, da 

man die räumliche Tiefe des Zellkerns 

mitberücksichtigen muss.  

 

Quelle: Fotografiert von F. Fuchs 

 

Abbildung 13a: FISH mit High-Level- 

Amplifikation der uPAR-Sonde (grün); 

Beispiel für (I); zwei Zellen mit deutlicher 

Zunahme der grünen Fluoreszenzsignale. 

Da dieser Tumor in einem 

zusammenhängenden Bereich viele 

solcher Zellen aufwies, wurde er als High- 

Level Amplifikation eingestuft. 

 

Quelle: Fotografiert von F. Fuchs 

 

3.1.2 Ergebnis uPAR-Sonde 

29 der 60 Patienten erfüllten die Kriterien einer Genamplifikation des uPAR-Rezeptors. 

Hinsichtlich der Zuordnung in die verschiedenen Amplifikationsqualitäten ergaben sich 16 

Low-Level-Amplifikationen, zwei intermediäre und elf High-Level-Amplifikationen. Für 

die weitere statistische Auswertung wurden die intermediären Amplifikationslevel und die 

Abbildung 13b: FISH mit High Level 

Amplifikation der uPAR-Sonde (grün); 

Beispiel für (I); Hier ist einer der oben 

beschriebenen Hotspots dargestellt. 
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High-Level-Amplifikationen in einer Gruppe zusammengefasst, sodass das 

Patientenkollektiv in drei Gruppen eingeteilt wurde. Eine zusammenfassende Darstellung 

zeigt Abbildung 14. Andere Gewebsabschnitte, wie Lymphknoten, gesundes 

Drüsengewebe und auch PanIN-Läsionen zeigten sich, anders als mitunter in anderen 

Studien vorbeschrieben, ohne Ausnahme negativ hinsichtlich obiger Kriterien der uPAR- 

Amplifikation. 

3.1.3 Ergebnis c-MYC-Sonde 

32 der 60 Patienten erfüllten die Kriterien einer Genamplifikation des c-MYC-Gens. 

Hinsichtlich der Zuordnung in die verschiedenen Amplifikationsqualitäten ergaben sich 12 

Low-Level-Amplifikationen, 3 intermediäre und 17 High-Level-Amplifikationen. Wegen 

der ebenfalls geringen Zahl von Intermediaten wurde auch jetzt hinsichtlich der weiteren 

statistischen Auswertung die Zusammenfassung der intermediären Amplifikationen mit 

den High-Level-Amplifikationen vorgenommen. Auch c-MYC zeigte sich in anderen 

Gewebsabschnitten, wie Lymphknoten, gesundem Drüsengewebe und auch PanIN-

Läsionen ohne Ausnahme negativ hinsichtlich obiger Kriterien. Abbildung 15 ergänzt 

zusammenfassend die prozentuale Verteilung.  

 

 

Abbildung 14         Abbildung 15 

3.2 Ergebnisse der Immunhistochemie 

3.2.1 Auswertung 

Wie unter 2.4 dargestellt, wurden die Gewebeschnitte automatisiert mit den 

antikörperbasierten Farbstoffen für p53 und p16 angefärbt und am Lichtmikroskop 

ausgewertet. Die für die Ergebnisfindung entscheidenden Aspekte im Rahmen der 

Auswertung werden im Folgenden in Kürze zusammengefasst: 

Zunächst steht die sichere Identifizierung von Tumorgewebe ggf. unter Beachtung des 

äquivalenten HE-Schnittes im Vordergrund. Darauf folgt die qualitativ visuelle Bewertung 

negativ
51%

low level
27%

high level
22%

Amplifikationsstatus uPAR
n=60

negativ
47%

low level
20%

high level
33%

Amplifikationsstatus c-MYC
n=60
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der Farbintensität aller Tumorzellen des Schnittes und die Zusammenfassung dieser 

Beurteilung als Punktwert auf einer Skala von 0-300, angelehnt an den H-Score (Goulding 

et al. 1995). Kurz zusammengefasst heißt das, dass die Farbintensität der Zellen zunächst 

auf einer Skala von 0-3 bewertet wird (0=keine, 1=schwache, 2=moderate, 3=starke 

Färbung). Außerdem wird der Prozentsatz der jeweils angefärbten Zellen semiquantitativ 

angegeben (z. B. 20% Grad 1, 40% Grad 2, 40% Grad 3 = 100%). Die Multiplikation der 

ermittelten Prozentzahl mit dem Zahlenwert des jeweiligen Intensitätsgrad ergibt einen 

Score von 0 bis 300.  

 

Berechnung des obigen Beispiels: 

 

Grad 0 = 0% 

Grad 1 = 20% 

Grad 2 = 40% 

Grad 3 = 40% 

 

Dieses Zählergebnis ergäbe einen Score von 220 Punkten für den gesamten Schnitt. 

Zu beachten ist, dass nicht die Färbung der Zelle als Ganzes, sondern jeweils Kernfärbung, 

Membranfärbung und Färbung des Zytoplasmas berücksichtigt werden. Als 

Kontrollgewebe eignet sich bei pankreatischen Untersuchungen sehr gut das 

Inselzellgewebe. Ferner sind Störvariablen zu beachten, beispielsweise weisen 

Makrophagen häufig positive Färbungen auf. In der vorliegenden Arbeit wurde wiederum 

anschließend an die Beurteilung der Tumorzellen nach Möglichkeit eine Beurteilung von 

PanIN-Gewebe vorgenommen. Eine p53-Mutation wurde diagnostiziert, wenn der H-Score 

größer 50 war (vgl. Goulding et al. 1995). Eine p16-Mutation wurde diagnostiziert, wenn 

mehr als 5% der Zellen moderat oder stark angefärbt waren (Goitia-Durán et al. 2010).  

3.2.2 Ergebnisse p53 

47 der 60 Patienten erfüllten die Kriterien einer p53-Mutation. Mit einem Anteil von 77% 

am Gesamtkollektiv liegt die Mutationsrate damit etwas oberhalb der 70%, die in der 

gängigen Literatur (vgl. Hamilton und Aaltonen 2000) für das PDAC beschrieben wird. 

Außerdem zeigten sich gleichgerichtete p-53 Expressionen zwischen Tumorzellen und den 

entsprechenden Vorläuferläsionen, die auch statistisch signifikant waren (p<0,05; 

Spearman Korrelationskoeffizient R= 0,417). Zusammenhänge zur Amplifikation von c-

MYC oder uPAR, bzw. zur p16-Expression ließen sich nicht darstellen. Auch für das 

Überleben der Patienten war die p53-Mutation statistisch nicht relevant. 

Rechnung: 

(0 x 0) + (1 x 20) + (2 x 40) + (3 x 40) = 220 P 
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Im linken Bildrand zeigen sich im 

Wesentlichen moderat bis stark angefärbte 

Tumorzellen, die sich in diesem Fall in einem 

Lymphknoten befinden entsprechend einer 

Lymphknotenmetastase. 

 

 

 

 

                                                      

Insbesondere apikal der drüsigen Struktur im 

Zentrum des Bildes zeigt sich das Bild eines 

PDAC mit Desmoplasie und Tumorzellen, die 

sich in diesem Fall negativ für p53 zeigen. 

 

                                                                       

3.2.3 Ergebnisse p16 

Hinsichtlich der p16-Mutation zeichnet sich ein ähnliches Bild wie bei der Mutation von 

p53. Mit 45% der Fälle (27 von 60 Patienten) liegt die Rate leicht oberhalb der in der 

Literatur beschriebenen Mutationsrate von 40% (vgl. Hamilton und Aaltonen 2000). Auch 

bei p16 liegt eine statistisch signifikante Korrelation von Tumorzellen und den 

korrespondierenden Vorläuferläsionen vor (p<0,05; Spearman Korrelationskoeffizient 

R=0,492), wohingegen kein Zusammenhang zum Überleben, respektive zu p53, uPAR oder 

c-MYC dargestellt werden konnte. 

 

Anders als bei p53 färbt sich bei p16 auch das 

Zytosol. Das Bild zeigt alle drei Farbintensitäten. 

Zusätzlich sieht man im unteren rechten Bildrand 

die typische Morphologie eines eher unauffälligen 

Pankreasgangs. 

 

Abbildung 16: p53-positive Tumorzellen 

Quelle: Fotografiert von F. Fuchs 

 

Abbildung 17: p53-negative Tumorzellen 

Quelle: Fotografiert von F. Fuchs 

Abbildung 18: p16-positive Tumorzellen 

Quelle: Fotografiert von F. Fuchs 
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Die zahlreichen lymphatischen Zellen 

repräsentieren einen Lymphknoten, der von 

drüsig organisierten Tumorzellen infiltriert ist. 

Hier also eine immunhistochemisch negative 

Lymphknotenmetastase. 

 

 

3.3 Ergebnisse der KRAS-Sequenzierung 

In oben dargestellter Weise wurden durch das molekularpathologische Labor anhand des 

zur Verfügung gestellten Genmaterials die individuellen Pyrogramme erstellt. Bei einem 

Schnitt ergaben sich bei der mechanischen Aufbereitung wiederholt Probleme, sodass 

keine Pyrosequenzierung erfolgen konnte. Bei 58 der 59 restlichen Patienten wurden 

Graphen generiert, die eine eindeutige Zuordnung möglich machten, wobei ein Patient 

wiederholt uneindeutige Sequenzierungsergebnisse aufwies und aus der Auswertung 

ausgeschlossen wurde. 

Unter den 58 verbliebenen Patienten waren 20 KRAS-Wildtypen und 38 KRAS-Mutanten 

(siehe Abbildung 20). Unter den Mutanten lassen sich fünf verschiedene Punktmutationen 

unterscheiden, deren Verteilung aus Abbildung 21 hervorgeht. Insgesamt überwiegen 

deutlich die Mutationen im Codon 12, bei nur zwei Mutationen im Codon 13.  

  Abbildung 20          Abbildung 21 

                                                                                                                 

Abbildung 19: p16-negative Tumorzellen 

Quelle: Fotografiert von F. Fuchs 

mutant
66%

wildtyp
34%

Verteilung KRAS-
Mutation

n=58
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3.4 Auswertung und Korrelation 

Über die patientenindividuelle Fallnummer wurden nun die generierten Daten in 

Beziehung gesetzt und nach Zusammenhängen gesucht. Im Anschluss erfolgte die 

Korrelation mit der Überlebenszeit der Patienten. Relevante Zusammenhänge sind 

nachfolgend dargestellt. 

3.4.1 uPAR und c-MYC im Zusammenhang 

 

 

Abbildung 22: Amplifikationscharakteristika von c-MYC und uPAR im selben Tumor 

Das Balkendiagramm teilt das gesamte Kollektiv in drei Gruppen nach dem uPAR-

Amplifikationsstatus ein. Balken 1 [G0] repräsentiert alle nicht uPAR-amplifizierten; Balken 2 [LL] 

alle Low-Level-uPAR-amplifizierten; Balken 3 [HL] alle High-Level-uPAR-amplifizierten Fälle. Die 

farbliche Einteilung des jeweiligen Balkens richtet sich nach dem prozentualen Anteil an 

gleichzeitigen c-MYC-Amplifikationen. Beispielsweise sieht man, dass die Gruppe der nicht uPAR-

amplifizierten Fälle (Balken1, G0) größtenteils auch keine c-MYC-Amplifikationen aufweist (basaler 

blauer Anteil >60%); analog dazu fanden sich in der Gruppe der hoch-amplifizierten uPAR-Fälle 

auch die meisten High-Level c-MYC-Amplifikationen. 

 

 

Der ermittelte uPAR und der c-MYC-Amplifikationsstatus wurden als zwei Variablen ein 

und desselben Patienten betrachtet und in einer Spearman-Korrelation auf einen 

Zusammenhang hin untersucht. Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Trend einer 

Koamplifikation der beiden Marker (r=0.227, p=0.026). Dieser Trend umfasste nicht nur 

die Qualitäten, ob eine Amplifikation jeweils vorlag oder nicht, sondern auch die 

Subspezifizierung des Amplifikationsgrades in Low-Level und High-Level korrelierte 
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signifikant. uPAR- und c-MYC-Amplifikationen neigen also überzufällig häufig dazu, in 

ähnlicher Weise im selben Tumor aufzutreten. 

3.4.2 Genamplifikation in Korrelation mit dem krankheitsspezifischen Überleben 

Ferner wurde der Zusammenhang untersucht, inwiefern der jeweilige Amplifikationsstatus 

von uPAR und c-MYC als eigenständiges Kriterium für das Überleben des Patienten 

betrachtet werden konnte. In dieser univariaten Analyse des Kollektivs ergaben sich jeweils 

statistisch signifikante Zusammenhänge, die nachfolgend dargestellt werden. 

3.4.2.1 uPAR-Amplifikation 

Das mittlere Überleben der Patienten ohne uPAR-Amplifikation war 28,4 Monate. Bei den 

amplifizierten Tumoren zeigte sich ein reduziertes Überleben, nämlich 15,5 Monate bei 

Patienten mit Low-Level-Amplifikation und 12,4 Monate bei Patienten mit High-Level-

Amplifikationen (Cox-Mantel-Test, p=0,027). Abbildung 23 fasst diese Ergebnisse in einer 

Kaplan-Meier-Kurve zusammen. Die X-Achse ist in Monatsschritten beschriftet. 

 

Abbildung 23: Amplifikation im uPAR-Gen beeinflusst die Überlebenswahrscheinlichkeit 
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3.4.2.2 c-MYC Amplifikation 

Bei c-MYC-Amplifikationen zeigte sich ein ähnliches Bild. Ohne Amplifikation betrug das 

mittlere Überleben 27,5 Monate, verglichen mit 11,1 Monaten bei erfüllten Low-Level-

Kriterien bzw. 19,3 Monaten bei High-Level-Amplifikationen (Cox-Mantel-Test, p=0,048). 

Auch hier liefert Abbildung 24 eine Übersicht als Kaplan-Meier-Schätzung. Die x-Achse ist 

mit Tagen bezeichnet. 

 

 

Abbildung 24: c-MYC-Amplifikationen im Zusammenhang mit Überleben;  

Gruppe 1 nicht amplifiziert, Gruppe 2 Low-Level- und Gruppe 3 High-Level-Amplifikationen. 

 

3.4.3 Multivariate Auswertung und Zusammenfassung 

 

Im Anschluss wurden diese Ergebnisse einer multivariaten statistischen Auswertung 

unterzogen, die zusätzliche Merkmale der Patienten berücksichtigte. Die oben bereits 

beschriebenen Marker p16 und p53 gehörten dazu, aber auch Alter, Geschlecht und 

Grading wurden berücksichtigt. Hierbei lagen sowohl c-MYC als auch uPAR außerhalb des 
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statistisch signifikanten Bereiches. Allerdings ist hinsichtlich des High-Level uPAR-

Amplifikation mit einem p-Wert von 0,071 immer noch ein Trend hin zur Relevanz 

erkennbar. Nur das Grading der Patienten war in dieser Analyse relevanter (p=0,0218) und 

als einziges Merkmal im statistisch signifikanten Bereich. 

Abbildung 25 zeigt eine Zusammenfassung der 

berücksichtigten Merkmale, die allesamt nicht signifikant 

waren. Für sich genommen hatten also uPAR und c-MYC 

einen signifikanten Einfluss auf das Überleben der 

Patienten, der in der multivariaten Analyse allerdings nicht 

stabil war. Ferner ergab sich für die Koexpression von 

uPAR und c-MYC im selben Tumor hinsichtlich des 

spezifischen Krankheitsüberlebens der Patienten ebenfalls 

kein signifikanter Zusammenhang. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 25 



 

Seite | 56  

 

4 Diskussion 

4.1 Übersicht 

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Betrachtung eines möglichen Zusammenhangs 

zwischen dem uPAS und dem Transkriptionsregulationssystem c-MYC beim 

Pankreaskarzinom. Die selektive Standardisierung der eingeschlossenen Studienpatienten 

und die Referenz zum krankheitsfreien Überleben kennzeichnen das Patientenkollektiv, in 

dem diese Marker untersucht wurden. Ziel war die Fokussierung auf jene Subgruppe von 

Patienten, die ein primär kuratives Therapiekonzept erfahren haben. 

Hypothetischer Leitgedanke ist die Vorstellung, dass MYC und uPAR bei der 

Krebsentstehung und im Bereich der Krankheitsprogression aggressiver Phänotypen 

synergistisch wirken können. 

Potentieller Ausblick ist die Vorstellung, Schritte in die personalisierte Therapie des 

Pankreaskarzinoms voranzutreiben, z. B. indem spezifische Proteinpattern die Möglichkeit 

der Identifikation klinischer Subgruppen mit gesonderten Risikoprofilen bzw. 

Therapiekonzepten ermöglichen. 

4.2 Methodische Aspekte 

Die Amplifikation zweier Gene ist in dieser Arbeit das Kernkriterium. Zum einen gilt es zu 

hinterfragen, inwieweit die Methode der FISH geeignet ist, diese Genveränderungen valide 

abzubilden. Zum anderen gilt es zu hinterfragen, inwiefern dieses reine Abbild einer 

genetischen Mutation sinnvoll mit veränderter Proteinexpression bzw. im Effekt mit 

tatsächlich klinischen Daten in Relation gesetzt werden darf. 

4.2.1 FISH 

Grundsätzliche Überlegungen vor der Durchführung von FISH-Experimenten umfassen 

zeitliche, personelle und finanzielle Aspekte. Das jeweilige Hybridisierungsexperiment ist 

vergleichsweise langwierig, es dauert in jedem Fall zwei Tage. Die verwendeten Sonden 

sind kostspielig. Es bedarf der Einarbeitung des Untersuchers, die zeitintensiv ist und 

personelle Ressourcen erfordert. In diesem Zusammenhang ist auch eine regelmäßige 

Validierung der erzielten Untersuchungsergebnisse durch erfahrene FISH-Diagnostiker 

erforderlich. 
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Diese Aspekte spielten selbstverständlich für die vorliegende Arbeit eine Rolle, 

insbesondere da hinsichtlich der verwendeten uPAR-Sonde keine standardisierte 

Erprobung in Forschung oder in klinischer Routine etabliert waren.  

Als Orientierung diente zunächst das Setting der FISH-Diagnostik des human epidermal 

growth factor-Rezeptors 2 (HER2). Die Detektion einer Genamplifikation dieses Rezeptors 

wird im Rahmen der Mammakarzinomdiagnostik routinemäßig durchgeführt. Somit 

eigneten sich die damit verbundenen Arbeitsschritte, um die notwendigen Verfahren um 

die Hybridisierung und die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop zu erlernen. Die FISH-

Diagnostik beim Mammakarzinom wird von vielen Autoren wegen der hohen Sensitivität 

und Spezifität als Goldstandard für die Ermittlung der Rezeptorüberexpression 

beschrieben (Sarode et al. 2015). So wurden auch für die ersten uPAR-

Hybridisierungsversuche und das Pretreatment zunächst die Protokolle der HER2-Sonden 

verwendet, allerdings zeigten sich hinsichtlich störender Hintergrundfluoreszenzen 

deutliche Schwächen. Erst die geschilderte Automatisierung des Pretreatments und damit 

verbunden die Umstellung des Protokolls, ermöglichte reproduzierbare und auswertbare 

FISH-Versuche mit der uPAR Sonde im Pankreasgewebe, mit vergleichbaren Ergebnissen 

in der Validierung durch einen unabhängigen Beobachter (Prof. Schildhaus, Institut für 

Pathologie der UMG).  

Auch die Auswertekriterien - insbesondere hinsichtlich des Cut-Off-Wertes - orientierten 

sich zunächst am HER2-Schema, wobei auch diese Kriterien Gegenstand anhaltender 

Diskussionen waren und sind (siehe z. B. Rakha et al. 2015). Sie erwiesen sich als nicht 

praktikabel, weil die Ratio von Zielsignal und Kontrollsignal das Hauptkriterium war. Hier 

erfolgte unter anderem die Definition eines Borderline-Typus, wenn man nach Auszählung 

von zwanzig Zellen mit der Ratio im Bereich zwischen 1,8 und 2,0 lag. Dieser 

Grenzbereich erforderte die Auszählung weiterer (mind. 60) Tumorzellen, was sich als 

schwierig und zeitintensiv erwies, insbesondere, weil dieser Grenzbereich häufig vorlag. 

Durch das im Ergebnisteil vorgestellte und letztendlich angewandte Schema wurden neben 

der Ratio zusätzliche Kriterien in die Auswertung mit einbezogen und außerdem wurde 

sichergestellt, dass in jedem Schnitt gleich viele Zellen gezählt wurden. Ferner erwies sich 

die vielschichtigere Einteilbarkeit in unterschiedliche Amplifikationstypen als vorteilhaft für 

die weitere Vergleichbarkeit und die statistische Auswertung. Auch die Hybridisierung und 

Auswertung der c-MYC-Sonde funktionierte mit denselben Konzepten zufriedenstellend 

und erleichterte so die statistische Vergleichbarkeit der beiden Variablen. Die Zahl der 

grenzwertigen Fälle (hier intermediäre Amplifikation genannt) verschwand allerdings nicht 

gänzlich. Zwei Fälle bei der uPAR-Testung und drei Fälle bei der c-MYC Testung bildeten 

diese Gruppe, die zu klein für eine eigenständige statistische Aussagekraft war und daher 

mit einer anderen Gruppe zusammengefasst werden musste. Da in der Mehrheit der Fälle 

eine deutliche Nähe zu den High-Level-Kriterien bestand (z. B. AGN 5,9; 5,85; 5,6), wurde 
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die Zuteilung in die High-Level-Klassifikation vorgenommen, was eine punktuelle 

Aufweichung der beschriebenen High-Level Kriterien zu Gunsten der Verwertbarkeit der 

Ergebnisse darstellt. Borderline- Fälle, die eine statistische Auswertung erschweren, sind 

allerdings auch bei anderen Tumorentitäten keine Seltenheit. Die ALK-FISH des Nicht-

Kleinzelligen-Lungenkarzinoms ist beispielsweise ein deutlich besser etabliertes Verfahren 

und weist in einer aktuellen Studie in ca. 6% der Fälle solche Problemfälle auf (Laffert et al. 

2015). 

Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass die FISH-Diagnostik zu 

Forschungszwecken inklusive der Etablierung statistisch verwertbarer Diagnoseverfahren 

für zwei bisher nicht etablierte Sonden am Pankreaskarzinom im Rahmen dieser Arbeit 

zufriedenstellend bewerkstelligt werden konnte. Allerdings war die methodische Nähe zu 

einem Standardverfahren der Routinediagnostik (hier HER2-Neu beim Mamma-

Karzinom) zu Ausbildungszwecken erforderlich, weil so auch die nötigen 

Validierungsprozesse durch erfahrene FISH-Diagnostiker gewährleistet werden konnten. 

Kritisch diskutiert wurde im nächsten Schritt die Frage, ob zusätzlich zum 

fluoreszenzmikroskopischen Nachweis einer Genamplifikation eine konkrete Suche nach 

Zielproteinen im untersuchten Gewebe erfolgen müsste, z. B. im Sinne 

immunhistochemischer Nachweise des uPARs oder der Quantifizierung von MYC-

Protein-mRNA. Weiter oben im Text ist die Diskussion angedeutet. Die FISH als 

Goldstandard für die HER2-Rezeptor-Diagnostik zu bezeichnen, ist nicht unumstritten, 

sondern erfordert die Beachtung der Wertigkeit des zusätzlich immunhistochemischen 

Nachweises desselben Rezeptors. Vergleichbare Nachweismethoden existieren auch für c-

MYC und uPAR, wurden aber für die vorliegende Fragestellung nicht eingesetzt. 

Meng et. al. haben 2006 in einer Arbeit an unterschiedlichen Zelltypen des 

Mammakarzinoms Amplifikationen des uPARs und des HER2-Rezeptors untersucht. In 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mittels FISH nachgewiesene 

Genamplifikation des uPAR mit einer vermehrten uPAR-Proteinexpression korreliert 

(Meng et al. 2006). Auch am Pankreaskarzinom konnte dieser Zusammenhang mittels 

ELISA bereits gezeigt werden (50 Fälle, r = 0.042, P = 0.002; (Hildenbrand et al. 2009). 

Diese Arbeiten, sowie die relativ alte Erkenntnis, dass der uPAR beim Pankreaskarzinom 

(Cantero et al. 1997), wie aber auch bei der chronischen Pankreatitis (Friess et al. 1997) 

regelhaft immunhistochemisch vermehrt nachgewiesen werden kann, erleichterten die 

Entscheidung, auf solche zusätzlichen Experimente zu verzichten. Darüber hinaus spielte 

inhaltlich der Gedanke eine Rolle, dass, wie ausführlich in der Einleitung beschrieben, die 

beiden ausgewählten Gene nicht nur als Repräsentanten eines Zielproteins mit einem 

bestimmten Effekt verstanden werden dürfen. uPAR und c-MYC sind vielmehr 

Knotenpunkte komplexer zellulärer Aktivitäten, die sich auf eine Vielzahl von Proteinen 

auswirken. Es ist also fraglich, ob insbesondere am Beispiel von c-MYC, der Nachweis 
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einer positiven Korrelation hoher MYC-Proteinlevel bei c-MYC amplifizierten FISH-Zellen 

eine notwendige Konstellation für die vorliegende Fragestellung darstellt. Schließlich sollte 

hier der mögliche Zusammenhang zwischen uPAR und c-MYC ganz grundsätzlich 

untersucht werden. Die Quantifizierung der Genveränderung stellt dafür ein gutes 

Kriterium dar. Was die Betrachtung der Korrelation von c-MYC Amplifikation und c-

MYC-Proteinexpression angeht, liegt hinsichtlich der Literaturrecherche eine vielseitige 

und unklare Datenlage vor (beispielsweise Schleger et al. 2002 versus Blancato et al. 2004). 

Bei Schleger wird die gemessene niedrige Konkordanz mit verschiedenen 

Regulationsmechanismen erklärt und auch auf mögliche epigenetische Faktoren 

hingewiesen. Bei Blancato geht dem experimentellen Nachweis, dass beim Mamma-

Karzinom eine hohe Konkordanz von MYC-Protein-Expression und Genamplifikation 

bestehen, eine gute Darstellung der Daten zu dieser Frage bei verschiedenen soliden wie 

hämatologischen Tumorerkrankungen voraus. Letztlich kommt man hier zu dem Schluss, 

dass selbst bei ein und derselben Entität unterschiedliche Daten und Konkordanzen 

generiert wurden und unterschiedliche Rollen von c-MYC angenommen werden sollten. 

Das Bild ist also insbesondere hinsichtlich der Proteinexpression uneinheitlich, aber das 

Konzept einer prognostischen Bedeutung hoher c-MYC Aktivität existiert zweifellos. Aus 

unserer Sicht konnte mit der vorliegenden Arbeit durch die Verknüpfung der genetischen 

MYC-Diagnostik mit den Überlebensdaten auch für das Pankreaskarzinom eine solche 

Annahme bestätigt werden. 

 

4.3 Kritik der Ergebnisse und Abgleich mit anderen Studien 

 

Die uPAR-Amplifikation in einem Pankreaskarzinomkollektiv ist in ähnlicher Weise 2009 

an Mannheimer Patienten gezeigt worden (Hildenbrand et al. 2009). Auch hier war das 

Überleben von Patienten mit uPAR-Amplifikation signifikant verkürzt (p=0,0009). Die 

vorliegende Arbeit ist insofern eine Fortführung dieser hier bereits häufig zitierten Arbeit 

und verifiziert die Erkenntnis, dass uPAR-Amplifikationen eine eigenständige Subgruppe 

von Patienten mit einer Hochrisiko-Prognose kennzeichnen. Durch die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit mit anderen Methoden und höher standardisierten Patienten wird 

ferner validiert, dass uPAR-Amplifikationen häufig und unabhängig von Ort und 

Untersucher nachweisbar sind (siehe Abbildung 26). 
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Abbildung 26 

 

Ein genauerer Abgleich der Daten des Mannheimer und des Göttinger Kollektivs wurde 

allerdings vermieden, da in vielerlei Hinsicht große methodische Differenzen bestehen. 

Dies betrifft die Standardisierung der eingeschlossenen Patienten ebenso, wie die 

Durchführungsmodalitäten der FISH-Experimente. Anschaulich wird dies z. B. bei den 

Zahlen zum krankheitsfreien Überleben, das bei den Mannheimer Patienten von 

vornherein deutlich niedriger ist. Im Abgleich mit dem Göttinger Kollektiv stellt die 

Variable „Patient aus Mannheim“ eine statistisch signifikante Einflussgröße für kürzeres 

Überleben dar (P=0,0021). 

Deutliche Unterschiede fanden sich aber auch auf molekularpathologischer Ebene, nämlich 

was die Vorläuferläsionen angeht. Im Göttinger Kollektiv zeigte sich hinsichtlich von 

Genamplifikationen ein ohne Ausnahme bei allen untersuchten Fällen unauffälliger 

Befund, was die PanIN-Läsionen betrifft. In Mannheim wurde dagegen eine Konkordanz 

von ca. 50% zwischen PanIN-Läsion und Karzinom festgestellt. Es wurden also in der 

Hälfte der Fälle genau jene Amplifikationscharakteristika in den Vorläuferläsionen des 

Tumors entdeckt, die sich im Tumor selber darstellen ließen. Die Ursachen für diese 

Diskrepanz sind nicht klar und nur schwer durch die beschriebenen unterschiedlichen 

methodisch unterschiedlichen Herangehensweisen erklärbar. 

Auch für c-MYC-Amplifikationen existiert eine hier bereits mehrfach zitierte Mannheimer 

Studie, die bereits 2002 erstmals an einer größeren Gruppe von Pankreaskarzinompatienten 

mittels FISH c-MYC-Amplifikationen quantifiziert hat (Schleger et al. 2002). Diese Studie 

untersuchte neben dem Primarius u. a. auch korrespondierende Lymphknotenmetastasen, 
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wobei keine prognostischen Überlebensdaten in die Studie mit eingeflossen sind. Auch hier 

kommt ein detaillierterer Abgleich der Ergebnisse wegen der großen Unterschiede zur 

vorliegenden Arbeit letztlich nicht in Betracht. Es zeigt sich allerdings deutlich, dass auch 

die c-MYC-Amplifikation ein reproduzierbares und untersucherunabhängiges Ereignis beim 

Pankreaskarzinom darstellt (siehe Abbildung 27). 

 

 

Abbildung 27 

 

In dieser Studie wurde ferner darauf hingewiesen, dass der Amplifikationsgrad des c-MYC 

Gens keine signifikanten Korrelationen zu Tumorgröße oder Tumorstadium aufwies, 

woraus sich u. a. die Vermutung ableitet, die Rolle von c-MYC eher nicht im Bereich der 

lokalen Tumorausbreitung zu sehen. Daran lässt sich der hypothetische Unterbau der 

vorliegenden Arbeit anknüpfen, die ja, wie besprochen, die Rolle von c-MYC eher im 

Frühstadium der Erkrankung vermutet. c-MYC-Amplifikationen in Vorläuferläsionen sind 

bei Schleger zwar gefunden worden, aber die Fallzahl (n=5) ist zu klein, um daraus 

weitergehende Aussagen abzuleiten. In unserer Arbeit finden sich wiederum ausnahmslos 

keine c-MYC Amplifikationen in PanIN-Läsionen.  

Darüber hinaus weist unser hochstandardisiertes Kollektiv eine signifikante Korrelation (p 

< 0,05) der c-MYC Amplifikation mit kürzerem Überleben auf. Hieraus lässt sich ableiten, 

dass auch c-MYC in dieser Form ein eigenständiger Indikator für eine schlechtere Prognose 

beim Pankreaskarzinom ist. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen anderer Studien (vgl. 

z. B. He et al. 2014). 

Anders als bei uPAR war dieses Ergebnis in einer multivariaten Analyse allerdings nicht 

mehr signifikant (p= 0,4012). Unserer Ansicht nach liegt der Schlüssel zum Verständnis 

dieser Beobachtung in einem Zusammenhang der beiden hier untersuchten 

Proteinsysteme. Schon die Literaturrecherche (siehe z. B. Kapitel 1.3.) hat Hinweise 
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aufgezeigt, dass die prognostischen Eigenschaften von c-MYC in einer Beziehung zum 

uPAR stehen könnten. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass ein c-MYC-amplifizierter 

Tumor überzufällig häufig uPAR-Amplifikationen ähnlicher Qualität aufweist. In einer 

multivariaten survival-Analyse blieb allerdings nur uPAR zumindest im Trend signifikant 

(p= 0,07), während sich für c-MYC kein statistisch signifikanter Einfluss auf das Überleben 

nachweisen ließ. 

In Anbetracht der enormen Bedeutung von c-MYC für die Entstehung und Progression des 

Pankreaskarzinoms (vgl. Hessmann et al. 2015) stellen aber beide Moleküle aussichtsreiche 

Kandidaten für eine molekular-zielgerichtete Therapie dar. 

4.4 uPAR als therapeutisches Target 

In der Summe konnte belegt werden, dass der uPA-Rezeptor in funktioneller, wie 

struktureller Hinsicht viele Eigenschaften auf sich vereint, die ihn zu einem 

aussichtsreichen Kandidaten einer gezielten Krebstherapie machen. Zusätzlich gibt es 

Hinweise, insbesondere aus Versuchsanordnungen, die solche gezielten Therapien 

erforschen, dass die Expression dieses Rezeptors einen selektiven Charakter hat, gesundes 

Gewebe also in der Regel kein oder zumindest weniger uPAR exprimiert als die 

Tumorzellen (Li und Cozzi 2007). Die in der vorliegenden Studie erzielten Ergebnisse 

legen nahe, dass diese Konstellation auch auf eine definierbare Subgruppe von 

Pankreaskarzinompatienten zutrifft, nämlich zumindest auf jene, die uPAR-

Genamplifikationen aufweisen. 

Trotz Forschungsanstrengungen sind die Erfolge der letzten Jahrzehnte, diese 

Erkenntnisse in ein brauchbares Format der Bildgebung oder gar Pharmakotherapie zu 

übertragen, bislang kaum in der klinischen Anwendung angekommen. Zwar finden sich 

immer wieder Berichte über Studienanwendungen (z. B. auch beim Pankreaskarzinom, vgl.  

Heinemann et al. 2013), aber es fällt Stand heute schwer, etablierte Beispiele aus Diagnostik 

und Therapie zu zitieren, in deren Zentrum der uPAR steht.  

Wichtig erscheint an dieser Stelle zu erwähnen, dass die vieldimensionale Betrachtung des 

uPAR als Repräsentant eines Systems hier allerdings eine Wiederbelebung der uPAR-

Forschung darstellt. Historisch betrachtet ist nämlich ersichtlich, dass in den meisten Fällen 

plasminassoziierte uPAR-Mechanismen im Fokus standen, also vor allem die Interaktion 

von uPAR mit dem Liganden uPA. Vereinfacht gesprochen kann man ex post davon 

ausgehen, dass dadurch vor allem die proteolytischen Teilaspekte des uPAS beeinflusst 

wurden. Schlagworte sind hier u. a.: Fibrinolyse, Matrixdegradation, Metalloproteasen. Die 

oben herausgestellten Interaktionen mit Korezeptoren und auch die adhäsiven 

Eigenschaften, also insbesondere die Mechanismen der Signaltransduktion, blieben von 

diesen Pharmakodesigns möglicherweise unbeeinflusst, da sie eben uPA-unabhängig sind 



 

Seite | 63  

 

und durch andere Proteine, bzw. Epitope gesteuert werden. Mäßige tumorregressive 

Effekte klassischer Pharmokodesigns ließen sich so erklären, z. B. wenn man davon 

ausgeht, dass Vitronektin, nicht aber Plasmin, der entscheidende Faktor bei der 

Signaltransduktion ist. Abbildung 28a und 28b sind stark modifizierte Darstellungen, 

angelehnt an eine Arbeit von Gonias aus Frontiers in Pharmacology von 2015 (Gonias und 

Hu 2015) und sollen die Trennung der funktionellen Dimensionen des uPARs im 

Zusammenhang mit der Pharmakotherapie veranschaulichen. 

 

 Abbildung 28a: uPAS ohne pharmakologischen Einfluss 

 

 Abbildung 28b: uPAS mit intaktem signalling unter selektiver Pharmakotherapie 

 Quelle: Bilder erstellt durch F. Fuchs (modifiziert nach Gonias und Hu 2015, Creative Commons- Lizenz)

    



 

Seite | 64  

 

 

Konsekutiv erscheint es sinnvoll, einen kurzen Blick auf eine Auswahl neuerer Ideen 

hinsichtlich der gezielten uPAR-Therapie zu richten.  

Zunächst gibt es viele Konzepte, die Überexpression des uPAR im pathologischen Gewebe 

als Zielstruktur zu nutzen, um zytotoxische Stoffe gezielt in dieses Gewebe einzuschleusen. 

Zum Teil bedient man sich des in der Einleitung beschriebenen physiologischen 

Abbaumechanismus via Endozytose. Aber auch die stabile Bindungsaffinität bekannter 

Moleküle wie des ATF zum uPAR werden genutzt, um Konjugate mit klinisch nutzbaren 

Molekülen zu designen. Beispielhaft erwähnt seien Studien mit lokal destruierenden 

Radionukliden, deren diagnostisches und therapeutisches Potential gut belegt ist (z. B. 

Allen et al. 2014 oder Persson et al. 2014). Auch die photodynamische Therapie kann auf 

Basis des uPAR selektiv eingesetzt werden (Zhou et al. 2015). 

Besondere Aufmerksamkeit gilt insbesondere jenen Antikörpern, die nicht die uPA-uPAR-

Interaktion betreffen. Ein herausragender Kandidat ist der neuere uPAR-Antikörper ATN-

658, da er eine Bindungsstelle betrifft, die als Funktionseinheit der Integrin-uPAR-

Interaktion identifiziert werden konnte (Xu et al. 2014). Insofern knüpft er an die obigen 

Bilddarstellungen an, und seine Antitumoreffekte sind vielversprechend, auch hinsichtlich 

des Pankreaskarzinoms, zumindest im Mausmodell (Bauer et al. 2005). Einen detaillierteren 

Überblick zu uPAR-Therapieoptionen geben Mazar et. al. (2011). Grundsätzlich gibt es 

vielfältige, aussichtsreiche Konzepte der therapeutischen und diagnostischen Nutzung des 

uPAR im Bereich der Krebsmedizin. Die vorliegende Arbeit unterstreicht die Bedeutung 

dieses Systems für die Progression des Pankreaskarzinoms und präsentiert daran 

anknüpfend eine reproduzierbare molekularpathologische Methode zur Identifikation einer 

klinischen Hochrisiko-Gruppe. 

Dies lässt sich am Beispiel der oben zitierten Phase-II-Studie von Heinemann et. al. (2013) 

verdeutlichen. Hier wurde randomisiert bei einigen Patienten mit nicht-resektablem 

Pankreaskarzinomen eine pharmakologische Inhibition des uPAS mit upamostat (WX-671) 

zusätzlich zur Chemotherapie durchgeführt. Im Vergleich zeigte diese Gruppe keine 

signifikanten Effekte hinsichtlich des progressionsfreien Überlebens. Aus unserer Sicht 

wäre ein Setting zu bevorzugen, das zunächst, wie hier erarbeitet, jene Patienten 

identifiziert, die eine Genamplifikation des uPAR aufweisen, ähnlich dem HER2-Neu-

Konzept beim Mammakarzinom. Ergänzend zu den oben herausgehobenen 

pharmakologischen Ansätzen mit möglicherweise direkten prognoserelevanten 

Antitumoreffekten durch Alpha-Strahlung oder Antikörper via uPAR, könnten sich auch 

weitere Erkenntnisse ergeben. In der oben bereits aufgeführten Arbeit von Gonias und Hu 

aus dem Jahr 2015 wird uPAR z. B. auch als starke Einflussgröße auf die Toxizität einiger 

Krebsmedikamente beschrieben, im Sinne einer Minderung der Toxizität durch uPAR-

signalling. 
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4.5 p16, p53 und KRAS 

 

Neben uPAR und c-MYC wurden in dieser Studie drei weitere Marker untersucht, die als 

Onkogene bzw. Tumorsupressorgene Einfluss auf die Prognose und Therapierbarkeit des 

Pankreaskarzinoms haben. In der statistischen Analyse ergaben sich keine signifikanten 

Korrelationen von genetischen Veränderungen bei KRAS, p16 oder p53 in Verbindung mit 

den FISH-Ergebnissen von uPAR und c-MYC. Auch zeigte die multivariate Statistik keine 

signifikanten Einflüsse von p16, KRAS oder p53 auf das Überleben. 

Die Ausprägungen der quantifizierbaren Mutationen im Patientenkollektiv lassen ferner 

den Schluss zu, dass ein hoher Deckungsgrad mit der gängigen Literatur zum 

Pankreaskarzinom besteht (siehe Tabelle 4). 

 

Mutationsraten: KRAS p16 p53 

PDAC allgemein >90% 40% 50-70% 

Studienkollektiv 66% 45% 77% 

Tabelle 4: Mutationsraten beim Pankreaskarzinom (vgl. Hamilton und Aaltonen 2000) 

 

Zwar liegt insbesondere hinsichtlich des KRAS-Gens eine deutlich niedrigere Quote an 

Mutationen vor, aber durch die erfolgte Subspezifizierung der KRAS-Mutationen zeigt 

sich, dass das Spektrum des untersuchten Kollektivs dem allgemeinen Spektrum des 

Pankreaskarzinoms entspricht. An dieser Stelle sei auch erwähnt, dass ein primär kurativer 

Therapieplan bei allen Patienten des Kollektivs Einschlusskriterium war und somit eine 

hohe Selektion hinsichtlich potenziell negativer Merkmalsausprägungen stattgefunden hat.  

Zudem lassen sich niedrigere Mutationsraten möglicherweise in das Bild einfügen, dass 

individualisierte pharmakotherapeutische Konzepte in diesem hochselektierten Kollektiv 

lohnend erscheinen, denn Mutationen aller drei untersuchten Marker wirken sich in 

unterschiedlicher Weise negativ auf die Pharmakosensibilität aus (Giovannetti et al. 2006). 
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5 Zusammenfassung 

Mit dem Gen des Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptors und dem c-MYC-Gen 

wurde in dieser Arbeit der prognostische Einfluss dieser zwei wichtigen Onkogene beim 

Pankreaskarzinom in einem hoch standardisierten und histopathologisch gut 

charakterisierten Patientenkollektiv mit bekanntem klinischen Follow-up untersucht.  

Außerdem sollte ein standardisiertes Verfahren für die pathologische Diagnostik etabliert 

werden, das eine zukünftige Identifikation dieser Subgruppe erleichtert und somit z. B. ein 

individualisiertes Therapiekonzept möglich macht. 

Im Ergebnis und im Abgleich mit anderen Studien konnten wir zeigen, dass die 

Amplifikation des uPAR ein häufiges, untersucherunabhängiges Ereignis bei 

Pankreaskarzinompatienten darstellt und signifikant das Überleben verschlechtert. Auch 

die c-MYC-Amplifikation stellt einen eigenständigen Indikator für eine schlechte Prognose 

beim PDAC dar. Ein weiteres wichtiges Ergebnis war die Beobachtung, dass beide Gene 

häufig koamplifiziert sind und auch der Amplifikationsgrad beider Gene eng korreliert. Ob 

sich hieraus ein funktioneller Zusammenhang ableiten lässt, der es in der Folge auch 

ermöglichen könnte, das System MYC über den uPAR zu beeinflussen, bedarf weiterer 

Forschungsanstrengungen. In einer multivariaten Survival-Analyse ergab sich nur für uPAR 

ein statistisch signifikanter Trend. 

uPAR integriert zahlreiche Zellfunktionen, die sich maligne Zellen zu eigen machen 

können und ist als ortsständiger Rezeptor ein spezifischer und vielversprechender 

Anknüpfpunkt für Therapie und Diagnostik im Tumor und der direkten Tumorumgebung. 

Das in dieser Arbeit vorgeschlagene und etablierte molekularpathologische 

Diagnoseprotokoll, das dem HER2/neu-Setting des Mammakarzinoms ähnelt, ermöglicht 

in der Zukunft eine Identifikation dieser häufigen Subgruppe von Patienten, insbesondere 

des PDAC. Dieses Protokoll eröffnet daher neue Perspektiven hinsichtlich der laufenden 

Anstrengungen um eine therapeutische und diagnostische Nutzung des uPARs bei 

verschiedenen Tumorerkrankungen. 
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6 Anhang 

 

Anlage 1: p53-Protokoll UMG 

 

Anlage 2: p16-Protokoll UMG 
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Background 

The dismal prognosis of pancreatic cancer is closely related to aggressive tumor development that leads to 

diagnosis in advanced stages and limited curative concepts. Urokinase-type plasminogen activator receptor 

(uPAR) and c-myc are both well known cancer genes and have been repeatedly associated with particularly 

unfavorable prognosis in various types of cancer. 

Aims: 

The present study aimed to establish uPAR and c-myc amplification status as relevant risk markers in patients 

with pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). 

Methods 

We studied a collective of 60 clinically well characterized pancreatic cancer cases from a single institution for 

amplification of uPAR and c-myc using fluorescence in situ hybridiziation (FISH). To minimize potential 

confounders, all patients were in stage pT3 N1 and tumor grades 2/3. 

Results 

uPAR amplificiation was identified in 29 of 60 PDAC. 16 cases were low level (LL), 13 cases showed high 

level amplification (HL). The median survival of patients without amplification was 28,4 months compared to 

15,5 months in LL cases and 12,4 months in HL cases (Cox-Mantel-test, p=0.027). Myc amplification was 

found in 32 cases. 12 cases were low level, 20 cases showed high level amplification. The median survival of 

patients without amplification was 27,5 months compared to 11,1 months in LL cases and 19,3 months in HL 

cases (Cox-Mantel-test, p=0.048). There was a statistical trend towards co-amplification of uPAR and myc 

(r=0.227, p=0.026). uPAR and myc amplification were not among the statistically significant parameters on 

multi-variate analysis (tumor stage, age at diagnosis). 

Conclusions 

Both uPAR and myc amplification are indicators of a PDAC subgroup with particularly dismal 

prognosis and tend to occur in the same tumor. Further work will be needed to establish whether 

this observation represents only a coincidence or a synergy between two important oncogenes. 

uPAR is a promising target both for imaging purposes and targeted therapy and merits further 

investigation. 
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