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I. Einleitung
1.1 Das Zollinger-Ellison-Syndrom (ZES)

1.1.1 Geschichtlicher Hintergrund

1955 stellten die amerikanischen Chirurgen Robert Milton Zollinger (1903-1992) und Edwin
Homer Ellison (1918-1970) erstmals auf einer Zusammenkunft von Chirurgen in Philadelphia
in ihrer Arbeit ,,Primary Peptic Ulcerations of the Jejunum Associated with Islet Cell Tumors
of the Pancreas® ein neu entdecktes Syndrom vor, das nach ihnen benannt wurde, das
Zollinger-Ellison-Syndrom (ZES) [Zollinger RM, Ellison EH, 1955]. Ihre Beschreibung fuRte
zu diesem Zeitpunkt auf nur zwei beobachteten Fallen. Dieses Syndrom setzt sich aus einer
Symptomtrias aus Ubermaliger Magensauresekretion mit konsekutiven Ulcera in Magen,
Duodenum und lleum bei gleichzeitigem Vorhandensein eines Gastrin-produzierendem
Pankreastumors zusammen.

Inzwischen weild man, dass auch diffuse Oberbauchschmerzen, Protonenpumpeninhibitoren-
resistente Ulcera in Magen und Duodenum, wassrige Diarrhoen und hypertrophe
Magenkorpusfalten [Arnold et al., 2005] zu der mdglichen Klinik eines ZES gehdren.

1.1.2 Pathophysiologie

Das ZES wird durch solitare oder multiple neuroendokrine Tumoren des Pankreas oder des
Duodenums hervorgerufen, die das Hormon Gastrin exprimieren und deshalb auch
Gastrinome genannt werden. Die Tumore bestehen nahezu vollstdndig aus Gastrin-
produzierenden Zellen und haben die Fahigkeit verloren, das Hormon zu speichern. Deshalb
kommt es zu einer unkontrollierten Freisetzung von Gastrin aus den Tumoren, die sich,
anders als die G-Zellen der Magenschleimhaut, der nattirlichen Feedback-Regulation durch
Somatostatin aus den D-Zellen und dem pH-Wert des Magensaftes entziehen. Gastrin
verursacht eine Uberexpression von Magensaure, indem es auf die Parietalzellen des Magens
wirkt, die daraufhin mehr Wasserstoffionen in das Magenlumen freisetzen und so zu einer
Hyperchlorhydrie fihren. Dieser Sdureanstieg fhrt zur Entwicklung von Ulcera an typischen
(Ulcera ventriculi) und untypischen (Ulcera duodeni et jejuni) Lokalisationen. Abgesehen
davon ist Gastrin auch fiur das Wachstum der Magenschleimhaut im Korpusbereich
verantwortlich, was die Hypertrophie derselben bei Patienten mit ZES erklart (s. Abb. 1)
[Arnold aus Praxis der Visceralchirurgie, Endokrine Chirurgie, Kapitel 5.1.1].


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Robert_Milton_Zollinger&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Edwin_Homer_Ellison&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Edwin_Homer_Ellison&action=edit&redlink=1

Abbildung 1 Ein CT, das die Magenschleimhauthypertrophie eines Gastrinompatienten zeigt

1.1.3 Epidemiologie und Prognose

Die Inzidenz des ZES liegt bei ca. 1,5:1000000 Einwohner pro Jahr und betrifft etwas
haufiger Ménner als Frauen [Kloppel, 1996; Jensen RT, 2006]. Meist tritt es zwischen dem
40. und 50. Lebensjahr auf, bei der Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 1 (MEN 1) einige

Jahre friiher.

Zwischen 80 und 90% aller Gastrinome sind im so genannten Gastrinom-Dreieck lokalisiert,
welches kaudal von der Mindung des Ductus cysticus in den DHC, kranial von der
Lymphknotenstation D2/D3 und medial vom Pankreaskopf begrenzt wird und das Duodenum
einschlief3t (s. Abb. 2).
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Abbildung 2 Gastrinom-Dreieck (Stabile BE 1984, modifiziert durch Ramerth)

Gastrinome treten sporadisch (70-80%) auf oder in Zusammenhang mit einer autosomal-
dominant vererbten Erkrankung, den Multiplen Endokrinen Neoplasien Typ 1 (MENL1, auch
Wermer-Syndrom genannt, 20-30%) [Norton et al., 2005].

1954 war es Wermer, der ein erbliches Syndrom erkannte und beschrieb [Werner, 1954]. Er
fuhrte den Terminus ,,Adenomatose der endokrinen Driisen ein und veroffentlichte seine
Beobachtungen (ber eine Familie, in der der Vater und vier von neun Nachkommen
betroffen waren. So entstand die Annahme, dass diese Adenomatose auf der autosomal
dominanten Vererbung eines einzigen Gens mit sehr hoher Penetranz beruhen misse. Dieses
»Wermer-Syndrom* wird inzwischen als Multiple endokrine Neoplasie Typ 1 oder MENI1-
Syndrom bezeichnet.

Heute weil man, dass die Ursache des MEN1-Syndrom eine Keimbahnmutation im Menin-
Gen (Chromosom 11q13) ist, die bei etwa 85% der Patienten nachgewiesen werden kann
[Chandrasekharappa SC et al., 1997]. Bei den betroffenen Patienten findet man Adenome der
Epithelkdrperchen, neuroendokrine Tumoren des Pankreas sowie des Duodenums und der
Hypophyse [Shen HC et al., 2009].

Maligne Gastrinome (30-50%) metastasieren lymphogen und h&matogen, bevorzugt in die
Leber. Leberfiliae haben einen besonderen Einfluss auf die Prognose der Erkrankung

[Pachera et al., 2009]. Auch deshalb muss zwischen sporadischen Gastrinomen und solchen
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im Rahmen eines MENL1 unterschieden werden, bei dem sie hdufig multizentrisch auftreten.
Sie finden sich hdufiger im Duodenum als im Pankreas und metastasieren seltener und spéter
als sporadische. Haufig sind sie so klein, dass sie sich jeder bildgebenden Diagnostik
entziehen. 95% der Metastasen treten innerhalb des ersten Jahres nach Diagnosestellung auf.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) betragt fiir die nur in Lymphknoten metastasierten
Gastrinome 90%, fir solche mit Lebermetastasen 30%. Der Grad der Metastasierung sowie
die Mortalitat nehmen mit der Grof3e des Primértumors zu [Fendrich, 2007; Jeung Hye Han et
al., 2009]. Tumore mit einer Grol3e von Uber 2 cm sollten als malignitatsverdéachtig eingestuft

und entsprechend therapiert werden [Norton, 2005].

Dazu gibt auch die nachfolgende Tabelle Aufschluss

Tabelle 1 Klassifikation der neuroendokrinen Tumoren des Pankreas (Kldppel 2003)

Malignitéats- Tumorart Differen- Organ Grofle Proliferations-
grad
zierung marker
benigne Insulinom hoch beschrankt  auf | <2cm <2 Mitosen/HPF
Pankreas,  nicht
NFPT .. . <2% Ki-67-positive
angio-invasiv
Zellen
benigne oder | funktionelle hoch beschrankt  auf | >2 cm >2 Mitosen/HPF,
niedrig Pankreas,
i NPT und >2% Ki-67-positive
maligne
angio-invasiv
NFPT Zellen
niedrig funktionelle hoch Invasion >2 cm >2 Mitosen/HPF,
maligne angrenzender
NPT und >2% Ki-67-positive
Organe und/oder ° P
NFPT Metastasen Zellen
hoch funktionelle niedrig Invasion >2 cm >2 Mitosen/HPF,
angrenzender
maligne NPT und >2% Ki-67-positive
g Organe und/oder ° P
NFPT Metastasen Zellen




NPT: neuroendokriner Pankreastumor; NFPT: nicht-funktioneller neuroendokriner
Pankreastumor; HPF: High power field

Neuroendokrine Tumore im Allgemeinen werden seit 2000 nach der WHO- Klassifikation

aulerdem nach Histologie und Dignitét in drei Hauptklassen eingeteilt:

Tabelle 2 WHO-Klassifikation neuroendokriner Tumore

| Gut differenzierte neuroendokrine Tumore eher benigne
1 Gut differenzierte neuroendokrine Karzinome niedrig maligne
Il Schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome hoch maligne

1.1.4 Unterschiede zwischen duodenalen und pankreatischen Gastrinomen

Entgegen der friheren Annahme, dass etwa 80% aller Gastrinome im Pankreas und nur 20%
im Duodenum liegen, konnte von Sugg et al. [Sugg, 1993] gezeigt werden, dass 50 - 70%
aller Gastrinome in der Duodenalwand liegen. Die Malignitétsrate beider Lokalisationen ist in
etwa identisch, denn in beiden Fallen bilden 40-70% Filiae. Duodenale Gastrinome sind
jedoch kleiner und metastasieren weniger wahrscheinlich in die Leber. Damit haben sie eine
bessere Prognose als pankreatische Gastrinome [Norton et al., 2004]. Pankreatische
Gastrinome messen meist 1-3 cm im Durchmesser, dagegen sind Duodenalwandgastrinome
gewdohnlich kleiner als 1 cm und bevorzugen das proximale Duodenum (s.a. Abb. 3) [Capella
et al.,, 1991]. Bis heute ist es trotz aller modernen bildgebenden Verfahren préoperativ
schwierig, Duodenalwandgastrinome aufgrund ihrer geringen GroRe darzustellen [Zogakis,
2003]. Meist werden erst ihre Lymphknotenmetastasen apparent und dann verl&uft die Suche
nach dem Primé&rtumor in einigen Féllen immer noch erfolglos [Fendrich, 2007].




Abbildung 3 Kleines duodenales Gastrinom

Selbst der Goldstandard der praoperativen Lokalisationsdiagnostik, die Endosonographie, mit
der vom erfahrenen Untersucher selbst kleine pankreatische Gastrinome detektiert werden
kdnnen, scheitert bei der Lokalisation der Tumore im Duodenum. Da von der praoperativen
Lokalisation jedoch auch die Art der operativen Herangehensweise abhangt, fehlt immer noch

ein Marker, der zuverlassig zwischen beiden Tumorentitaten unterscheiden kann.

1.1.5 Makroskopie und Mikroskopie

Laut Donow et al. [Donow, 1991] sind sporadische Gastrinome des Pankreas in der Regel 2-4
cm grof3 und meist gut begrenzt. Die Schnittfliche kann grau-gelblich erscheinen (s. Abb. 4)
[Remmele, 1996]. Mikroskopisch zeigt sich ein solides bzw. trabekular-pseudoglandulares
Muster und in beinahe 100 % l&sst sich immunhistochemisch Gastrin nachweisen, ebenso wie
Chromogranin A als allgemeiner neuroendokriner Tumormarker. Zytologisch zeigt das
typische Bild flr einen neuroendokrinen Tumor eine hohe Zelldifferenzierung mit
isomorphen runden Kernen und zarten Nukleolen (s. Abb. 5) [Anlauf M, 2005].



Abbildung 4 Typische Morphologie eines Gastrinoms im fleischfarbenen Pankreasparenchym
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Abbildung 5 Deutlich zu erkennen ist der gut differenzierte neuroendokrine Tumor im Pankreas, der gut

abgrenzbar ist.

1.1.6 Klinik

Erstmanifestation sind in 90-95% rezidivierende Ulcera, die zum grofiten Teil im Duodenum,
seltener im Magen und Jejunum, lokalisiert sind und gegen eine Therapie mit
Protonenpumpeninhibitoren resistent sind [Kloppel, PdVC, Kap 5]. Die Patienten duRRern
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Oberbauchbeschwerden und berichten Uber volumindse, wéssrige Diarrhden als Folge der
Volumenbelastung des Darms durch die exzessiv gebildete Sdure, vor allem morgens und
nach Nahrungskarenz. Durch die Schadigung der Duodenalschleimhaut kann es im Verlauf
auch zu Steatorrhoe kommen. AuBerdem finden sich ausgepragte Magenkorpusfalten und
Reflux. Eine Ubersicht (iber die Klinik gibt auch Abb. 6.

Gastrinom
Hypergastriamie
Belegzellhyperplasie
Saurehypersekretion

| |

Ulcuskrankheit Volumenbelastung des Darms
Abdominalschmerz

Inaktivierungvon Schadigung der
Pankreasenzymen Dunndarmschleimhaut
Steatorrhoe Diarrhoe

Abbildung 6 Klinik des ZES

Liegt dem ZES eine MENZ1-Mutation zugrunde, kdnnen noch weitere Symptome hinzu
kommen. Dazu gehort eine 4-Drusen-Epithelkdrperchenhyperplasie mit  primérem
Hyperparathyreoidismus mit erhéhtem Serumkalzium und ein Adenom der Hypophyse, das
meist Prolaktin produziert [Arnold et al.,, PdVC, EC, Kap. 5; Jensen und Gardner 1993].
AuBerdem kommen im Rahmen dieser Erkrankung noch weitere endokrine Pankreastumoren
wie Insulinome, Glukagonome, VIPome und nicht-funktionelle Tumore vor. Die folgende

Tabelle biete eine Ubersicht.



Tabelle 3 Ubersicht der Neuroendokrinen Tumoren des Pankreas

Tumor/ Hormon/ Symptome Inzidenz Lokalisation Malignitat
Syndrom Peptid (pro 100.000) (in %) (in %)
Insulinom Insulin Hypoglykémie 1-2 99 Pankreas 5-15
Gastrinom Gastrin Diarrhoe 0,5-1,5 70 Duodenum >60
Zollinger-Ellison- peptische Ulzera 25 Pankreas

Syndrom Schmerzen 5 Andere

VIPom VIP Diarrhoe 0,05-0,2 90 Pankreas 40-70
(Verner-Morrison- Hypokaliamie 10 Andere

Syndrom) Achlorhydrie

Glukagonom Glukagon Anémie Erythem | 0,01-0,1 99 Pankreas 50-80

Gewichtsverlust

Thrombophilie

Diabetes

Depression
Nicht-funktionelle Keine (PP, | Gewichtsverlust 1-2 100 Pankreas 60
Tumoren CgA, NSE) Hepatomegalie

Keine Symptome

VIP: Vasoaktives intestinales Peptid, PP: Pankreatisches Polypeptid, CgA: Chromogranin A, NSE: Neuronen
Spezifische Enolase
Modifiziert nach Jensen et al., 1999; Metz et al., 2008

1.1.7 Diagnostik bei Gastrinomen

1.1.7.1 Laborchemische Diagnostik

Bei vielen Patienten mit ZES werden initial Fehldiagnosen wie die idiopathische
Ulcuskrankheit oder die idiopathische Refluxkrankheit gestellt. Deshalb ist es wichtig, bei
Patienten mit PPI-resistenten Ulcera auch an ZES zu denken und entsprechende Diagnostik
einzuleiten. Ein Serumgastrinspiegel beim niichternen Patienten von (ber 125pg/ml (normal
60-100 pg/ml) und ein pathologischer Sekretin-Test mit einem Wert von tber 200pg/ml, bei
dem die Stimulierbarkeit von Gastrin bestimmt wird, sind die VVoraussetzung zum Stellen der
Diagnose eines Zollinger-Ellison-Syndroms [Jensen, 1996; Langer et al., PdVC, EC, Kap. 6].




Dieser beginnt mit der Abnahme zweier Blutproben (Nativblut) beim nuichternen Patienten
zur Gastrinbestimmung. Danach erfolgt die Injektion des Sekretins (2IE/kg Korpergewicht)
und weitere Blutabnahmen zu den Zeitpunkten 2, 5, 10, 15 und 30 Minuten. Der Test ist dann
positiv, wenn das Gastrin innerhalb von zehn Minuten nach i.v.-Injektion von Sekretin um
mindestens 100% ansteigt. Dies unterscheidet Gastrinom-Patienten von solchen Patienten mit
Hypergastrinamie bei Helikobacter assoziierter Ulcuskrankheit und G-Zell-Hyperplasie, bei

denen der Anstieg geringer ausféllt [Arnold et al., PdVC, Kap. 5].

Zusatzlich sollte zumindest eine pH-Metrie des Magensaftes, ggf. mit Bestimmung der
Basalsekretion durchgefuhrt werden. Der Basic Acid Output (BAO) liegt Dbei
Gastrinompatienten iber 15mmol HCI/h und ein Magen-pH < 2,5 bei einer Hypergastrindmie
ist dringend verdéchtig auf einen Gastrin produzierenden Tumor. Die Kombination einer
Nuchtern-Hypergastrindmie >1000pg/ml (475pmol/l) mit einem intragastralen pH < 2 oder
einem hohen BAO ist beweisend fiir ein Gastrinom [Aoyagi T, 1966]. Ebenfalls eine sehr
hohe Sensitivitét fur die Diagnose hat die Bestimmung des Verhéltnisses der basalen (BAO)
zur maximal stimulierten (Maximal Acid Output, MAO) Séuresekretion des Magens. Ein
Verhaltnis von BAO / MAO von > 0,6 ist hochgradig spezifisch fiir ein Gastrinom [Banasch
M, Schmitz F, 2007]. Eine bestehende Therapie mit einem Protonenpumpenhemmer kann
sowohl die Magensaftanalyse als auch die Bestimmung des Magensaft-pH verféalschen. Der
Protonenpumpenhemmer muss daher zuvor fiir wenigstens 48 Stunden abgesetzt werden
[Goldman JA et al., 2009].

Zu einer Hypergastrindmie konnen neben dem ZES auch andere Erkrankungen fuhren. Zu
nennen sind hier 2 Gruppen. Bei der primédren Hypergastrindmie kommt es zu einer
Uberhohten Sauresekretion wie bei einer antralen G-Zell-Hyperplasie im Rahmen einer
Helicobacter-pylori-Infektion, einer Magenausgangsstenose, einer chronische
Niereninsuffizienz, einem Kurzdarmsyndrom und in seltenen Féllen einem am
Duodenalstumpf belassener Antrumrest nach einer Billrothll-Operation. Die sekundare
Hypergastrindmie ist Folge einer verminderten oder aufgehobenen Magensédureproduktion
wie bei einer Typ-A-Gastritis oder nach Vagotomie. Auch die Einnahme von
Protonenpumpeninhibitoren fuhrt, wie bereits erwahnt, zu unterschiedlich ausgepragter
Hypergastrindmie.

Ausgeschlossen werden kdnnen diese Differentialdiagnosen mittels oben genanntem Sekretin-

Test. Die folgende Abb. 7 zeigt das unterschiedliche Verhalten von Serumgastrin nach
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Injektion von 75 KU beim Patienten mit einem Gastrinom und einiger Differentialdiagnosen
der Hypergastrindmie.
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Abbildung 7 Sekretintest [Arnold, PdVC, Kap. 5.4]

Bei einem ZES bei MEN 1 empfiehlt sich bei multiplen Pankreastumoren zur
Operationsplanung, deren Entitat schlussendlich erst histologisch und immunhistochemisch
bewiesen werden kann, eine préoperative Lokalisation mittels SASI-Technik anzuwenden
(selektive arterielle Injektion von Sekretin in die Pankreasarterien, kombiniert mit
Gastrinmessungen im Lebervenenblut, s. Abb. 8) [Imamura et al., 1987]. Wenn die
Gastrinquelle dem Pankreaskopf/ Duodenum zugeordnet werden kann, kann eine

pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie (PPPD) in Betracht gezogen werden.
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Venensampling zur Gastrinbestimmung

Selektive Sekretin-Injektion

Abbildung 8 SASI

Der sensitivste Methode zum Nachweis eines Rezidivs sind laut Fishbeyn et al. der Sekretin-

Test und das Serum-Gastrin [Fishbeyn et al., 1993].

1.1.7.2 Bildgebende Lokalisationsdiagnostik

Als sehr sensitives bildgebendes Verfahren zur Erkennung von pankreatischen Tumoren ist
sicher die Endosonographie zu nennen, die, einen erfahrenen Endoskopeur vorausgesetzt,

selbst kleinste Raumforderungen erkennen kann [Fendrich, 2007].

AuBerdem zu nennen ist die Somatostatin-Rezeptor-Szintigraphie (SRS, s. Abb. 9), die es
allerdings nicht erlaubt, zwischen Primartumor und Metastase zu unterscheiden und eher zum

Staging und zur Verlaufskontrolle als zur primédren Lokalisationsdiagnostik geeignet ist.
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Abbildung 9 Eine SMS-Szintigraphie zeigt Lebermetastasen bei einem Gastrinompatienten

Weitere Bildgebung kann mittels transabdominellem Ultraschall, Angio-CT, Angiographie
und MRT erfolgen.

Ein groBes Problem st die prdoperative Lokalisationsdiagnostik wvon duodenalen
Gastrinomen, die, wie bereits erwéhnt, in der Regel kleiner als 1 cm sind und sich dadurch
auch der modernen Bildgebung entziehen. Mit der Computertomographie und der
Magnetresonanztomographie ist der Nachweis Kleiner Primdrtumoren erst ab einer
Tumorgrélie von 2 cm zuverldssig moglich [Kisker et al., 1996]. Eine Sensitivitat von nahezu

100 % zur Lokalisation von sporadischen Gastrinomen besitzen der intraoperative Ultraschall
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und die Palpation von Pankreas und Duodenum. Die Duodenotomie und Exploration der
Vorder- und Hinterwand sollte bei jeder Operation wegen eines ZES griindlich durchgefiihrt
werden, da dies die Heilungsrate beim sporadischen Gastrinom deutlich verbessert. Dies ist
laut Sugg et al. [Sugg et al., 1993] die sensitivste Methode, duodenale Gastrinome zu
lokalisieren. Wenn es einen klinischen Marker gébe, der beweisen kénnte, dass ein Primarius
im Duodenum zu finden ist, konnte dies die intraoperative Suche deutlich erleichtern.

Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht (ber die angewandte Bildgebung und ihre

Sensitivitat.

Tabelle 4 Literaturlibersicht préoperative Lokalisation von Gastrinomen

Verfahren | US CT MRT SRS** ES SA SASI***
Autor n (S%) n (S%) n (S%) n (S%) n (S%) n (S%) n (S%)
(Literatur)
Kisker et al. 25(44) | 25(56) | 4(25) 17(53) | 6(67) 10 (10)
Vinik et al. - 19(31) |- - - 19 (29)
Imamura et al. 11 (36) 11 (36) - - - 11 (45) 11 (100)
Norton et al. * 123 (24) | 123(39) | 123(46) |43(79) |- 123 (48) | 92 (86)
Zimmer at al. 15 (27) 15 (27) 15 (27) 15 (87) 15 (79)
Anderson et al. - - - - 36 (100) | 14 (42)
Gibril et al. 24 (46) | 24(42) |24(71) |24(92) |- 24 (62)
Marburg 1987-2007* 22 (32) 19 (37) 4 (25) 15 (27) 10 (40) 4 (25)

(S%)=Sensitivitatsrate; US= Transabdomineller Ultraschall; CT= Computertomographie;
MRT= Magnetresonanztomographie; SRS= Somatostatin-Rezeptor-Szintigraphie; ES=
Endosonographie; SA= Selektive Angiographie; SASI=  Selektive arterielle Sekretin-
Injektions-Angiographie; *= nur Patienten mit sporadischen Gastrinomen; **= positive
Anreicherung, Uberwiegend in Metastasen; ***= keine Lokalisation, nur Regionalisierung; #=

nur Lebermetasen
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1.1.8 Therapie

1.1.8.1 Medikamentdse Therapie

Die medikamenttse Therapie beim ZES ist fur die préoperative Phase und bei nicht
resektablen oder metastasierten Tumorleiden relevant. Protonenpumpeninhibitoren kénnen
helfen, die typische Klinik mit Oberbauchschmerzen und Ulzera sowie akuten
Blutungskomplikationen zu reduzieren. Sie binden an die Protonenpumpen der Parietalzellen
des Magens und hemmen so irreversibel die Sdureproduktion. Beim ZES ist eine Dosierung
von bis zu 240 mg Omeprazol am Tag (normal sind 20-40 mg/ Tag) keine Seltenheit [C.
Prinz, PdVC, GE, Kap. 27.1]. Somatostatinanaloga vom Typ des Octreotids senken den
Serumgastrinspiegel und flihren so zur Hemmung der Séureproduktion. Die folgende Tabelle

fasst die gdngigen medikamentdsen Therapieoptionen bei NET zusammen:

1.1.8.1.1 Biotherapie

Tabelle 5 Medikamentdse Therapie der PETs: Biotherapie

Substanz Wirkung
Somatostatin Analoga Apoptoseinduktion
(Octreotide/ Lanreotide) Aktivierung von Phosphatasen

Antiangiogenese
Inhibition von Wachstumsfaktoren
Hemmung des Insulin-like growth factor 1

Immunmodulation

Interferon (Interferon alpha) Antiproliferativ
Inhibition von Protein und Hormonsynthese

Stimulation des Immunsystems

Peptid-Rezeptor-Radionukleotid-Therapie Antiproliferativ
( 111|n’ QOY, 177Lu)
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1.1.8.1.2. Chemotherapie

Tabelle 6 Medikamenttse Therapie der PETs: Chemotherapie

Substanz Wirkung

Pyrimidin Analoga (5- Fluoruracil) Zytostatisch (Antimetabolit)
Anthracycline (Doxorubicin) Zytotoxisch (Interkalator)
Nitroseharnstoff (Streptozocin) Zytostatisch

(modifiziert nach Metz et al., 2008)

1.1.8.2 Operative Therapie

1.1.8.2.1 Indikationsstellung

Die definitive Therapie des ZES ist eine operative [Fendrich, 2009; Kianmanesh 2005].
Inzwischen ist sich die Fachwelt bezlglich der Indikation zur Operation beim sporadischen
Gastrinom einig, die die einzige Mdglichkeit zur Heilung bietet, so dass jeder Patient mit
nachgewiesenem ZES wund sporadischem Gastrinom, der keine schwerwiegenden
Kontraindikationen zur Operation bietet, wie zum Beispiel ein deutlich erhohtes
perioperatives Risiko bei Multimorbiditat, einer chirurgischen Therapie durch einen
erfahrenen Operateur zugefiihrt werden sollte [Jensen, 2006]. Bei Diagnosestellung sind 50-
70% der sporadischen Gastrinome bereits in Lymphknoten und 10 % in die Leber
metastasiert. Doch auch dann ist die chirurgische Therapie noch indiziert, da der Primértumor
und Lymphknotenmetastasen entfernt werden kénnen. Laut Jensen et al. [Jensen, 2004] liegt
die biochemisch dokumentierte Heilungsrate, also der negative Sekretintest, zwischen 40-
60%.

Uber die Rolle der Chirurgie bei Gastrinomen im Rahmen eines MEN wird jedoch weiterhin
gestritten. Es konnte gezeigt werden, dass die operative Therapie die Entwicklung von
Lebermetastasen vermindern kann, die, wie bereits erwéhnt, der wichtigste Prognosefaktor fiir
das Langzeit-Uberleben von Gastrinompatienten darstellen [Fraker DL, 1994; Norton 2006].
Langfristige chirurgische Heilung gab es in einer Ubersichtsarbeit von Jensen aus dem Jahr
2006 auch ohne Pankreatikoduodenotomie, auch Whipple’sche Operation genannt, in 20-45%
aller Patienten mit sporadischen Gastrinom, jedoch nur in 0-1% bei Patienten mit ZES im
Rahmen einer MEN1-Erkrankung. Studien aus den Jahren 1990 bis 1999 zeigen, dass die
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operative Heilungsrate bei Patienten mit MEN1 und ZES ohne Pankreatikoduodenektomie
sehr klein ist (0-10%) [Norton, 2006].

Beim ZES im Rahmen der MEN1-Erkrankung wird die Indikation zur Operation anders
gesehen. Da diese Patienten in der Regel mehrere duodenale Gastrinome haben, haufig schon
mit Lymphknoten- und Lebermetastasen, und diese selten durch Operationen geheilt werden
konnen, sind laut Jensen et al. routinemaRige explorative Laparotomien kontraindiziert, wenn
die bildgebende Diagnostik keine oder Tumore von unter 2 cm Grolle gezeigt hat. Bel
Tumoren von Uber 2 cm GroRe kann eine chirurgische Resektion die Entwicklung von
Lebermetastasen verringern. Im Gegensatz zu dem laparoskopischen Vorgehen bei
Insulinomen st dies bei Gastrinomen aufgrund héufig multifokalen Auftretens nicht
angezeigt. AuBerdem kann bei Gastrinomen der Primarius haufig préoperativ nicht lokalisiert
werden. Duodenale Gastrinome liegen hdufig in der Submukosa und kdnnen nur durch
Palpation identifiziert werden [Norton, 2005]. Eine Ubersichtsarbeit von Bartsch et al. aus
dem Jahr 2005 kommt nach einer retrospektiven Studie mit 26 MEN1-Patienten und ZES zu
dem Ergebnis, dass eine invasive Vorgehensweise im Sinne einer friihen pyloruserhaltenden
Pankreatikoduodenotomie das Uberleben durch Privention von Lebermetastasen verlangern
kann [Bartsch, 2005]. Fendrich et al. postulierten 2006 an 125 Patienten mit neuroendokrinen
Pankreas- und Duodenaltumoren, dass eben dieses Vorgehen bei neuroendokrinen Tumoren
im Allgemeinen das Langzeittberleben verbessert, wenn auch nicht in allen Fallen eine
Heilung erreicht werden konnte [Fendrich, 2006]. Fur MEN1-Patienten mit ZES kommt auch
eine distale Pankreasresektion auf Hohe der Pfortader in Frage mit Enukleation aller weiteren
Tumore im Pankreaskopf, eine Duodenotomie mit Entfernung aller Tumore und einer
peripankreatischen Lymphknotendissektion, wie bereits Thompson et al. 1998 beschrieb
[Thompson, 1998]. Die laparoskopische Resektion von NET des Pankreas ist aufgrund ihrer
haufig geringen GrolRe ebenfalls moglich. Dazu sind jedoch die préoperative Lokalisation,
ein intraoperativer laparoskopischer Ultraschall sowie ein erfahrener Operateur notwendig.
Bei begrindetem Verdacht auf Malignitdt sollte ohnehin eher ein offenchirurgisches

Verfahren gewéhlt werden [Langer P et al., 2009].
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1.1.8.2.2 Operative Strategie

Vor der Operation sollte eine Lokalisationsdiagnostik angestrebt werden. Auflerdem sollte
mittels biochemischer Tests, molekulargenetischer Untersuchung und nicht zuletzt der
Anamnese sichergestellt werden, ob es sich um sporadische oder MENZ1-assoziierte
Gastrinome handelt.

Insgesamt wird in der Fachwelt eine konventionelle und nicht laparoskopische
Herangehensweise préferiert [Rothmund, PdVC, Kap. 5; Norton und Jensen, 2004], da nur so
die Palpation und die systematische Lymphadenektomie gewahrleistet werden kénnen.

Je nach Lokalisation des zu resezierenden Tumors wird intraoperativ unterschiedlich
vorgegangen. So kdnnen beim sporadischen ZES solitdre Tumore im Pankreaskopf enukleiert,
kleine duodenale Gastrinome durch eine Duodenotomie identifiziert und reseziert werden.
Diskutiert werden auch die pyloruserhaltende partielle Pankreatikoduodenektomie (PPPD)
oder alternativ die pankreaserhaltende Duodenektomie bei Lokalisation im Duodenum bzw.
Pankreaskopfbereich. Bei Lokalisation im Pankreasschwanz wird eine milzerhaltende
Pankreaslinksresektion durchgefiihrt. Auch wenn intraoperativ kein Primarius gefunden
werden kann, sollte regelhaft eine Lymphadenektomie durchgefiihrt werden, um potentielle
Lymphknotenmetastasen zu resezieren. Abgesehen davon wird das Thema der priméren
Lymphknotengastrinome nach wie vor kontrovers diskutiert [Norton JA, 2004, Arnold R,
2005]. Die chirurgische Exploration gibt dem Operateur aulRerdem die Mdoglichkeit, ein
bislang nicht lokalisiertes Gastrinom durch Palpieren zu finden, zu resezieren und
Lymphknotenmetastasen zu entfernen. Intraoperativ wird zudem ein Ultraschall des Pankreas
und der Leber durchgefuhrt, um okkulte Metastasen oder Tumore, z.B. im Rahmen eines
MEN1, ausfindig zu machen. Bei kleinen, nicht malignen Tumoren besteht dann auch die
Maoglichkeit einer Enukleation unter Erhalt des Ursprungsorgans. Jeder Tumorresektion sollte
eine Lymphadenektomie um den Pankreaskopf herum, entlang des Ligamentum
hepatoduodenale und interaortokaval angeschlossen werden.

Interdisziplindre Ansédtze wie die intraoperative Radiofrequenzablation oder radiologische
Embolisation von Lebermetastasen werden inzwischen additiv zur Optimierung der Therapie

eingesetzt.
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1.1.8.2.2.1 Enukleation

Auch diese Operation beginnt mit einer queren Oberbauchlaparotomie. Nach Eintritt in das
Abdomen wird die Leber palpiert und anschlielend ein Kocher'sches Mandéver durchgefihrt,
indem das Duodenum und der Pankreaskopf tber die V. cava bis zur Aorta mobilisiert wird.
Das Treitz'sche Band wird anschlieRend von rechts eroffnet. Dann erfolgt die Eréffnung der
Bursa omentalis, das Lig. gastroduodenalis wird von der rechten Colonflexur bis zum
mittleren Colon transversum durchtrennt, ebenso die Plica pancreatico duodenalis.
AnschlieRend wird die V. mesenteria superior am Pankreasunterrand freigelegt. Nun werden
die Strukturen im Ligamentum hepatoduodenale - der Ductus choledochus, die rechte und
linke Leberarterie sowie die V. porta - freigelegt und angeschlungen. Das
Lymphknotenfettgewebe wird exzidiert und in einem separaten Préparat zur histologischen
Aufarbeitung gegeben. Jetzt erfolgt das Untertunneln des Pankreas auf der Pfortader. Danach
kommt nach der Palpation des Pankreas der intraoperative Ultraschall zum Einsatz, um die
Lokalisation des Tumors zu sichern und gegebenenfalls andere Tumore zu detektieren.
Gastrinome kommen dabei typischerweise echoarm zur Darstellung. Anschliefend wird nun
das Pankreasparenchym im Pankreaskopf inzidiert und bis auf den kranialen Tumorrand
prapariert und der Tumor sukzessive zirkuldr enukleiert. Nach Absetzen des Tumors wird
dieser zur Schnellschnitthistologie gesandt. AnschlieBend wird die Pankreaskapsel mit
Einzelknopfnéhten locker adaptiert und das Abdomen nach Sicherstellung der Bluttrockenheit

verlassen. Abb. 10 zeigt Enukleationspréparate pankreatischer Gastrinome.

Abbildung 10 Enukleationspréaparate aus dem Pankreaskopf und Pankreasschwanz
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1.1.8.2.2.2 Pankreaslinksresektion

Nach Er6ffnung des Abdomens mittels querer Oberbauchlaparotomie wird zundchst die Leber
makroskopisch und palpatorisch beurteilt. Es wird nun das Ligamentum gastrocolicum auf die
linke Flexur zu durchtrennt und die linke Colonflexur nach distal abprapariert, in dem das
Ligamentum splenocolicum durchtrennt wird. Dann Freilegen des Pankreasunterrandes. Die
V. mesenterica superior wird am Pankreasunterrand dargestellt. Dann wird der Magen von der
Pankreasoberkante abprapariert und das Pankreas durchpalpiert. AnschlieBend wird der
intraoperative Ultraschall zur Sicherung der Tumorlokalisation im Pankreasschwanz
durchgefuhrt (s. Abb. 11). Nun werden die Gastricae-brevis-GefaRe durchtrennt und der
Magen nach kranial angehoben. Dann wird die Milz aus ihrem Retroperitoneallager
herausgeldst und samt Pankreasschwanz nach medial luxiert. Der Pankreasschwanz wird aus
der retroperitonealen Platte herausprapariert und die A. lienalis am Truncus coeliacus
dargestellt und stammnah durchtrennt. Dann wird die V. lienalis an der Pankreasruckflache
angezigelt und durchtrennt. AnschlieBend wird das Pankreas zum Beispiel mit einem Stapler
an der vorgesehenen Resektionsflaiche durchtrennt und das Préparat zur
Schnellschnitthistologie eingesandt. Nun wird die Klammernahtreine im Bereich der
Pankreasabsetzungskante mittels fortlaufender tiberwendlicher Naht tibernaht.
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Abbildung 11 Intraoperativer Ultraschall eines Pankreasschwanztumors
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1.1.8.2.2.3 Pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie (PPPD)

Bei Gastrinomen im Rahmen von MEN1 wird inzwischen die pyloruserhaltende partielle
Duodenopankreatektomie (PPPD) favorisiert, da sich in diesem Fall rund 80% der Tumoren
im Duodenum befinden und diese bei Erhalt des Duodenum rezidivieren kdnnen. Dabei wird,
anders als bei der klassischen Whipple’schen Operation, der Pylorus des Magens komplett

erhalten, so dass die Patienten sich postoperativ relativ normal erndhren kénnen.

Nach einer queren Oberbauchlaparotomie wird nach Durchtrennung des Ligamentum
falciforme zunachst die Leber palpiert und sonographiert. Wenn eine diffuse
Lebermetastasierung ausgeschlossen werden kann, erfolgt die Suche nach dem Primarius.
Selbst wenn in der prdoperativen Diagnostik oder im intraoperativen Ultraschall (IOUS) ein
Tumor im Pankreas identifiziert wurde, wird zunachst ein Kocher-Manodver ausgefiihrt, so
dass der Pankreaskopf und das Duodenum Uber die V. cava bis zur Aorta hin mobilisiert wird.
Nun wird die Gallenblase aus dem Gallenblasenbett mobilisiert und nach Absetzen der A.
cystica und Ductus cysticus entfernt. AnschlieBend wird das Ligamentum hepatuduodenale
sorgféltig prépariert, die A. hepatica dargestellt u. angezligelt u. der D. cysticus isoliert.
Hierbei sollte eine ausgiebige Lymphadenektomie im Ligament erfolgen. Die
Lymphadenektomie wird entlang der A. hepatica comm. zum Truncus coeliacus fortgesetzt.
Es erfolgt daraufhin die Durchtrennung des D. choledochus und die Praparation des
Pankreaskopfes wird fortgesetzt. Dann wird das Lig. gastrocolicum prépariert und der
gastroduodenale Ubergangs mit Pylorus und Bulbus duodeni dargestellt. AnschlieBend kann
der Magen am Bulbus duodeni abgesetzt werden. Nun erfolgen die Aufnahme der ersten
Jejunalschlinge und das Mobilisieren des proximalen Jejunums. In der ersten Schlinge wird
der Dunndarm durchtrennt und schlieBlich das proximale Jejunum zur Mesenterialwurzel hin
skelettiert und mobilisiert. Danach wendet man sich wieder dem Pankreas und dem
Duodenum zu. Die V. mesenterica superior und die Pfortader werden aufgesucht und das
Pankreas Uber der Pfortader bidigital untertunnelt. Dann folgt das Durchtrennen des Pankreas.
Nun wird das Jejunum unter der Mesenterialwurzel hindurch nach rechts luxiert und die
Pankreaskopfresektion durch Durchtrennen des Mesoduodenums vervollstandigt. Der rechts
laterale Rand der Arteria mesenterica superior wird dabei aufgesucht, freiprapariert und der
Pankreaskopf mitsamt dem Duodenum schlielRlich komplett abgesetzt. AnschlieBend wird der
Pankreasstumpf nachmobilisiert und in die Vorderwand des Magens anastomosiert. Nach
Abschluss dieser Pankreatikogastrostomie erfolgt nun die biliodigestive Anastomose.
Transmesocolisch wird die proximale Jejunalschlinge in den Oberbauch mobilisiert, die
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Klammernahtreihe mit Einzelknopfndhten versenkt und schlielich eine biliodigestive
Anastomose in typischer End-zu-Seit-Technik mit Einzelknopfnahten angenaht. Als letzte
Anastomose des Eingriffs erfolgt zur Wiederherstellung der Kontinuitat des
Gastrointestinaltraktes die Duodenojejunostomie, welche ebenso als End-zu-Seit-Anastomose
erstellt wird. Die hergestellte postoperativen Kontinuitat des Gastrointestinaltrakts zeigt Abb.

12, in Abb. 13 ist ein Resektionspréparat einer PPPD zu sehen.

Abbildung 12 Pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie (PPPD)

Abbildung 13 Resektionspréaparat eines Gastrinoms des Pankreas
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1.2 Pancreatic and Duodenal homeoboX gene 1 (PDX1)

Der Transkriptionsfaktor Pdx1 wird in der Literatur auch Ipf-1 (Insulin Promoter Factor 1),
ldx-1 (Islet Duodenum homeoboX 1), Stf-1 (Somatostatin Transcription Factor 1), luf-1
(Insulin Upstream Factor 1) und GSF (Glucose Sensitive Factor) genannt. Das menschliche
PDX1-Gen besteht aus 2 Exons, die fiir ein Protein mit 283 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von 31 kDa in der inaktiven, 46 kDa in der aktivierten Form kodieren und
liegt auf Chromosom 13qg12.1 [Juan Ma et al.,, 2008]. Transkriptionsfaktoren sind
Kontrollgene, die in der Lage sind, spezifische Sequenzen auf der DNA zu erkennen und
dabei andere Gene ein- oder auszuschalten. Man kann sich vorstellen, dass durch die selektive
Expression verschiedener Kontrollgene die Variabilitat der Zellen und somit ihre ldentitét
gepréagt werden kann.

PDX1 wurde als B-Zell-spezifischer Aktivator fiir das Insulin- und Somatostatin-Gen beim
Sauger entdeckt, entsprechend dem XIHbox8 homeobox Protein bei Krallenfrosch (Xenopus
laevis) und wurde 1986 erstmals von Ohlsen beschrieben [Ohlsen; 1986, Peshavaria 1994,
Miller 1994, Leonard 1993]. Wie bei anderen Transkriptionsfaktoren scheint Pdx1 an
spezifische DNA-Sequenzen innerhalb der 5°‘-Enhacerregion von Target-Genen zu binden,
um dort Proteinkomplexe zu rekrutieren, die schlieBlich die Transkriptionsrate des Gens
regulieren. Das Gen, welches fir PDX1 kodiert, ist ein zentraler Bestandteil des Parahox-
Gen-Clusters von Saugetieren, bei der Maus auf Chromosom 5. So benannt wurde der
Cluster, da er eine Gruppe von in der Entwicklung wichtigen Genen reprasentiert, welche
auferhalb der klassischen Hox (homeobox)-Gen-Cluster gefunden wurde [Brooke, 1998]. Das
Parahox-Cluster besteht aus 3 Genen: Gshl, PDX1 und Cdx2/3, die alle in spezifischen
Pankreaszellen exprimiert werden. Die Relevanz von Pdx1 wird in Pdx1-null-Mé&usen
deutlich, die keinen Pankreas entwickeln. Auch beim Menschen hat eine homozygote
Mutation im Pdx1-Gen diese Wirkung [Schwitzgebel, 2003]. AulRerdem schein Pdx1 auch
malgeblich an der Funktion reifer B-Zellen beteiligt zu sein. Heterozygote Missense- und
Frameshift-Mutationen des Ipfl-Gens im Menschen beeinflussen zwar nicht die Ausbildung
des Pankreas, storen jedoch die Sekretion des Insulins, so dass die Individuen einen MODY4
(maturity onset diabetes of the young 4) entwickeln [Cloguet, 2000; Hani, 1999; Stoffers,
1997]. Stoffers et al. beschrieben 1997 den Fall einer Familie, in der ein Kind mit einer
homozygoten inaktivierenden Pdx1-Mutation ohne Pankreas zur Welt kam, wéhrend die
heterozygote Mutation im Familienstammbaum MODY4 bedingte. PDX1-Mutationen wurden

auch im Falle von Typ Il-Diabetes gefunden [Stoffers et al., 1997].
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Aullerdem ergaben Studien im Tiermodel bei Insulinresistenz, dass die Downregulation der
Pdx1-Expression in den B-Zellen mdglicherweise der Grund fur ihre Fehlfunktion und damit
von Typ Il-Diabetes ist [McFarlane, Weir, 1999]. Dies zeigt die wichtige Rolle von Pdx1
nicht nur wahrend der embryonalen Entwicklung sondern auch im adulten Pankreas. Dass
Pdx1 in der Lage ist, so unterschiedlich zu funktionieren, liegt moglicherweise an seiner
Fahigkeit, in unterschiedlichen Proteinkomplexen zu interagieren, die posttranskriptional

verschiedene Endprodukte ergeben.

1.2.1 Pdx1 in der Entwicklung des Pankreas

Im adulten Pankreas findet man endokrine Zellen, Azinuszellen und Zellen der
Ausfuhrungsgange. Die Analyse der Zellschicksale zeigte, dass alle endokrinen und
exokrinen Zellen sowie die Zellen der Ausfihrungsgdnge von epithelialen Pdx1-
Vorlauferzellen abstammen. Pdx1 ist einer der frihesten Transkriptionsfaktoren in der
Entwicklung des Pankreas und lasst sich bereits am 8. Tag (E8.5) der fetalen Entwicklung in
pankreatischen Vorlauferzellen nachweisen. Wahrend der Entwicklung geht das Pankreas am
Tag E8.5-9.5 als dorsale und ventrale Anlageknospe aus dem primitiven Darmrohr hervor,

wie in Abb. 14 gezeigt wird.
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pancreatic buds e9 e10 el12

Abbildung 14 Entwicklung des Pankreas in der Maus. Pdx1 Expression in der ventralen und dorsalen Anlage des
Pankreas (links) und Verschmelzung der Anlagen an E12 (rechts im Bild) [Edlund, 2001]

Wihrend dieser frithen Phase, auch ,,primary transition* genannt, kommt es zur Verzweigung
der Zelllinien in die ventrale und dorsale Knospe, was aus Signalen der Notochord und dem
umgebenden Mesenchym gesteuert wird. Dabei initiiert der Kontakt zwischen der Notochord
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und dorsalem Endoderm die Expression von Pdx1 [Kim et al., 1997; Lammert et al., 2001].
Die Faktoren Fgf2 (fibroblast growth factor2) und Activin (transforming growth factor
(TGF)-p Signalmolekiil) unterdriicken die Expression vom endodermalen Sonic Hedgehog
(Shh) und fordern so die Expression von Pdx1 (s. Abb. 15) [Gu, Hebrok, 2000, 2001]. Studien
in Méusen haben ergeben, dass ein friher Anstieg der Shh-Expression in einem Verlust von
Pdx1 resultiert und zu einer Umwandlung von pankreatischem in duodenales Gewebe fiihrt
[Apelqvist, Hebrok 2003]. Dartber hinaus fihrt die kontinuierliche Expression von Shh am
Tag E12.5 zu einer Reduktion der Pankreasmasse. Méause, die friih ektopes Shh zugefihrt
bekamen (Pdx1-/-), entwickelten zwar noch die initiale Pankreasknospe, die Fortentwicklung
in die verschiedenen Zelllinien blieb jedoch aus [Jonson, 1994]. Dies steht im Gegensatz zu
den VVorgéngen im adulten Pankreas, wo Hedgehog-Proteine zur Pdx1 und Insulin-Expression
notwendig sind [Thomas, 2001].

E8.5
Notochord - —
Mesenchyme - l FGF2/Activin
~ HH+ HH+
Primitive gut tube .,
1 ===

E9.0-9.5
Dorsal bud
.............................. Pdx1 +
Ventral bud
Beta-cell
E11-15 Acinar cells
R sollle
>E15.5
Acinar cells 7 3
~...' & :':.& o
‘R B gge’ 5/

Abbildung 15 Die Entwicklung des Pankreas in Hinblick auf Pdx1 [Babu et al.]
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Zwischen E13.5 und 15.5 steigt die Expression aus endokrinen und exokrinen Genprodukten
sprunghaft an, ebenso die pankreatische Zellmasse. Dies wird als ,,secondary transition*
bezeichnet. Wéhrend der Darmrotation um E15.5 herum kommt es zu einer Verschmelzung
der ventralen und dorsalen Pankreasknospe zu einem Organ [Slack, 1999]. Eine
Studiengruppe um Holland herum blockierte 2002 mittels Doxycyclin Pdx1 zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Bildung der Knospen. Eine Blockade bei E12.5 fuhrte zu einem Organ, dass
beinahe keine Azinus- und Inselzellen hatte, bei Blockade am 13.5 Entwicklungstag erhielt
die Gruppe schlecht differenzierte Azinuszellen, so dass anzunehmen ist, dass Pdx1 auch nach
der secondary transition wichtig fur die Differenzierung von Azinus- und Inselzellen ist,
wéhrend die Zellen der Ausfiihrungsgange zu diesem Zeitpunkt nicht wegweisend von Pdx1
abhangen [Holland, 2002].

Nach der zweiten Umwandlung nimmt Pdx1 in den Azinuszellen ab, eine kontinuierliche
Expression scheint sogar schédlich zu sein [Heller, 2001].

Die Analyse von Pdx1-mutanten Ma&usen etablierte Pdx1 als Schlisselfaktor fir die
Entwicklung des Pankreas [Ahlgren, 1996]. In M&usen, in denen Pdx1 ausgeschaltet wurde,
entwickelten sich anfangs beide Pankreasknospen, in denen Insulin- und Glukagon-
exprimierende Zellen zu beobachten sind. Die weitere Entwicklung des Pankreasepithels war
jedoch blockiert und neonatale Pdx1-/--Md&use bildeten letztendlich keinen Pankreas aus.
Pdx1 spielt jedoch nicht nur in der Pankreasentwicklung, sondern auch bei der endokrinen
Differenzierung des Pankreas eine wichtige Rolle [Wilson, 2003]. Pdx1 wird fur die terminale
Differenzierung der B-Zellen und Aufrechterhaltung der Expression B-Zell-spezifischer Gene
benotigt [Ahlgren et al., 1998; Holland et al., 2002].

Die Relevanz von PDX 1 zeigt auch Abb. 16.
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Abbildung 16 aus Johansson KA, Grapin-Botton A. Development and diseases of the pancreas, 2002

1.2.1 Pdx1 im adulten Pankreas

Nach dem Reifungsprozess (bei der Maus E 18.5) formieren sich die endokrinen Zellen zu
Langerhansschen Inseln. Im adulten Pankreas findet man Pdx1 in erster Linie in den Insulin-
produzierenden B-Zellen der Langerhans-Inseln, in einigen Somatostatin-exprimierenden &-
Zellen und minimal in Azinus- und Ausfuhrungsgang-Zellen [Heller, 2001]. Haploide
Pdx1+/- M&use scheinen keine nennenswerten Einschrankungen in der Pankreasentwicklung
zu haben, weisen jedoch eine stark beeintrachtigte Glukosetoleranz und im Alter abnehmende
Insulinexpression auf [Johnson, 2003]. Ebendies konnte auch beim Menschen mit einer
haploiden Mutation des Pdx1-Gens nachgewiesen werden [Stoffers, 1997; Hani, 1999]. Das
komplette Ausschalten von Pdx1 nach der Pankreasentwicklung und in der adulten Maus
fuhrt einerseits Uber die Beeinflussung der Insulinexpression zu der Entwicklung von
Diabetes [David A. Cano et al., 2007], andererseits treten Storungen in der Expression von

Somatostatin auf [Leonard Jet al., 1993].
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1.3 Sonic Hedgehog

Der Hedgehog-Signalweg wurde 1980 erstmals von Volhard und Wieschaus beschrieben, die
zur ldentifikation von friihembryonalen Genen die Entwicklung der Fruchtfliege Drosophila
beobachteten. Die Larven der Hedgehog-Mutanten &hnelten mit ihrer stacheligen Form Igeln,
was dem Signalweg den spateren Namen — Hedgehog — verlieh [Nusslein-Volhard et al.,
1980]. Seit der Entdeckung haben zahlreiche Studien gezeigt, dass der Hedgehog-Signalweg
eine elementare Rolle in der Zelldifferenzierung und Organogenese, vor allem im
Gastrointestinaltrakt, spielt. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Hedgehog-Signalweg
nicht nur in der embryonalen Phase, sondern auch teilweise im Erwachsenen weiterhin aktiv
ist. Hh wird in der Funktion neuronaler Stammzellen des Gehirns eine Bedeutung
zugemessen, ebenso in der Erneuerung von Epithelzellen des Verdauungstraktes und in der
Differenzierung von hé&matopoetischen Zellen. Ein Fehler in der Regulation des Hh-
Signalweges kann beim Erwachsenen dagegen zu verschiedenen Karzinomen fuhren wie
Basalzellkarzinome, Gliome und nichtkleinzellige Bronchialkarzinome [Lau, 2006]. Weitere
Tumoren, die mit einer Fehlfunktion des Hedgehog-Signalweges in Zusammenhang gebracht
werden sind z.B. Mammakarzinome [Kubo et al., 2004], kolorektale Karzinome [Qualtrough
et al., 2004], Medulloblastome, Adenokarzinome des Pankreas, Prostatakarzinome,
Magenkarzinome [Myoung-Eun Han et al., 2009] und neuroendokrine Tumore des lleums
[Fendrich et al., 2007].

Beim Menschen und anderen Vertebraten spielt der Hedgehog - Signalweg eine tragende
Rolle in der axialen Formation der Korperachse, des Neuralrohres, und der inneren Organe,
sowie im regelrechten Ablauf der Chondrogenese, Hamatogenese, Angiogenese, AXxon-
Aussprossung und Stammzellhomdostase [Chiang et al., 1996; Lees et al., 2005; St-Jacques et
al., 1998]. Mutationen von Genen des Hedgehog — Signalweges fuhren entsprechend zu
Fehlbildungen, wie zum Beispiel das Pankreas annulare [Hebrok, 2002], gastrointestinale
Malrotationen, anorektalen Malformationen [Lees et al., 2005], Oesophagusstenosen,
Lungenanomalien und tracheooesophagealen Fisteln [Motoyama et al., 1998].

Der Hedgehog - Signalweg transferiert zellulare Informationen von extra- nach intrazellul&r.
Als relevanten Hedgehog Gene sind Hedgehog (Hh), Patched (Ptch), Smoothened (Smo),
Fused (Fu), Suppressor of Fused (SuFu), Hedgehog Interacting Protein (HIP1), Costal 2 (Cos-
2) und Cubitus interruptus (Ci) zu nennen [Lees et al., 2005]. Es sind beim Menschen drei
Hedgehog Liganden bekannt: Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) und Desert
Hedgehog (Dhh). Sonic Hedgehog besitzt hierbei die groRte Potenz [Pathi et al., 2001] und ist
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auf Chromosom 7936 aufzufinden. Diese Proteine haben eine initiale Gré3e von 45kDa und
durchlaufen im  endoplasmatischen  Retikulum  verschiedene  posttranslationalen
Modifikationen bis sie vollstandig aktiv sind. Das Einfligen eines C - terminalen Cholesterols
und einer N - terminalen Palmitoyl — Saure zum Beispiel macht das Protein lipophil und fihrt
dazu, dass es leichter an der Zellmembran binden kann [Pepinsky et al., 1998; Porter et al.,
1996]. Danach wird der Ligand von der Hedgehog produzierenden Zelle sekretorisch
freigesetzt und kann zu seiner Erfolgszelle gelangen. Die molekulare, biochemische
Interaktion zwischen den einzelnen Bestandteilen des Hedgehog-Signalweges ist also ein

extra- und intrazellulér ablaufender, komplexer Prozess, wie Abb. 17 demonstriert.

HH

-
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SMO

7
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Hh target genes Hh target genes

Gli
®

Abbildung 17 Aus Parkin CA, The adventures of Sonic Hedgehog in development and repair, 2008

Der Hedgehog-Signalweg reguliert die Entwicklung von Geweben und die Differenzierung
von Zellen dosisabhéngig. Ein Verlust von Indian Hedgehog (lhh) fiihrte in Tierversuchen zu
einer verminderten GroRe der Bauchspeicheldriise, so dass man vermuten kann, dass Ihh fur
die Entwicklung des Pankreas notwendig ist. Im Gegensatz dazu unterdriickt Sonic Hegdehog
(Shh) die Expression von pankreatischen Markern wie Pdx1, was zu einer Umwandlung von
pankreatischem in duodenales Gewebe fiihrt [Kawahira H, 2003].

In der Anlage fur den Darm in Mausembryo wird in beinahe jeder Zelle entlang des
Verdauungskanals Shh exprimiert, was seine wichtige Position in der Entwicklung desselben

vermuten lasst. In der Pankreasanlage dagegen kommt Shh nicht vor, kann aber auch in der
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erwachsenen Maus noch im Bereich des Magens und des Duodenums gefunden werden [Cano
et al., 2007; Hebrok et al., 2000]. Dies macht deutlich, dass durch Shh eine Grenze zwischen
pankreatischer und duodenaler Entwicklung gezogen wird. AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass eine Uberexpression von Shh wiahrend der Entwicklung des Pankreas in Pdx1-Shh
Méusen zu Individuen mit weniger ausgepragter Pankreasanlage fiihrt, die Entwicklung zu

gastrointestinalen Zellen jedoch verstarkt ablauft [Apelqgvist et al., 1997].
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I1. Ziele

Il.1 Gibt es eine molekularen Marker, der zwischen duodenalen und pankreatischen

Gastrinomen unterscheiden kann?

1.2 Kann anhand dieses Markers bei unklarem Primarius Rickschluss auf das

Ursprungsorgan genommen werden?
I1.3 Kann dieser Marker helfen, das geeignete Operationsverfahren auszuwahlen?

I1.4 Kann eine Auswertung von Tumoren anhand des Markers die Prognose des Patienten

beeinflussen?
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I11. Material und Methoden
111.1 Patientenkollektiv

Die Daten- und Tumorbank von Patienten, die wegen eines NPTs in der Visceral-, Thorax-
und Gefalichirurgie der Philipps-Universitat Marburg operiert wurden, wird seit 1987 gefiihrt.
In der Zeit bis April 2008 wurden 35 Patienten wegen pankreatischen oder duodenalen
Gastrinomen oder deren Metastasen einer Operation unterzogen. Bei 7 von ihnen konnte
nicht gentigend Material fir eine immunhistochemische Aufarbeitung gewonnen werden.
Insgesamt wurde Tumorgewebe von 15 Patienten mit duodenalen und von 11 Patienten mit
pankreatischen Gastrinomen untersucht. Von diesen hatten 19 Patienten sporadische
Gastrinome, bei 9 Patienten kamen die Tumore im Rahmen einer genetisch nachgewiesenen
MEN1-Erkrankung vor.

Aullerdem wurden Lymphknotenmetastasen von 2 Patienten untersucht, deren Primarius
unklar war.

Dieses Patientenkollektiv wurde ebenfalls hinsichtlich ihrer demographischen Daten, ihrer
Klinik, der angewandten Operationsmethode, der endgiiltigen Histologie und nachfolgender
Langzeitbeobachtung erfasst.

Zunéchst wurde die Diagnose bei allen Patienten mittels immunhistochemischer Farbung mit
Gastrin bestétigt. Die TumorgrolRe wurde ermittelt und der grofite Durchmesser dokumentiert.
Ebenso wurde auch mit den Lymphknotenmetastasen verfahren.

Eine Heilung des ZES wurde definiert bei einem Nuchterngastrinwert unter 125 pg/ml und

einem negativen Sekretin-Stimulations-Test postoperativ und in Verlaufskontrollen.

111.2.1 HE und Immunhistochemie

Zundachst sollen von den bereits ausgesuchten NPTs Leerschnitte zur reprasentativen HE-
Féarbung und zur Durchfiihrung der Pdx1-Farbung geschnitten werden.

111.2.1.1 HE

Zunéchst wurde ein Schnitt von jedem Tumor zur besseren Darstellung des Gewebes per

Héamatoxylin/Eosin geféarbt. Dazu wurden die Schnitte zunéchst in Xylol entfettet und dann in
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absteigender Alkoholreihe (in %: 100, 95, 90, 80, 70, 50, 30) dehydriert. Als néchster Schritt
folgte die Anfarbung in Hdmatoxylin fur 5 Minuten, die Blauung in Wasser fir 10 Minuten
und dann die Gegenfarbung in Eosin mit Essigwasser fir 30 Sekunden. Nach Spulung in
destilliertem Wasser wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe rehydriert und

eingedeckelt.

111.2.1.2 Immunhistochemie

Fur die Immunhistochemie wurde die Avidin-Biotin-Complex(ABC)-Methode angewandt.
Nach dem im Labor bereits etablierten Protokoll wurden die 3um messenden Gewebeschnitte
zunédchst zweimal funf Minuten in Histoclear (Xylene) entparaffinisiert und dann in
absteigenden Ethanolreihen (in %: 100, 95, 90, 80, 70, 50, 30) je fur 2 Minuten rehydriert. Zur
Steigerung der Antigenitat (antigen retrieval) wurden die Schnitte anschlielend in leicht
saurem Zitratpuffer erhitzt. Nach Blockierung der endogenen Peroxidase in Granulozyten und
Erythrozyten wurden sémtliche Préparate in einer Wasserstoffperoxid-Losung inkubiert. Nach
Inkubation mit Schweineserum zur Verminderung der Hintergrundfarbung werden die
Tumore dann mit den priméren Antikorper jeweils Gber Nacht bei 4°C und anschlieBend mit
dem biotinyliertem Sekundérantikérper (Anti-Hase, Jackson ImmunoResearch, USA) und
Avidin-Biotin-Meerrettich-Peroxidase-Komplex (Vectastain ABC-KIT, Linaris Deutschland)
60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antigen-Antikorper-Bindungsstellen wurden nach
Inkubation mit 3.3°- Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) im Praparat rotbraun gefarbt.
Bei jeder Farbung wurde als Kontrolle ein Schnitt mit gesundem Pankreasgewebe mitgefarbt,

bei dem sich stets die rotbraune Anférbung der Inselzellen ergab.

Immunhistochemie-Protokoll (von Dako)

Tag 1:

1. 2 x 5 Min. in Histoclear (Xylene) entparaffinisieren

2. Absteigende Alkoholreihe (%): 100, 95, 90, 80, 70, 50, 30
— je 2 Min. rehydrieren

3.2 x5 Min. in dH,0 spulen
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4. Antigendemaskierung

— 10 Min. in der Mikrowelle unter dem Siedepunkt in Citratpuffer/PBST (pH 6,0)

erhitzen
— 20 Min. kiihlen (Eis)
5. 3 x5 Min. in dH,0 spulen
6. 10 Min. in 3%iges Peroxid (H,0,)
— Blockieren der endogenen Peroxidase
7.2 x5 Min. in dH,0 spulen
8. 5 Min. mit PBST spulen
9. In feuchte Kammer umsetzen, mit Spezialstift markieren
10. 60 Min. in Blocking solution (10% BSA) bei Raumtemperatur inkubieren
11. Blocker entfernen

12. Prim. Antikérper mit Verdlinnungslésung (Background reducing diluent, DAKO)
verdunnen und auftragen (ca. 300-400 pl je Slide)

13. Uber Nacht in feuchter Kammer im Kiihlschrank (4°C) inkubieren.

Tag 2:

1. Prim. Antikdrper entfernen

2. 3 x5 Min. in PBST waschen

3. Sek. Antikérper in PBST + BSA 1% verdinnt auftragen und 60 Min. inkubieren

4. Nach 30 Min. ABC herstellen und 30 Min. bei Raumtemperatur immer wieder schwenken
5. Sek. Antikorper entfernen und die Slides 3 x fur 5 Min. mit PBST waschen

6. ABC auftragen und 60 Min. bei Raumtemperatur inkubieren

7. ABC entfernen und 3 x fiir 5 Min. mit PBST waschen
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8. DAB herstellen und ca. 300 ul pro Slide unter dem Mikroskop auftragen.

9. Bei ausreichender Braunfarbung Reaktion in dH,O stoppen

10. 15 Sec. Gegenfarbung in Hamalaun (sauer, nach Mayer)

11. AnschlieBend 5 Min. in lauwarmem Leitungswasser blauen (6fter wechseln).

12. 2 x 5 Min. in dH,0 spiilen

13. 2 Min. in aufsteigender Alkoholreihe dehydrieren (%: 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100)
14. 2 x 5 Min. in Histoclear

15. Eindeckeln

111.2.2 Auswertung

Die histologischen Schnitte werden anschlieBend lichtmikroskopisch ausgewertet. Die

Immunreaktivitat wird in folgende drei Gruppen klassifiziert:
- . keine oder fokal schwache Férbung (< 10% positive Zellen)
+: fokal starke Farbung oder diffus schwache Féarbung (> 20-50% positive Zellen)

++: diffus starke Farbung (> 50% stark positive Zellen)

111.2.3 Gerate und Zubehor

Nr. Gerat Hersteller

1 - 20°C Schrank, Froster Bosch, Gerlingen, D

2 + 4°C Schrank, KGS 3213 - 5 Liebherr, Biberach, D

3 Analysenwaage, Explorer Ohaus, Giellen, D

4 Analysenwaage, 572 Kern, Albstadt, D

5 Eismaschine, 072816 ZIEGRA, Isernhagen, D
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6 Feuchte Kammer
7 Magnetrihrer, MR 2002 Heidolph, Kehlheim, D
8 Mikroskop (binokular), 020-519.511 (1.6x, 2.5, 10x, | Leica, Bensheim, D
40x)
9 Mikroskopkamera, DFC 290 Leica, Bensheim, D
10 Mikrowelle, 8017 Privileg, Furth, D
11 Markerstift, Super PAP Pen Zymed, San Francisco, USA
12 pH-Meter, Ultra Basic Denver Instruments, Goéttingen, D
13 Pipetten, Reference 2,5ul, 1000ul Eppendorf, Hamburg, D
14 Pipetten, Pipetman 20ul, 200 pl Gilson, Villiers-le-Bel, F
15 Schuttelwasserbad, 3047 Lottermann
16 Sterile Werkbank, Nunc 20229 Fisher Scientific, Langenselbold, D
17 Tubes, Reaktionsgefale 1,5ml Eppendorf, Hamburg, D
18 Tubes, Safe Seal ReagenzgefaRe 2ml Sarstedt, Nurnberg, D
19 Vortexer, REAX 1 DR Heidolph, Kehlheim, D
20 Wasserbad, 1002 GFL, Burgwedel, D

111.2.4 Gebrauchswaren

Nr. | Produkt Hersteller

1 Deckgléser, 24x24mm, 24x46mm Menzel, Braunschweig, D

2 Handschuhe, puderfrei, Nobaglove Kobe, Marburg, D

3 Objekttrager, SuperFrost Plus Menzel, Braunschweig, D

4 Pipettenspitzen, ep T.I.P.S Standard 200ul, 500ul Eppendorf, Hamburg, D

5 Pipettenspitzen (gestopft), SafeSeal 20ul, 100ul Biozym, Hessisch Oldendorf, D
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6 Reaktionsgefale/ Tubes, Eppendorftubes 1,5ml Eppendorf, Hamburg, D

7 Reaktionsgefalie/ Tubes, Safe Seal ReagenzgeféalRe 2ml Sarstedt, Nirnberg, D

8 Reaktionsgefale/ Tubes, PP-PCR-GefaR 0,2ml Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

9 Schraubdeckelgefal

111.2.5 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, insofern nicht anders aufgefihrt, in Analysequalitat oder in Qualitat
fir die molekularbiologische Forschung bezogen und verwendet. Die Lagerung erfolgte bei
Raumtemperatur. Die mit *gekennzeichneten Produkte wurden bei +4°C gelagert.

Nr. | Produkt Hersteller

1 Aqua dest. (steril) Delta Select, Dreieich, D

2 Citrat Sigma, Minchen, D

3 DAB Chromogen * Dako, Hamburg, D

4 Eosin Ldsung, alkoholisch (0,5%) Sigma - Aldrich, Miinchen, D
5 Ethanol, vergillt (>99%) Roth, Karlsruhe, D

6 Ethanol, absolut (>99%) JT Baker, Griesheim, D

7 Hé&malaun, sauer nach Mayer Dako, Glostruo, DEN

8 Methanol Fisher Scientific, Schwerte, D
9 Natriumbicarbonat Merck, Darmstadt, D

10 | Salzsdure (1 mol/l) Merck, Darmstadt, D

11 | Tris (hydroxymethyl) aminomethan (99%+) Acros Organics, Geel, B

12 | Tween (20%) * Serva, Heidelberg, D

13 | Wasserstoffperoxid (30%) Merck, Darmstadt, D

14 | Xylol (>98%) JT Baker, Griesheim, D
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111.2.6 Puffer und Stammldsungen:

Sofern nicht anders gezeichnet, wurden die Puffer und Lésungen bei +4°C gelagert.

111.2.6.1 Puffer

Nr. | Produkt Hersteller

1 BSA (pH 5,2) Serva, Heidelberg, D
2 DAB Substrat Puffer Dako, Hamburg, D
3 PBS - Dulbeco (1x) ohne Ca®* und Mg** Biochrom, Berlin, D

111.2.6.2 Stammlésungen

Zum Ansetzen und Verdinnen von Stammldsungen wurde doppelt deionisiertem Wasser
verwendet. Insofern ein bestimmter pH-Wert angestrebte wurden, wurde dieser mit Hilfe von
Natriumhydroxid (NaOH) bzw. Salzséure (HCI) eingestellt.

Nr. | Artder Losung Inhalt
1 Blocking Solution (10% BSA= Bovine Serum Albumin) 1g BSA ad 10ml PBST
2 Citratpuffer (pH 6,0 £0,2) 2,94¢ Citrat ad 11 H,O

3 0,2% Xylenxyanol

4 Natriumbicarbonat (NaHCO3) ad 500ml H,0
5 Methanol-Wasserstoffperoxid-Ldsung 3% 10ml H,0, (30%) ad 100ml H,O
6 PBST (1%) 500ul Tween ad 500ml PBS

111.2.7 Antik6rper

Alle Antikorper und sekundéaren Konjugate wurden bei +4°C gelagert.
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111.2.7.1 Primare Antikdrper

Antikdrper Ursprungsspezies Spezifitat Verdlnnung Hersteller

a—Pdx 1 Ziege polyklonal 1:100 Santa Cruz, Heidelberg, D
o — Shh Ziege polyklonal 1:50 R&D Sytems

111.2.7.2 Sekundéare Antikorper

Antikorper Konjugat Verdinnung Hersteller

o — Ziege Peroxidase 1:250 Vectastatin, Burlingame, USA

111.2.7.3 Sekundéare Konjugate

Konjugatkomplex Kopplung Verdunnung | Hersteller

Avidin-Biotin Peroxidase 1:40 Vectastatin, Burlingame, USA
Streptavidin-Biotin Peroxidase 11 Zymed, San Francisco, USA
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V. Ergebnisse

Insgesamt konnte das Gewebe von 28 Patienten fiir die Studie untersucht werden, die in der
Klinik far Viszeral-, Thorax- und Gefalchirurgie des Uniklinikums in Marburg an
Gastrinomen operiert worden waren. Die klinischen Daten dieser Patienten koénnen der
Tabelle 7 entnommen werden.

Fur die Untersuchung der Pdx1- und Shh-Expression wurden zwolf Manner und sechszehn
Frauen mit einem mittleren Alter von 49 Jahren (28-73 Jahre) in die Studie aufgenommen.

Bei achtzehn fanden sich sporadische Gastrinome, zehn Patienten hatten im Rahmen einer
nachgewiesenen MEN1-Mutation Gastrinome entwickelt.

AuRerdem zeigte sich eine Altersdiskrepanz zwischen den Patienten mit sporadischen vs.
Gastrinomen bei MEN1. Es zeigte sich, dass die Patienten zum Zeitpunkt des operativen
Eingriffs mit sporadischen Gastrinomen im Durchschnitt dlter waren (52 vs. 45 Jahren, p =
<0,05).

Wie von anderen Autoren schon erwahnt, waren auch in unserer Studie die duodenalen
Gastrinome signifikant kleiner als die pankreatischen (6mm vs. 24 mm, p = <0,05).

Bei 24 von 28 Patienten zeigten sich histopathologisch maligne Gastrinome, die durch

infiltratives Wachstum bzw. Metastasen gekennzeichnet waren.

Tabelle 7 Ergebnisse

Nr. | Alter Geschlecht | MEN | Lokalisatio | Tumor Untersuchtes | Pdx1 | Shh | Follow-up

(Jahren) 1 n GroRe Gewebe IHC IHC | (Monaten)
(mm)

1 57 M Nein Pankreas 33 Primartumor ++ - 97/AWD

2 28 W nein Duodenum 3 Primartumor - ++ 112/NED

3 44 W Nein Pankreas - Leber- + - 132 NED

Metastase

4 54 M Nein Duodenum 10 Primartumor - ++ 165/AWD

5 49 W Nein Duodenum 15 Primartumor - ++ 101/NED

6 33 W Nein Duodenum 8 Primartumor - ++ 236/AWD

7 61 M Nein Unbekannt - LK-Metastase | - ++ 47/AWD

8 59 M Nein Pankreas 43 Priméartumor + - 57/DOD
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- LK-Metastase | + -
9 36 W Nein Unbekannt - LK-Metastase | - + 71/AWD
10 |64 W Nein Pankreas 40 Primértumor ++ - 3/DOD
11 |73 W Nein Pankreas 20 Primértumor + - 88/NED
12 |59 M Nein | Pankreas 10 Primértumor ++ - 15/DURC
13 |70 wW Nein | Duodenum | 4 Primértumor - ++ 153/NED
14 | 43 M Nein | Pankreas - Leber- ++ - 180/AWD
Metastase
15 | 58 W Nein Pankreas - Leber- + - 1/DOD
Metastase
16 | 52 W Nein Duodenum 5 Priméartumor - ++ 58/NED
- LK-Metastase | - ++
17 | 46 w Nein | Duodenum 5 Primértumor - ++ 15/AWD
- LK-Metastase | - ++
18 | 50 W Nein Duodenum 8 Priméartumor - ++ 15/AWD
- LK-Metastase | - ++
19 |59 W Nein Pankreas 22 Priméartumor ++ - 5/NED
20 | 48 M Ja Duodenum 10 Priméartumor - ++ 152/AWD
21 | 49 M Ja Duodenum 3 Priméartumor - ++ 117/AWD
22 |29 M Ja Duodenum 8 Priméartumor - ++ 54/AWD
23 | 46 w Ja Duodenum 3 Priméartumor - ++ 126/AWD
24 | 48 M Ja Duodenum 6 Priméartumor - ++ 56/AWD
25 | 47 M Ja Duodenum 3 Priméartumor - ++ 118/AWD
26 | 45 w Ja Pankreas 25 Priméartumor ++ - 93/AWD
- LK-Metastase | ++ -
27 | 32 W Ja Pankreas 12 Priméartumor + - 160/AWD
28 |50 M Ja Duodenum 6 Priméartumor - + 21/AWD

MENL1: Multiple endokrine Neoplasie Typ 1; LK-Metastase: Lymphknoten Metastase; DOD: Dead of
disease; AWD: Alive with disease; NED: No evidence for disease, DURC: Death of unrelated cause, IHC:

Immunhistochemie, Shh: Sonic hedgehog
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V.1 Pdx1

IV.1.1 Pdx1 in pankreatischen Gastrinomen und ihren Metastasen

Zum Nachweis von Pdx1 in pankreatischen Gastrinomen wurden diese immunhistochemisch
angefarbt und in 2,5-facher, 10-facher und 40-facher VergroRerung unter einem Mikroskop
beurteilt. Dabei konnte in 100% der pankreatischen Gastrinome und ihrer Metastasen Pdx1-

Expression nachgewiesen werden.

o ,‘ Q A'_k

Abbildung 18 Pankreatisches Gastrinom, HE, 10x Abbildung 19 Pankreatisches Gastrinom, HE, 40x

Davon waren 2 Lymphknotenmetastasen und 3 Lebermetastasen. Die Farbung mit Pdx1 war
dreifach positiv (Abb. 20).

Pdx1-positive Tumorzellen zeigten eine typische Féarbung des Zellkerns, wie man sie von
Langerhansschen Inselzellen kennt. Typisch auch das solide bzw. trabekulér-

pseudoglandulére Muster der Tumoren.
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1V.1.2 Pdx1 in duodenalen Gastrinomen und ihren Metastasen

In gleicher Weise wurde mit den Schnitten der duodenalen Gastrinome verfahren. Bei ihnen
konnte bei keiner Farbung eine Pdx1-Expression nachgewiesen werden, wobei die Kontrolle
mit dem normalen Pankreasgewebe stets das korrekte Verfahren bewies. Auch in den
Metastasen der duodenalen Gastrinome (3 Lymphknoten-Metastasen) konnte Pdx1 nicht

immunhistochemisch angefarbt werden.

Abbildung 21 Duodenales Gastrinom (DG), HE, 10x, Abbildung 22 Duodenales Gastrinom (DG), HE, 40x
Typische submukdse Lage im Duodenum (DU)

Abbildung 23 Duodenales Gastrinom, PDX1, 40x, keine
Anfarbung
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1VV.2 Sonic Hedgehog (Shh)

1V.2.1 Sonic Hedgehog in pankreatischen Gastrinomen und deren Metastasen

Ebenfalls mit der ABC-Methode wurden die Schnitte mit Sonic Hedgehog
immunhistochemisch abgefarbt. Dabei konnte Sonic Hedgehog weder in pankreatischen
Gastrinomen noch in deren Metastasen nachgewiesen werden. Bei keinem der pankreatischen

Gastrinome und deren Metastasen konnte eine Shh-Expression mittels Immunhistochemie

nachgewiesen werden.

5 4 g Sy -
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Abbildung 24 Pankreatisches Gastrinom, Shh negativ, 40x

1VV.2.2 Sonic Hedgehog in duodenalen Gastrinomen und deren Metastasen

Anders verhielt es sich bei der Immunhistochemie mit Sonic Hedgehog bei duodenalen
Gastrinomen. Bei ihnen konnte in allen untersuchten Tumoren Shh nachgewiesen werden.
Ebenso fanden wir Shh in 100% der Lymphknotenmetastasen (n=3) und, wie erwartet, in
normaler Darmschleimhaut.

Abbildung 25 Duodenales Gastrinom, Shh, 40x, 3x positive
Anfarbung
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1VV.3 Pdx 1 und Shh in Metastasen eines unbekannten Primarius

Besonderes Interesse bestand in der Farbung der Metastasen eines bislang unbekannten
Primarius. In beiden untersuchten Lymphknotenmetastasen gab es keine Expression von
Pdx1, aber den Nachweis von Shh, so dass die Vermutung nahe liegt, dass es sich dabei um
Metastasen eines duodenalen Gastrinoms handeln muss.

Abbildung 26 Lymphknoten-Metastase (Met) eines Abbildung 27 Lymphknoten-Metastase eines bislang
bislang unklaren Primarius, HE, 10x unklaren Primarius, PDX1, 40x, eindeutig negativ

Abbildung 28 LK-Metastase eines bislang unklaren
Primarius, Shh, 40x, 3x positiv
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1V.4 Follow-up

Die Uberlebenszeit des Patientenkollektivs korrelierte signifikant mit der Expression von
Pdx1 (p= 0.02). Nach einem gemittelten Follow-up von 87 Monaten (1-236) waren sieben
von 28 Patienten (25%), die wegen ZES operiert worden waren, laborchemisch geheilt, wobei

alle von ihnen urspriinglich sporadische Gastrinome gehabt hatten.

Nach einem Mittelwert von 99 Monaten (15-236) lebten von 15 Patienten mit duodenalem
Gastrinom noch 100%. Vier von ihnen gelten als geheilt, 11 lebten mit der Erkrankung. Im
Gegensatz dazu waren 3 von 11 Patienten mit einem pankreatischen Gastrinom nach einem
Median von 75 Monaten (1-180) an Lebermetastasen verstorben, 4 lebten mit der Erkrankung

und 3 galten als geheilt. Ein Patient verstarb unabhéngig von der Erkrankung.
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V. Diskussion

Homeodomain-Transkriptionfaktoren sind sequenzspezifische Bindungsproteine an DNA-
Strangen, die direkten Einfluss auf die embryonale Entwicklung nehmen und das
Zellschicksal bestimmen. Das pancreatic-duodenal homeobox 1-Gen (Pdx1) wurde 1990
erstmals von Miller beschrieben [Miller et al., 1990], kodiert fir einen der frihesten
Transkriptionsfaktoren in der Entwicklung des Pankreas [Offield, 1995] und findet sich auf
Chromosom 13q12 [Juan Ma et al., 2008]. Am Entwicklungstag E9.5 kdnnen bereits Pdx1-
expimierende Zellen in der ventralen und dorsalen Anlage der Pankreasknospe nachgewiesen
werden. An Tag E11.5 findet man auch in Zellen nahe des Ductus pancraticus Pdx1. An Tag
E16.5 beginnen sich die endokrinen PDX1-positiven Zellen als Langerhanssche Inseln zu
gruppieren, die von exokrinem Pankreasgewebe umgeben sind. Nur einen Tag spéater (E17.5)
findet man PDX1-positive Zellen nur noch in den Langerhansschen Inseln [Peshavaria, 1994].
Im Pankreas des erwachsenen Individuums ist Pdx1 hauptséchlich in 3-Zellen nachweisbar,
deren Aufgabe es ist, Insulin und Pankreatisches Polypeptid zu sezernieren [Leonard, 1993;
Miller, 1994]. Versuche mit Knock-out-M&usen haben ergeben, dass ein Ausschalten des
Pdx1-Gens zu unterschiedlichen Zeitpunkten der embryonalen Entwicklung und auch im
erwachsenen Organ zu unterschiedlichen Phénotypen fiihrt, was die auRerordentlich wichtige
Rolle von Pdx 1 beweist. Ein Ausschalten von Pdx1 schon in der Keimbahn von Mausen
fiihrte dazu, dass die Entwicklung des Pankreas schon kurz nach Bildung der Anlage sistierte,
was dazu flihrte, dass die Mause ohne das Organ geboren wurden [Offield, 1995]. Ein Ansatz
von Holland et al. hatte sich 2002 einer hochkomplizierten Methode bedient, die das Pdx1-
Gen mittels eines Tetracyclins nur zeitweise inaktivierte [Holland, 2002]. Damit konnte
gezeigt werden, dass Pdx1 auch noch nach der Bildung der Pankreasknospe unverzichtbar ist,
da offenbar die Differenzierung der Zelllinien zu Insel- und Azinuszellen davon abhéngt.
Cano et al. bewies 2007, dass ein Ausschalten von Pdx1 im erwachsenen Individuum zu
Diabetes mellitus flhrt, Pdx1 also fur die Ausschittung von Insulin aus den 3 -Zellen bendtigt
wird [Cano, 2007].

Im Duodenum sind Pdx1-positive Zellkerne in den Krypten nachweisbar [Miller, 1990]. Im
Gegensatz zu den Nicht-R-Zellen des Pankreas persistiert die Expression von Pdx1 in den
Mukosazellen des Zwolffingerdarm ein Leben lang. Am Entwicklungstag 9.5 wird Pdx1 von
den meisten Zellen des Schleimhautepithels produziert, nicht jedoch von den Zellen der
Adhasionszone. In der spateren Embryonalphase und beim erwachsenen Individuum sind
dann beinahe alle zilientragenden Zellen des Duodenums Pdx1-positiv, wahrend das
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Kryptenepithel negativ ist. Die anderen Schichten der Mukosa sowie der Submukosa, der
Muskularis und der Adventitia exprimieren ebenfalls kein Pdx1. Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass die Expression von Pdx1 im Endoderm wéhrend der Entwicklung des
Verdauungstraktes zwei Entwicklungswege bestimmt, den zur Epithelschicht des Duodenums

und den, aus dem sich das Pankreas formt [Guz, 1995].

Die maximale Gastrinsekretion wéhrend der Entwicklung im Mutterleib wird durch das
Pankreas gewéhrleistet. Im Antrum hingegen l&asst sich beim Foten nur sehr wenig Gastrin
nachweisen. Nach der Geburt féallt das vom Pankreas produzierte Gastrin auf kaum
nachweisbare Konzentrationen, im Gegenzug nimmt die Sekretion von Gastrin aus dem
Antrum rapide zu. Die Sekretion im Duodenum bleibt hingegen wahrend der gesamten Zeit
konstant [Brand, 1988].

Diese Promotion ist nun die erste Studie, die zeigt, dass Pdx1 zwar in pankreatischen, nicht
aber in duodenalen Gastrinomen nachweisbar ist. Nachdem dies klar geworden war, wurde
ein weiterer Marker zur Unterscheidung zwischen duodenalen und pankreatischen
Gastrinomen gesucht und in Sonic Hedgehog (Shh) gefunden, eines der am besten
verstandenen Signalproteine des Hedgehog Signalweges. Bereits 1980 beschrieben Volhard
und Wieschaus ihn bei der Beobachtung der Fruchtfliege Drosophila [Nusslein-Volhard et al.,
1980]. Seitdem ist die tragende Rolle der Hedgehog-Proteine, zu denen auch Indian
Hedgehog (lIhh) und Desert Hedgehog gehdren (Dhh), wahrend der Embryonalphase vom
Tier und vom Menschen mannigfaltig nachgewiesen worden, vor allem in der
Zelldifferenzierung und Organogenese des Gastrointestinaltraktes.  Wahrend seiner
Entwicklung konnte Shh im duodenalen Gewebe nachgewiesen werden, dass zwischen der
dorsalen und ventralen Pankreasanlage liegt und eine Grenze zwischen dem duodenalen und
pankreatischen Gewebe darstellt [Apelqvist et al., 1997; Hebrok et al., 1998]. Es konnte sogar
nachgewiesen werden, dass Sonic Hegdehog (Shh) die Expression von pankreatischen
Markern wie Pdx1 unterdriickt, was im Tierversuch zu einer Umwandlung von
pankreatischem in duodenales Gewebe fiihrte [Kawahira H, 2003]. In der Pankreasanlage
konnte Shh dagegen nicht nachgewiesen werden, war jedoch auch im Duodenum der adultem
Maus noch nachweisbar [Cano et al., 2007; Hebrok et al., 2000]. Dies macht deutlich, dass
durch Shh eine Grenze zwischen pankreatischer und duodenaler Entwicklung gezogen wird.
In dieser Arbeit konnte nun mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden, dass diese

Unterscheidung auch auf duodenale und pankreatische Gastrinome zutrifft, indem alle
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duodenalen Gastrinome Shh-positiv, aber Pdx1-negativ waren, alle pankreatischen

Gastrinome verhielten sich genau umgekehrt.

Sporadische Gastrinome entstammen meist dem Pars descendens des Duodenums und
befinden sich in der Submukosa. Wie bereits erwédhnt handelt es sich hierbei um eine Pdx1-
negative Schicht [Guz, 1995]. Obwohl vorangegangene Studien gezeigt haben, dass
duodenale und pankreatische Gastrinome gleichermaRen maligne sind, wobei 40-70%
metastasieren, und die postoperative rezidivfreie Zeit dhnlich ist [Norton, 1999; Weber,
1995], ist jedoch das biologische Verhalten dieser beiden Tumorentitiaten unterschiedlich.
Waéhrend die meisten duodenalen Gastrinome selbst kleiner als 1 cm sind, werden bei 60 bis
80% der Patienten schon bei Diagnosestellung Lymphknotenmetastasen gefunden. Es scheint
S0 zu sein, dass die Metastasen in den periduodenalen Lymphknoten schneller wachsen als
der Primarius im Duodenum, was erklért, wieso diese eher entdeckt werden als der
Primartumor [Anlauf, 2006].

Nachdem nachgewiesen worden war, dass Gastrin im Pankreas von erwachsenen Individuen
exprimiert wird, konnte auch angenommen werden, dass sich pankreatische Gastrinome nicht
durch Fehler in der Transkription aus ektope Zellen entwickeln, sondern aus bereits
bestehenden organeigenen Zellen und ihrer Translationsmechanismen [Bardram, 1990].
Pankreatische Gastrinome sind mit einem Durchmesser von mehr als 2 cm in der Regel
groler als duodenale. Lymphknotenmetastasen findet man in fast 60 % der Falle bei
Diagnosestellung und pankreatische Gastrinome metastasieren mit 10-20% haufiger in die
Leber [Stabile, 1985]. Die 10-Jahres-Uberlebensrate ist deshalb bei pankreatischen
Gastrinomen mit 57% schlechter als bei Patienten mit duodenalen Gastrinomen (84%)
[Weber, 1995; Yu, 1999; Norton, 2004]. Leider ist die Pathogenese dieser prognostisch
wichtigen Unterschiede bei Gastrinomen auf molekularer Basis bis heute relativ unklar
[Fendrich, 2007]. Laufende Studien zeigen, dass eine gesteigerte Expression von IGF
(insulin-like growth factor) und bzw. oder seinem Rezeptor mit geringeren Heilungschancen,
schnellerem Wachstum und friherer Metastasierung einhergehen [Furukawa, 2005]. In zwei
weiteren Studien von Furukawa et al. wiesen 56% der Gastrinome im X-Chromosom einen
Verlust der Heterozygositat auf (loss of heterozygosity (LOH)), 44% eine LOH auf
Chromosom 1g. Beide Mutationen korrelierten signifikant mit einem aggressiveren

postoperativen Tumorwachstum [Chen, 2003; Chen, 2004].
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Im Patientengut dieser Promotionsarbeit hatten Patienten mit Pdx1-positiven bzw. Shh-
negativen Gastrinomen eine signifikant verminderte Uberlebenszeit im Vergleich mit
Patienten, deren Gastrinome kein Pdx, dafur aber Shh exprimierten (p=0,022). Zwar
bestérken Studien die Hypothese, dass es aggressive und weniger aggressive Gastrinome gibt
[Weber, 1995; Yu, 1999], in der vorliegenden Arbeit ist der signifikante Uberlebensvorteil
aber wahrscheinlich auf das Ursprungsorgan zurtickzufihren. So haben duodenale
Gastrinome eine deutliche bessere Prognose durch spéatere Lebermetastasierung als
pankreatische Gastrinome [Weber, 1995; Yu, 1999]. Ob die Expression von Pdx1 und Shh

dabei eine Rolle spielen, ist bisher nicht untersucht worden.

Bei zwei Patienten mit nachgewiesenem Zollinger-Ellison-Syndrom wurde in der
Viszeralchirurgischen Abteilung des Universitatsklinikums Marburg eine explorative
Laparotomie durchgefuhrt, bei der Lymphknotenmetastasen entfernt, der Primarius jedoch
nicht gefunden werden konnte. Die Lymphknotenmetastasen wurden jeweils in der Néhe des
Prozessus uncinatus und des Ligamentum hepatoduodenale reseziert. Bei beiden Patienten
wurde eine Intraoperativer Ultraschall (IOUS) des Pankreas durchgefiihrt und das Pankreas
durchpalpiert, auBerdem wurde jeweils eine Duodenotomie durchgefuhrt. Dennoch konnte der
Primarius nicht gefunden werden. Selbst erfahrene Chirurgen sind manchmal nicht in der
Lage, das primare Gastrinom intraoperativ zu identifizieren [Anlauf, 2005; Anlauf, 2006;
Fendrich, 2007; Norton, 2003].

Diese Umstande kdénnen sowohl bei sporadischen Gastrinome auftreten als auch bei Patienten
mit Gastrinomen im Rahmen eines MEN-Syndroms. Da es bei einigen Patienten trotz
alleiniger Lymphknotenentfernung zu klinischer und/oder laborchemischer Heilung kam,
wurde die Hypothese aufgeworfen, dass es primare Lymphknoten-Gastrinome gibt (Norton,
2003). Diese Ansicht wurde allerdings relativiert, als bewiesen werden konnte, dass
duodenale Gastrinome mitunter sehr klein sind und leicht tbersehen werden konnen.
Aullerdem konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden, dass auch sehr kleine duodenale

Gastrinome bereits in Lymphknoten metastasieren konnen (Bartsch, 2005; Akerstrom, 2002).

In den Lymphknotenmetastasen unklarer Primarien, die im Rahmen dieser Promotion
untersucht wurden, war Pdx1 nicht nachweisbar, was vermuten l&sst, dass es sich hierbei um
Lymphknotenmetastasen von bislang unentdeckten duodenalen Gastrinomen handelt. Wenn
man davon ausgeht, wird die Tatsache, dass es primédre Lymphknotengastrinome gibt,
unwahrscheinlich. Es ist, wie bei den beiden Patienten, deren Gewebe im Rahmen dieser

Dissertation aufgearbeitet wurde, vermutlich eher so, dass die duodenalen Gastrinome
50



aufgrund ihrer geringen GroRe weder intraoperativ vom Operateur getastet werden, noch vom
Pathologen in der histologischen Aufarbeitung identifiziert werden konnten. Obwohl es eine
wachsende Beweislage fir Mikrogastrinome als die Ursache von periduodenalen
Lymphknotenmetastasen gibt, bleibt die Hypothese der primaren Lymphknotengastrinome
bestehen [Norton, 2003]. Auch heutzutage werden sicher, trotz immer genauer werdender pré-
und intraoperativer Lokalisationsdiagnostik, duodenale Mikrogastrinome bei Patienten mit
Zollinger-Ellison-Syndrom Ubersehen. Bereits von Anlauf et al. wurde 2008 die Hypothese
vertreten, dass nur ein systematisches Aufarbeiten des zu untersuchenden Gewebes das
Identifizieren von duodenalen Mikrogastrinomen ermdéglichen wirde, da die konventionelle
Methode nur das Gastrin-produzierendes Tumorgewebe in Lymphknotenmetastasen und
Gastrin-negative Neuroendokrine Tumoren im Pankreas bei MEN1-Patienten detektieren
kann, nicht aber duodenale Kleinstgastrinome [Anlauf, 2008]. Diese Annahme wird auch
durch ein Paper von Norton et al aus dem Jahre 2003 unterstiitzt. Darin wird eine Studie
beschrieben, in der Patienten beobachtet wurde, bei denen nur die primaren
Lymphknotengastrinome reseziert wurden. 19 von 45 Patienten litten auch postoperativ noch
an den Symptomen eines Zollinger-Ellison-Syndroms. In 5 von 19 Féllen konnte bei einer

Zweitoperation ein duodenales Gastrinom als Primarius sichergestellt werden [Norton, 2003].

Die Ergebnisse dieser Dissertation konnten die Herangehensweise in der Therapie bei
Patienten mit unentdecktem Primarius bei ZES beeinflussen. Wie bereits erwahnt, sind
pankreatische Gastrinome meist groer als 2 cm und damit mit der heute (blichen
Lokalisationsdiagnostik leicht zu identifizieren. Bei duodenalen Gastrinomen ist das haufig
deutlich schwieriger und Lebermetastasen beeinflussen die Uberlebenszeit der Patienten mit
Gastrinomen enorm [Yu, 1999]. Dies fuhrte dazu, dass von einigen Gruppen eine aggressivere
chirurgische Herangehensweise zur Therapie des ZES propagiert wurde, um der Entwicklung
von Metastasen und damit deutlicher Verschlechterung der Prognose vorzubeugen [Bartsch,
2005; Fendrich, 2006; Akerstrom, 2002]. Eine Studie von Norton et al aus dem Jahre 2006
verglich 160 Patienten mit einem Gastrinom, bei denen eine primére Resektion durchgefiihrt
wurde mit 35 Patienten mit identischem Staging, die nicht operiert wurden [Norton, 2006].
Nach einem Beobachtungszeitraum von 12 Jahren waren 41% der primér operierten Patienten
geheilt. Zudem hatten die nicht operierten Patienten signifikant h&ufiger Lebermetastasen
ausgebildet (29% versus 5%; P < 0.001). Die 15-Jahres-Uberlebensrate betrug nach primarer
Operation 98%, nach konservativer medikamentéser Therapie nur 74% (P < 0.001). Diese
Ergebnisse zeigen eindrucksvoll, dass die routinemaRige chirurgische Exploration im Rahmen

eines ZES die Uberlebensrate der Patienten steigert und die Zahl der voranschreitenden
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Erkrankungen reduziert. Bei Patienten mit einem nicht lokalisierten priméren Gastrinom und
Pdx1-negativem Lymphknotenmetastasen konnte eine prophylaktische pyloruserhaltende
Pankreatikoduodenektomie (pylorus-preserving pancreaticoduodenectomy = PPPD) sinnvoll
sein, auch, um Folgeoperationen zu vermeiden. Der Nachteil ist, dass die Auswertung mit
Pdx1 und Shh mindestens einen Tag in Anspruch nimmt, um die immunhistochemische
Farbung zu durchzufihren, so dass ein zweizeitiges Operationsverfahren ausgewéhlt werden

musste.

Imamura et al. berichteten 2005 tber einen Patienten mit MEN1 und ZES, bei dem eine
pankreaserhaltende Duodenektomie durchgefiihrt wurde, da er multiple duodenale
Gastrinome hatte. Diese Methode sollte ggf. haufiger angewendet und im Rahmen einer
Studie evaluiert werden, da sie eine weniger invasive Alternative zur PPPD darstellen kénnte
[Imamura, 2005].

Zusammenfassend konnten die Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation zum ersten
Mal signifikant zeigen, dass nur pankreatische und nicht duodenale Gastrinome Pdx1-positiv
sind, was einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund vermuten lasst. Wéhrend die
Expression von Pdx1 in pankreatischen ihren endokrinen Ursprung von den Inselzellen
belegt, entwickeln sich duodenale Gastrinome offenbar aus Pdx1-negativen Zellen. Vielleicht
ist dies auch der Grund fir ihr unterschiedliches Wachstums- und Metastasierungsverhalten
und damit die unterschiedliche Prognose. Zudem konnte die immunhistochemische Farbung
mit Pdx1 bei Lymphknotenmetastasen eines nicht lokalisiertem Primarius einen Hinweis auf
darauf liefern, ob dieser im Duodenum oder im Pankreas zu finden ist und so die
Operationsmethode beeinflussen. Ein Problem sind sicher die geringen Fallzahlen dieser
Studie, auch wenn das Farbeverhalten bei Gastrinomen hochsignifikant ist. Vielleicht sollte
die Farbung mit héheren Fallzahlen wiederholt werden, was allerdings aufgrund der relativen
Seltenheit der Erkrankung schwierig ist, da dieser Studie mit der NET-Datenbank des
Marburger Universitatsklinikums eine ohnehin schon verhéltnisméalig groBe Anzahl an

Gastrinompatienten zur Verfugung stand.
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V1. Zusammenfassung

V1. 1 Deutsche Version

Gastrinome gehdren zu den neuroendokrinen Tumoren und sind eine sehr seltene Tumorart.
Dies ist sicher in Grund, weshalb Gastrinome zwar schon seit 1955 bekannt und noch immer
nicht ausreichend erforscht sind. lhre Klinik wird als Zollinger-Ellison-Syndrom
zusammengefasst, das sporadisch und im Rahmen einer genetischen Erkrankung, dem MEN1-
Syndrom, auftreten kann. Patienten leiden nicht nur unter Reflux, Ulcera und Diarrhoen, sie
mussen auch die potentielle Metastasierung, die zu 60% stattfindet, fiirchten. Heilen l&sst sich
das ZES nur durch die komplette Resektion der Tumoren, die zu 50 - 70% in der
Duodenalwand und zu 30 — 50% im Pankreas liegen. Leider sind bei Erstdiagnose haufig
bereits Metastasen vorhanden, die den wichtigsten Prognosefaktor darstellen. Bislang war es
nicht moglich, von den Metastasen auf die Lokalisation des Primarius zu schlieRen, was der

AnstoR fur diese Arbeit war.

Fur diese Dissertation stand eine der groRten Datenbanken fir neuroendokrine Tumore zur
Verflgung, die in der Visceral-, Thorax- und Gefalchirurgie der Philipps-Universitat
Marburg seit 1987 gefiihrt wird. Trotz dieser verhaltnismaRig langen Beobachtungsphase
konnten bis August 2008 nur 35 Patienten mit einem Gastrinom in die Datenbank
aufgenommen werden, wobei nur bei 28 von ihnen ausreichend Gewebe zu Studienzwecken
gewonnen werden konnte; davon waren 15 Tumore duodenale Gastrinome, 11 pankreatische
Gastrinome und 2 waren Lymphknotenmetastasen eines unbekannten Primarius. Dies ist eine
sehr kleine Fallzahl verglichen mit anderen Tumorentitdten wie zum Beispiel das

Pankreaskarzinom, macht aber noch einmal die Raritdt von Gastrinomen deutlich.

Die Gewebe der Patienten wurden immunhistochemisch aufgearbeitet und hinsichtlich der
Anfarbbarkeit mit dem Transkriptionsfaktor Pdx1 (Pancreatic and Duodenal homeoboX gene
1) und einem Liganden des Hedgehog Signalwegs, Sonic Hedgehog (Shh), untersucht. Pdx1
ist ein Transkriptionsfaktor, der vor allem in der embryonalen Entwicklung des Pankreas eine
tragende Rolle spielt und auch im adulten Pankreas noch in den Inselzellen nachweisbar ist,
wo er maldgeblich an der Expression von Insulin beteiligt ist. Das PDX1-Gen des Menschen
liegt auf Chromosom 13gl12.1. Shh liegt auf Chromosom 7g36 und gehort mit Indian
Hedgehog (lhh) und Desert Hedgehog (Dhh) zu den drei Liganden des Hedgehog-

Signalwegs, der zu den am besten erforschten Signalwegen des Menschen gehdrt. Er spielt
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eine wichtige Rolle in der Zelldifferenzierung und Organogenese und ein Fehler wird mit der

Entstehung verschiedener Tumore in Zusammenhang gebracht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Pdx1 in 100% aller pankreatischen Gastrinome
und ihrer Metastasen und in keinem duodenalen Gastrinom nachweisbar war. Shh hingegen
war in 100% aller duodenalen und in keinem der pankreatischen Gastrinome zu finden. In
beiden Lymphknotenmetastasen unklarer Primarien konnte Shh nachgewiesen werden, so
dass postuliert werden kann, dass es sich dabei am ehesten um Metastasen eines duodenalen
Gastrinoms gehandelt haben muss.

Wir hoffen, dass dieser Umstand in der Zukunft dazu fihren kann, dass
Lymphknotenmetastasen eines unklaren Primarius sicher einem Ursprungsorgan zugeordnet
werden konnen, was auf die Invasivitat der chirurgischen Therapie einen immensen Einfluss

haben kdnnte.

Ein Problem dieser Arbeit stellt sicher die niedrige Fallzahl dar. Allerdings ist es aufgrund der

Seltenheit der Tumoren sehr schwer, deutlich grof3ere Fallzahlen zusammenzutragen.

V1. 2 Englische Version

Gastrinomas are counted among the neuroendocrine tumors and are quite rare. This is surely
one of the most reasons, why gastrinomas are still not sufficiently researched, although they
are known since 1955. Their clinic is summarized as Zollinger-Ellison-Syndrome (ZES),
which can occur sporadically and as part of a genetic disease, the MENL1 syndrome. Patients
suffer not only from reflux, ulcers and diarrhea; they must also fear metastasis, which occur in
60%. Healing can only be achieved by complete resection of the tumors, which are to 50-70%
in the duodenal wall and to 30-50% in the pancreas. Unfortunately, at diagnosis metastases
often already exist, which are the most important prognostic factor. So far, it was not possible
to conclude from the metastases to the localization of the primaries, what was the impetus for
this work.

For this dissertation one of the largest databases of neuroendocrine tumors was used, which is
collected in the Visceral, Thoracic and Vascular Surgery, Philipps-University Marburg since
1987. Despite this relatively long observation periods to be included in the database until
August 2008, only 35 patients with a gastrinoma has been included, and from only 28 patient

it was possible to obtain enough tissue for study, of which 15 were duodenal gastrinomas, 11
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pancreatic gastrinomas, and 2 patients had lymph node metastases of unknown primaries.
This is a very small number of cases compared with other tumors such as pancreatic cancer,
which underlines the rarity of gastrinomas once again.

The tissues of the patients were processed by immunohistochemistry and were stained with
the transcription factor Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox gene 1) and a ligand of the
Hedgehog signaling pathway, Sonic Hedgehog (Shh). Pdx1 is a transcription factor, which
plays a major role especially in the embryonic development of the pancreas and also in the
adult pancreas, where it is detectable in the islet cells and is involved in the expression of
insulin. The PDX1 gene is located on chromosome 13qg12.1 of human. Shh is located on
chromosome 7936 and is, with Indian Hedgehog (Ihh) and Desert Hedgehog (Dhh), part of
the Hedgehog signaling pathway, which is one of the best understood signaling pathways in
humans. It plays an important role in cell differentiation and organogenesis and is brought
into connection with the development of various tumors.

In this study it could be improved, that Pdx1 was detected in 100% of pancreatic gastrinomas
and their metastases and was not found in any of duodenal gastrinomas. Shh, however, was
found in 100% of all duodenal and not found in any of pancreatic gastrinomas. In both lymph
node metastases of unknown primaries could be detected Shh. This leads to presumption that
they must have been metastases of duodenal gastrinomas.

We hope that in future these findings could help to identify lymph node metastases of an
unknown primary, which could help to decrease the invasiveness of the surgical treatment.
One problem of this dissertation is surely the low number of cases, but, due to the rarity of the

tumor, it would be very difficult to collect much larger number of cases.
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