Aus der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Wolfram T. Knoefel

NUCKS1 als Marker der Aggressivitat im

Pankreaskarzinom

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf

vorgelegt von

Doctor medic Remus-Catalin Bobe

2025



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

gez.:

Dekan/in: Prof. Dr. Nikolaj Klocker

Erstgutachter/in: Prof. Dr. med. Georg Fligen
Zweitgutacher/in: Prof. Dr. med. Christoph Roderburg



Zusammenfassung auf Deutsch

Das Pankreaskarzinom ist als aggressive Tumorentitat trotz intensiver Forschung
und moderner Therapieansatze schlecht behandelbar. NUCKS1 ist ein Protein, das
in nahezu allen Zellen exprimiert wird und eine wichtige Rolle beim Zellwachstum,
Proliferation und der DNA-Reparatur spielt. Vorangegangene Studien haben bereits
vermehrt NUCKS1 in Krebszellen gefunden und mit Aggressivitat, Prognose und
biologischem Verhalten in Verbindung gebracht. Ziel meiner Arbeit war es, die
Expression von NUCKS1 bei duktalen Adenokarzinomen des Pankreas (PDAC) zu
untersuchen, um NUCKS1 als potenziellen Marker zur Einschatzung der Prognose
zu verwenden. Zusatzlich wird der Zusammenhang von NUCKS1 und p53, einem
bereits im PDAC etablierten Marker, untersucht. Zur Kohorte zahlten 192 Patienten,
die eine Pankreasresektion bei PDAC erhalten haben. Immunhistochemisch
untersucht wurden TMAs mit Stanzen aus Tumorzentrum, -peripherie, Lymphknoten
und Normalgewebe des Pankreas. Hierbei fuhrte ich sowohl eine NUCKS1 als auch
eine p53 Farbung durch, um dann die Expression semiquantitativ zu erfassen und
statistisch auszuwerten. In héhergradig aberranten Tumoren (G2 vs. G3) zeigte sich
eine signifikant niedrigere Expression von NUCKS1 mit einem Trend zu einem
kiirzeren Uberleben der ,NUCKS1'9%/G3 Tumoren“ (p=0,051, Log-Rank Test). In
Patienten ohne Metastasen (M0O) wurde signifikant mehr NUCKS1 Expression im
Lymphknoten-Zellkern festgestellt als bei Patienten mit Metastasen (M1). Zusatzlich
fand sich keine Uberexpression von NUCKS1 im Tumorgewebe im Vergleich zum
Normalgewebe des Pankreas. Diese Ergebnisse legen nahe, dass NUCKS1 im
PDAC ein protektiver Faktor sein konnte. Eine niedrige Expression von NUCKS1
zeigt in der vorliegenden Studie im PDAC jedoch keinen signifikanten Einfluss auf
die 5-Jahres-Uberlebensrate. Bei der p53 Expression wurde kein signifikanter
Einfluss auf das Uberleben und die Auspragung der Tumorcharakteristika im PDAC
in unserem Kollektiv gefunden. Allein in Lymphknotenmetastasen zeigte sich eine
inverse Korrelation zwischen NUCKS1 Expression und p53 Expressionsmuster. Bei
aberranter p53 Expression war in Lymphknotenmetastasen haufiger eine hohe
NUCKS1 Expression, was moglicherweise als eine Art
Kompensationsmechanismus zur Aufrechterhaltung der Zellintegritdt gesehen

werden konnte.



Summary in English

The pancreas carcinoma is an aggressive form of cancer that proves to be difficult
to manage despite intensive research. NUCKS1 is a protein present in almost all
human cells and has proven to plays an important role in tumor growth, proliferation
and DNA repair. Past studies have demonstrated increased NUCKS1 presence in
tumor cells and have shown how this correlates with aggressivity, prognosis and
biological behavior. The objective of this study was to examine the expression of
NUCKS1 in ductal adenocarcinomas to show if NUCKS1 can be used as a potential
marker to determine the prognosis. Furthermore, | have examined the relation
between NUCKS1 and p53, an already established marker in PDAC. The patient
cohort is comprised of 192 patients who have undergone a pancreatic resection
because of PDAC. TMAs from the tumor tissue, lymph nodes and normal pancreatic
tissue underwent immunohistochemical staining for NUCKS1 and p53. The
expression was evaluated semiquantitative and the data was statistically evaluated.
Higher grade tumors (G3) have shown a significantly lower expression of NUCKS1
and a tendency to a shorter survival of the group “NUCKS1low/G3 Tumor” (p=0,051,
Log-Rank Test). The patients without metastasis (M0O) have shown a more
significantly higher (more intensive) staining of NUCKS1 in the nucleus of lymph
nodes than patients with metastasis (M1). Moreover, there was no overexpression
of NUCKS1 in tumor tissue in comparison to normal pancreatic tissue. These results
suggest that, in patients with PDAC, NUCKS1 could be a protective factor. A low
expression of NUCKS1 in PDAC cases has shown no significant difference in the 5-
year survival rate. In the analysis of p53 expression there was also no significant
difference in survival nor in tumor features in PDAC in our patient collective.
Regarding lymph node metastasis an inverse correlation was shown between
NUCKS1 and p53 expression. The group that showed an aberrant p53 expression
showed a high NUCKS1 expression in lymph nodes metastasis. This would suggest
that the higher NUCKS1 expression could be an attempt to a compensation

mechanism to preserve cell integrity.
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1 Einleitung

1.1 Pankreas

1.1.1 Anatomie

Die Bauchspeicheldrise, genannt Pankreas (von griech. pan = ,alles”, kreas =
.Fleisch®), ist ein im Oberbauch zwischen Duodenum und Milz gelegenes, sekundar
retroperitoneales, langliches, parenchymatéses Organ. Als Organ mit endokriner
sowie exokriner Funktion erhalt es aus den Asten des Truncus coeliacus (A. hepatica
communis und A. splenica) sowie der A. mesenterica superior seine komplexe
Blutversorgung. Die vendse Drainage erfolgt Uber die V. splenica in die Pfortader.
Innerviert wird das Pankreas sympathisch Uber den Plexus pancreaticus des Plexus

coeliacus und parasympathisch tber den N. vagus (1).

Makroskopisch kann das Pankreas in drei Teile gegliedert werden: Kopf (Caput),
Korper (Corpus) und Schwanz (Cauda). Durch das Pankreas verlauft ein ca. 2 mm
breiter Ausfihrungsgang (Ductus pancreaticus oder Ductus wirsungianus) fur das
exokrine Pankreassekret. Gemeinsam mit dem Gallengang (Ductus choledochus)
mundet er in der Papilla duodeni major in den absteigenden Teil des Zwolffingerdarms
(Pars descendens duodeni) (2). Mitunter gibt es auch einen weiteren Pankreasgang

(Ductus pancreaticus accessorius), der in der Papilla duodeni minor mindet.

Mikroskopisch betrachtet besteht das Pankreas Uberwiegend aus exokrinem, rein
serosem Drusengewebe, welches Verdauungssafte produziert. Unterteilt wird der
exokrine Teil des Pankreas in Lappen (Lobi), diese wiederum in Lappchen (Lobuli).
Ein Lobulus besteht aus Acini mit dazugehdérigen Ausflihrungsgangen, genannt
Schaltsticken. In den Acinuszellen werden Vorstufen der Verdauungsenzyme
produziert, Uber Schaltsticke zunachst in intralobulare, dann in interlobulare
Ausfihrgange und schlie3lich in den Ductus pancreaticus gegeben. In sogenannten
Pankreas-Sternzellen findet in ruhendem Zustand die Speicherung von Fett und
Vitamin A statt. In aktivem Zustand wird unter anderem Bindegewebe gebildet.
Beispielweise im Rahmen einer chronischen Pankreatitis, aber auch bei maligner
Transformation, kommt es hier zu einer GUbermafigen Bildung von Bindegewebe und
schlieBlich zur Organfibrose. Durch Bindegewebssepten im Organ verlaufen
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Ausfuhrgange mit Sekretion von Mucinen und Hormonen, Blut- und Lymphgefalie

sowie vegetative Nerven (3).

Ein geringerer Anteil, etwa 2% des Pankreasgewebes, ist endokrines Drisengewebe,
auch Inselorgan genannt. Hier werden in inselartig angesammelten endokrinen Zellen
verschiedene Hormone produziert. Die hochste Dichte an endokrinen Zellen befindet
sich im Pankreasschwanz. Vier verschiedene Zellarten verteilen sich innerhalb der
Inseln unterschiedlich, pro Insel mehrere Tausend Zellen. A-Zellen befinden sich
ebenso wie D-Zellen haufig in der Inselperipherie, wahrend B-Zellen meist gruppiert
innerhalb der Insel relativ gleichmaRig verteilt sind. Auch sogenannte PP-Zellen sind

gleichmalig in der Insel verteilt (3).
1.1.2 Physiologie

Als sowohl endokrines als auch exokrines Organ spielt das Pankreas eine zentrale
Rolle bei der AufschlieBung von Nahrungsbestandteilen und der Regulation des
Blutzuckerspiegels. Taglich werden je nach Nahrungszufuhr etwa 2 | Pankreassekret
in das Duodenum sekretiert. Die Sekretionsrate und die Zusammensetzung des

Sekretes sind dabei abhangig von verschiedenen Verdauungsphasen (3).

Wasser, Natrium, Kalium, Chlorid und Bikarbonat sind die wichtigsten anorganischen
Komponenten des Pankreassekretes und werden von sogenannten zentroazinaren
Zellen sekretiert. Durch Bikarbonat wird der ph-Wert des Pankreassekretes
angehoben und saurer Mageninhalt  neutralisiert.  Dadurch  kdnnen

Verdauungsenzyme nachfolgend im Darmlumen optimal arbeiten (4).

Duktale Zellen des Pankreas sind fur den Austausch von Bicarbonat und Chloridionen
sowie fur die Sekretion von Elektrolyten und Wasser zustandig. Den aktiv sezernierten

Salzen folgt Wasser dann sekundar.

Fur die Synthese und Sekretion von Verdauungsenzymen, die 90% der Proteine des
Pankreassekretes ausmachen, sind Azinuszellen des exokrinen Pankreas zustandig.
Azinuszellen produzieren inaktive Vorstufen proteolytischer Enzyme. Hier ist
insbesondere das Enzym Trypsin zu nennen, dessen Vorstufe Trypsinogen erst am
Blrstenepithel des Darms durch das dort vorhandene Enzym Enteropeptidase zu
aktivem Trypsin gespalten wird. Trpysin selbst kann ebenfalls andere Proenzyme,
darunter auch Trypsinogen, in ihre aktive Form umwandeln (5,6).
2



Andere wichtige Enzyme des Pankreas sind beispielweise Chymotryosin und Protease
E als Endopeptidasen, die Peptidverbindungen in Proteinen spalten. Alpha-Amylasen

sind fUr die Spaltung glykosidischer Bindungen verantwortlich.

FUr die Fettverdauung sezerniert das Pankreas vor allem Lipase, Phospholipase A und

Cholesterinerstasen.

Reguliert wird die Sekretion von exokrinem Pankreassekret nerval, beispielweise in
der sogenannten kephalen und gastralen Verdauungsphase parasympathisch Uber
den N. Vagus, und auch hormonell. Neben einer nervalen Stimulation kommt es
beispielweise in der intestinalen Verdauungsphase im Duodenum zu einer Sekretion
von Sekretin aus sogenannten S-Zellen des Duodenums und Jejunums. Sekretin
wiederrum stimuliert die Sekretion von Bicarbonat in den zentroazinaren Zellen des
Pankreas. Ein weiterer wichtiger humoraler Mediator fir Verdauungsenzyme ist

Cholezystokinin (CKK), welches im oberen Dinndarm gebildet wird (6).

Die endokrinen Zellen des Pankreas sind wichtig fir den Kohlenhydratstoffwechsel.
Hierbei sind a-Zellen fur die Synthese von Glukagon, p-Zellen fur die Synthese von
Insulin, 5-Zellen fur die Synthese von Somatostatin und F-Zellen fur die Synthese von

pankreatischem Polypeptid (PP) zustandig (7).

Insgesamt gibt es eine Vielzahlt von gastrointestinalen Peptiden, die in Magen, Darm,
Osophagus, Pankreas und auch im Fettgewebe gebildet werden und Einfluss auf die

komplexe exokrine und endokrine Funktion des Pankreas haben (4).

1.2 Erkrankungen des Pankreas

1.2.1 Akute Pankreatitis

Eine Entzindung der Bauchspeicheldrise wird als Pankreatitis bezeichnet. Bei einer
akuten Pankreatitis kommt es durch eine fehlgeleitete Enzymaktivierung im Pankreas
selbst zu einer Selbstverdauung des Organs. Ursachlich fur eine Pankreatitis sind
beispielweise Ubermaldiger Alkoholkonsum, obstruierende Gallensteine, Infektionen,
Komplikationen nach Bauchoperationen oder endoskopischen Eingriffen sowie

Autoimmunprozesse (8).



Klinisch beklagen Patienten typischerweise starke, meist gurtelformig ausstrahlende
Schmerzen, Ubelkeit und ein prall-elastisches Abdomen. Flissigkeitsgefiillte
Kammern, sogenannte gutartige Pseudozysten, konnen sich im Pankreasgewebe
entwickeln und wieder spontan zurlckbilden, aber auch superinfizieren. Zu
lebensbedrohlichen Komplikationen kommt es auch durch ein Ubergreifen der
Entzindung auf benachbarte Strukturen, Gewebeschaden mit Blutungen,
Dehydrierierung und Multiorganversagen durch ein systemisches, inflammatorisches
Response-Syndrom (SIRS) (9).

1.2.2 Chronische Pankreatitis

Als chronische Pankreatitis bezeichnet man eine lang bestehende Entzindung der
Bauchspeicheldriise, die zu einem irreversiblen Verlust der Struktur und dem Ausfall
von exokriner und endokriner Funktion fuhrt. Bei der sogenannten exokrinen
Pankreasinsuffizienz kommt es zu einer gestorten Aufspaltung von Nahrung
(=Maldigestion) mit nachfolgendem Gewichtsverlust, Blahungen, Durchfall und
Fettstuhl (10).

Durch einen Verlust der Inselzellen ist das Hormon Insulin vermindert und es kommt

zu diabetischen Stoffwechselzustanden (11).

Die haufigsten Ursachen einer chronischen Pankreatitis sind Alkoholmissbrauch und

Tabakkonsum sowie obstruierende Gallensteine (10).

1.2.3 Pankreaskarzinom
1.2.3.1 Basisinformation und Pathogenese

Neben den gutartigen Tumoren wie Zystadenomen und muzindsen Zystomen des

exokrinen Pankreasgewebe finden sich haufiger die malignen Tumoren.

Das Pankreaskarzinom ist der haufigste Tumor des Pankreas, in etwa drei Viertel der
Falle im Pankreaskopf gelegen. 20% der Pankreaskarzinome finden sich im mittleren
Anteil und 5% im Pankreasschwanz (12). Duktale Adenokarzinome stellen mit 85-90%
die weitaus haufigste Entitdt der malignen epithelialen Tumoren des exokrinen
Pankreas dar (13).



Klassifiziert werden Pankreaskarzinome meist basierend auf ihrer Histologie und
Lokalisation anhand der TNM-(Tumor-Nodus-Metastasen-) Klassifikation der Union
International Contre Cancer UICC (Tabelle 1-4) (12). Zusatzlich gibt das sogenannte

Grading (G) eine Einstufung der Differenzierung der Tumorzellen (Tabelle 5).

T Klassifikation

Primarius nicht

Tx beurteilbar
T0 Kein Anhalt fUr Primarius
TiS Carcinoma in Situ/PanIN
Tumor <2 cm in groBter
Ausdehnung,
limitiert auf dem
T1 Pankreas
Tumor begrenzt auf
Pankreas,
mehr als 2 cm in groBter
T2 Ausdehnung

Tumor breitet sich
jenseits des Pankreas
aus,

jedoch fehlende
Infiltration des Truncus
coeliacus oder der

T3 A.mesenterica superior
Infiltration des Truncus
coeliacus
oder A.mesenterica

T4 superior

Tabelle 1 - T Klassifikation

N Klassifikation

Regionare Lymphknoten

Nx nicht zu beurteilen
Regionare Lymphknoten
NO ohne Metastasen

Anwesenheit regionarer

N1 Lymphknotenmetastasen
Tabelle 2 - N Klassifikation



M Klassifikation
Fernmetastasen nicht zu

Mx beurteilen
Abwesenheit von

MO Fernmetastasen
Anwesenheit von

M1 Fernmetastasen

Tabelle 3 - M Klassifikation

UICC Stadium

Stadium 0 Tis, NO, MO

Stadium IA T1, NO, MO

Stadium IB T2, NO, MO

Stadium IIA T3, N0, MO

Stadium IIB T1-3,N1, MO
T1-3,N2, MO

Stadium Il T4, jedes N, MO

Stadium IV jedesT, jedes N, M1

Tabelle 4 - UICC 8. Ausgabe

Tumor Grading

G1 gut differenzierte Zellen
maBig differenzierte
G2 Zellen
schlecht differenzierte
G3 Zellen
G4 undifferenzierte Zellen

Tabelle 5 - Tumor Grading

Kennzeichnend fur Pankreaskarzinome sind ein aggressives Wachstum, frihe

Metastasierung und ein schlechtes Therapieansprechen.

1.2.3.2 Haufigkeit

Das Pankreaskarzinom ist der haufigste maligne Tumor des Pankreas.

Etwa 20.230 Menschen erkrankten im Jahr 2020 in Deutschland an einem
Pankreaskarzinom und fast ebenso viele Personen starben aufgrund der schlechten
Prognose. Das Pankreaskarzinom ist die vierthaufigste Krebs-Todesursache mit ca. 9
Prozent bei Frauen bzw. 7,5 Prozent bei Mannern. Fur Frauen liegt das mittlere
Erkrankungsalter bei 76 Jahren und fir Manner bei 72 Jahren (14).
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1.2.3.3 Pathogenese

Die Entartung einer ,normalen” zu einer malignen Pankreaszelle ist ein schrittweiser
Prozess, getrieben von der Akkumulation von genetischen und epigenetischen
Veranderungen. Haufig entstehen zunachst nicht invasive, nicht maligne Vorstufen,

sogenannte Prakanzerosen.

Die haufigsten prakanzerosen Vorstufen des Pankreaskarzinoms stellen die
pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN), die intraduktale papillare muzindse
Neoplasie (IPMN) und die muzinds zystische Neoplasie dar, die sich anhand ihrer

histomorphologischen Architektur unterscheiden (15).

Haufig finden sich in den Tumorzellen durch Mutation inaktivierte Gene flr
Wachstumsregulation und Tumorunterdriickung, beispielweise HER2/neu, KRAS,
p16, p53 oder DPC4 (13,16).

1.2.3.4 Risikofaktoren

Als wichtigster Risikofaktur fur das Pankreaskarzinom gilt die chronische Pankreatitis.
Andere erworbene Risikofaktoren sind Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen,
Ubergewicht, Vitamin-D-Mangel als auch fettreiche Erndhrung. Als angeborene
Risiken werden Dbeispielweise zystische Fibrose oder die kongenitale

Autoimmunpankreatitis genannt (12,16).

Daneben existiert eine Reihe genetischer Krankheitsbilder und familiarer Belastungen,
die das Risiko erhohen, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken. lhnen gemeinsam
ist eine gestorte Regulation der Zellproliferation, DNA-Reparatur oder Hemmung des
Zellzyklus. Hierzu gehort beispielweise das hereditare Mamma- und Ovarialkarzinom
mit Keimbahnmutationen im BRCA1-, BRCA2- oder PALB2-Gen, die hereditare
Pankreatitis mit Keimbahnmutation im PRSS1- oder SPINK1-Gen oder das Peutz-
Jeghers-Syndrom mit Keimbahnmutationen im STK11-Gen (17-19). Ebenfalls ein
erhohtes Risiko fur das Auftreten eines Pankreaskarzinoms besteht bei Familien mit
mindestens zwei Verwandten ersten Grades mit Pankreaskarzinom (familiares

Pankreaskarzinom (FPC) und FAMMM (familiares atypisches multiples Muttermal- und
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Melanom-Syndrom) oder FAMMMPC - Syndrom (familiares atypisches multiples
Muttermal- und Melanom - Pankreaskarzinom - Syndrom) mit Keimbahnmutationen im
CDKNZ2A-Gen (20). Hierin zeigt sich schon die Signifikanz dieser zellschitzenden

Mechanismen in der Onkogenese des Pankreaskarzinom.

1.2.4 Sonstige Pankreastumore

In der Bauchspeicheldrise kdnnen sich viele verschiedene sowohl gutartige als auch

bosartige Tumore bilden.

Die meisten zystischen Tumoren des Pankreas sind benigne, wobei teilweise ein
hohes Potential flr eine Entartung zu einem bdsartigen Tumor vorliegen kann. Neben
serosen und muzindsen Zystadenomen finden sich beispielweise haufig intraduktale
papillar muzinése Neoplasien (IPMN), die sich in Haupt- oder Nebengangen des
Pankreas bilden (21).

Endokrine Tumore des Pankreas sind in ihrem biologischen Verhalten sehr variabel.
Etwa die Halfte aller endokriner Pankreastumore sezerniert letztlich Hormone und
diese werden hierdurch symptomatisch, wahrend hormon-inaktive Tumore meist

zufallig diagnostiziert werden (22).

Durch die vermehrte Sekretion eines Insulinoms kann es zu wiederkehrenden
Unterzuckerungen kommen (23). Gastrinome kénnen durch die Gastrinproduktion zu
einer Hypersekretion von Magensaure flihren und damit aggressive Ulzera
hervorrufen. Wahrend Gastrinome, die sich auch im Dunndarm finden kdnnen, in der

Regel bosartig sind, metastasieren Insulinome deutlich seltener (24).

1.3 NUCKS1

Nuclear, casein kinase and cyclin-dependent kinase substrate 1 (NUCKS1) ist ein
Protein, welches aus dem menschlichen Chromosom 1g32.1 in nahezu allen
menschlichen Zelltypen exprimiert wird, insbesondere in Gehirn, Schilddrise und
Skelettmuskel (25,26). Studien mit Mausen zeigten in der Embryonalentwicklung
zunachst eine Zunahme von NUCKS1 mRNA, dann eine Abnahme von NUCKS1
mMmRNA in den untersuchten Gewebezellen aufl’er in neuronalen Zellen und

Skellettmuskulatur, wo sich weiterhin eine hohe Expression zeigte (26,27). NUCKS1



ist insbesondere im Zellkern lokalisiert, doch einige Studien fanden vermehrt in
Krebszellen NUCKS1 im Zytoplasma (26,27).

NUCKS1 spielt hierbei eine signifikante Rolle bei der Regulation von Replikation,
Transkription und Kondensation von Chromatin. Verschiedene Kinasen wie Casein
kinase Il (CK2), Cyclin-dependent Kinase (CdK) und DNA aktivierte Protein Kinase
konnen NUCKS1 phosphorylieren. NUCKS1 kann prinzipiell in allen Phasen des
Zellzyklus phosphoryliert werden und die mitose-spezifische Phosphorylierung von
Threonine-Residuen ubernehmen. Diese wiederum spielen eine wichtige Rolle beim
Zellwachstum, Proliferation und DNA-Reparatur (26,28). In-vitro Versuche deuten
darauf hin, dass NUCKS1 als Substrat fir sogenannte second messenger-activated

Kinasen fungieren kann (28).

Vorangegangene Arbeiten zeigen, dass die durch DNA-Schaden induzierte p53-
Antwort zu einer Verminderung von NUCKS1, sowie zum Stillstand des Zellzyklus
fuhren kann. Einige Krebszellen kénnen in diesen Mechanismus eingreifen und u.a.
die Menge an NUCKS1 durch eine p53 Mutation erhéhen und so trotz DNA-Schaden

und fehlenden Mitogenen weiterhin Zellproliferation betreiben (29).

Die vielfaltigen Funktionen von NUCKS1 legen nahe, dass NUCKS1 als wichtiger
Biomarker fiir verschiedene metabolische Krankheiten und Krebsarten, als auch als

Angriffspunkt in neuartigen Therapien genutzt werden kénnte (30).

Auch viele andere Krankheiten wie Morbus Parkinson, idiopathische Skoliose und
bipolare Stérungen werden mit NUCKS1-Alterationen in Verbindung gebracht. Ebenso
zeigen vorangegangene Studien eine Uberexpression von NUCKS1 in vielen
Tumoren, wie dem kolorektalen Karzinom, Lungenkrebs, oder

Endometriumkarzinomen (30,31).

Eine neuere Studie von Xianfeng et al. zeigt eine Uberexpression von NUCKS1 in
Gewebe von hepatozelluldren Karzinomen und sogar ein langeres Uberleben von
HCC-Patienten mit niedriger NUCKS1 Expression, sodass die Expression als

potentieller prognostischer Marker genutzt werden konnte (32).

1.4 p53

Das Tumorsuppressor-Protein p53, auch ,Wachter des Genoms* genannt, spielt eine

entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung von Zellintegritat und der Verhinderung
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von Krebs. Kodiert vom TP53-Gen ist es in fast allen menschlichen Zelltypen
vorhanden und wird aktiviert, wenn Zellen Stress oder Schaden, zum Beispiel durch
Strahlen, Chemikalien oder Umweltfaktoren erfahren. In Folge aktiviert p53 die
Expression von Genen, die fur die DNA-Reparatur verantwortlich sind. Nicht nur die
Behebung von Schaden, sondern die Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitat der
Zelle ist hierbei Ziel. Sind die DNA-Schaden allerdings zu gravierend und irreparabel,
so kann p53 eine Apoptose auslosen. Dieser programmierte Zelltod ist wichtig, damit
beschadigte Zellen nicht weiter wachsen und sich teilen, was potentiell zu genetischen

Mutationen und Krebs fuhren kann (33).

Verschiedene Faktoren kdénnen die komplexe Regulation von p53 beeinflussen und
somit zu einer Funktionsstérung von p53 fihren, beispielweise eine Mutation im TP53-
Gen. Ein mdgliches Resultat ware eine erhohte Anfalligkeit flr Krebs. Dies kann sich
durch einen kompletten Verlust des p53 Proteins, aber auch durch eine
Funktionseinschrankung mit konsekutiver Uberexpression des defekten Proteins,

ausdrucken.

Eine Studie von Liebl et al. zeigt, dass in bis zu 43% der untersuchten kolorektalen
Karzinome eine Mutation von TP53 vorliegt und auch in den Ubrigen Tumoren p53

oftmals eine Fehlfunktion aufweist (33).

Auch beim Pankreaskarzinom wurden bereits verschiedene p53-Mutationen
identifiziert, die zu einer Fehlfunktion oder dem Verlust von p53 fuhren kdénnen und
somit die Tumorsuppressor-Funktionen von p53 nicht mehr ausgetbt werden kdnnen
(34,35).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund seiner Aggressivitat und seiner schlechten Prognose ist das
Pankreaskarzinom trotz etablierter chirurgischer und konservativer Therapien eine
Herausforderung fir Arzt und Patient.

Umso wichtiger ist es, bessere Behandlungs- und Diagnosemoglichkeiten zu
entwickeln. Die Bedeutung von NUCKS1 und p53 beim Pankreaskarzinom ist hierbei
ein wichtiger Ansatzpunkt fir die weitere Erforschung von Immuntherapien und

personalisierter Medizin. Ob NUCKS1 im Pankreaskarzinom Uber- oder
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unterexprimiert ist und womoglich als prognostischer Marker genutzt werden kann, ist

bisher noch nicht ausreichend erforscht.

Ziel der vorliegenden Arbeit soll es sein, die Expression von NUCKS1 und p53 in
Gewebeproben von Patienten mit duktalen Adenokarzinomen des Pankreas (PDAC)
immunhistochemisch in verschiedenen Tumorkompartimenten und Lymphknoten zu
untersuchen und einen Zusammenhang zu klinischen Variablen und Uberlebensdaten
zu prufen. Hierbei ist die Hypothese, dass NUCKS1 in fortgeschrittenen PDAC
Uberexprimiert ist und NUCKS1, basierend auf Arbeiten in anderen Entitaten, als
Marker fiir ein schlechteres Uberleben dienen konnte. Des Weiteren wird die

Korrelation von NUCKS1 und p53, einem schon etablierten Marker, untersucht.
1.7 Ethikvotum

Ein Ethikantrag mit der Studiennummer 4664 zur Verwendung von FFPE-Gewebe und
klinischen Daten zur Erstellung und Auswertung von TMAs liegt vor und wurde von der

Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat am 09. Mai 2014 genehmigt.

2 Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv

Zum Kollektiv zahlen 240 Patienten, die zwischen September 2003 und Januar 2017
in der Universitatsklinik Dusseldorf eine radikale partielle oder totale Pankreatektomie
auf Grund eines PDAC erhalten haben. Zu den Ausschlusskriterien zahlen eine
postoperative 20-Tage-Mortalitat, Tumore, die histologisch nicht einem duktalen
Adenokarzinom des Pankreas entsprachen, fehlendes Follow-Up und unzureichendes
Probematerial. Als unzureichendes Probematerial galten hierbei kompletter Verlust
von Gewebe sowie Verlust von maximal 2 von insgesamt 3 Tumorstanzen auf den
untersuchten Tissue Micro Arrays (TMA). Folglich konnten die Gewebeproben von 192

Patienten verwendet werden.

Die Tumorklassifikation erfolgte anhand der 8. Ausgabe der UICC TNM-Klassifikation.
Dazu wurden aus den originalen pathologischen Berichten retrospektiv Informationen
zur GroRe des Tumors, zur Invasion umliegender Gefalde, Lymphknoten,
Differenzierungsgrad und Fernmetastasen entnommen. Weiterhin erfolgte die

Uberpriifung klinischer Daten mit Patientenalter, Geschlecht, Gesamtiiberleben und
11



Ergebnissen von Folgeuntersuchungen. Fur die Ermittlung des Gesamtuberlebens

(Overall Survival) wurden die Daten der Patienten im Rahmen der klinischen

Qualitatskontrolle regelmafig in den Einwohnermeldeamtern abgefragt.

2.2 Laborgerate, Chemikalien und Einmalartikel

Mikropipetten
Pipetboy

Glass-/ Plastikwaren

Antibody Diluent

Aqua dest.

DAB Substrate Kit High Contrast
DPBS

Ethanol

Liquid Blocker Super Pap Pen
Mayers Hamalaun
PBS-Tabletten

Tween 20

Xylol

DAB-Substrat

Retrieval Solution

Counterstain 1
Bluing Reagent
Bloxall

ABC-Kit

Corbit (Corbit-Balsam)
Fettstift

Pankreas Carcinom FFPE-Gewebe
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Eppendorf
Integra Biosciences

Firma Costar, Falcon, Starlab,

Eppendorf

Zytomed Systems

Gibco

Zytomed Systems

Gibco

VWR Chemicals

MBT Brand

Merck

MBT Brand

Gibco

Merck

Finf Tropfen DAB Chromogen in eine
Flasche DAB-Substrat

10 mM Natrium-Citrat-Puffer (3 mg
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat auf 11 Aqua
dest.)

Firma Vector

SczTek Laboratories

Vector Laboratories

(biotinyliert, Firma Vector, Vectastain
Elite ABC-Kit, #PK4001) anti-rabbit
Hecht, Kiel-Hassee. Eukitt®

Super Pap Pen Mini

3um, 20 min, 70°C, dann 2h 56°C



NUCKS1 #HPA 062351 Sigma, rabbit (-20°C)
Nuclear Casein Kinase, Verdinnung
1:300.

2.3 Tissue Microarray (TMA)

In der vorliegenden Arbeit wurden Schnitte von zuvor in der Klinik fur Allgemein-,
Viszeral- und Kinderchirurgie erstellten TMAs des hier behandelten PDAC-Kollektivs
verwendet. Hierzu wurden nach mikroskopischer  Markierung von
Tumorkompartimenten, Lymphknoten und Normalgewebe gezielt Stanzen aus den
jeweiligen Bereichen der FFPE-Blocke enthommen. Die FFPE-Gewebeproben wurden
vom Institut fur Pathologie der Universitatsklinik Disseldorf zur Verfugung gestellt. Fur
die Tissue Microarrays wurden, sofern verfligbar, drei reprasentative Gewebestanzen
des Primartumors entnommen, wovon zwei aus dem Tumorzentrum und eine aus der
Tumorperipherie stammt. Zwei Stanzen wurden aus Lymphknoten-Metastasen
entnommen (soweit vorhanden) und eine Stanze aus tumorfreiem, normalem
Pankreasgewebe. Folglich lassen sich jedem Patienten bis zu sechs Stanzzylinder von
1,0 mm Durchmesser zuordnen. Die Stanzzylinder wurden mit 0,5 mm Abstand in neue
Paraffinblocke gebettet, die dann mit einer Dicke von 3 um fur das Tissue Microarray

geschnitten wurden.

2.4 P53-Farbung

2.4.1 Antikorper

Zur Durchfluihrung der p53 Farbung wurde p53 Klon DO-1/mouse Antikérper (LOT-
Nummer 2920413), Konzentration 1:200, von der Firma Calbiochem zur Durchfiihrung

einer Immunhistochemischen (IHC) Farbung verwendet.

2.4.2 Farbeprotokoll

Zur Durchfuhrung der p53 Farbung wurde das folgende Protokoll verwendet. Die

Schnitte wurden zuerst zwecks Entparaffinierung auf 72 °C erhitzt. Danach erfolgte
13



eine Hitzevorbehandlung mittels ULTRA Conditioner auf 95°C fur 8 Minuten. Hiernach
erfolgten weitere ,Cell Conditioner Nr.1“ Sequenzen fur jeweils 20, 36, 52 und 64
Minuten. Die Objekttrager wurden auf 37°C Temperatur gebracht und 4 Minuten
inkubiert. Hiernach erfolgte die Auftragung des Antikorpers (1 Tropfen von ,PREP KIT
64“), danach wurde LCS (,Liquid Coverslip“) aufgetragen und eine Inkubation fur 28
Minuten durchgefihrt. Es erfolgte eine Gegenfarbung mit 1 Tropfen ,Counterstain® fur
4 Minuten nach einer erneuten Auftragung von LCS. Zum Schluss wurde eine
Gegenfarbung durchgefuhrt. Diese erfolgte mittels 1 Tropfen ,Bluing Reagent® und

erneute Auftragung von LCS mit einer 4 Minuten Inkubation.
2.4.3 Auswertung der p53 Farbung

Mithilfe der Mikroskop-Software Leica Aperio Imagescope (Firma Leica, Deutschland,
Version 12.4.0) wurden die mikroskopischen Bilder bei 400-facher VergroRerung
aufgenommen. Die Interpretation erfolgte durch zwei verblindete und unabhangige
Untersucher: Dr. med. L. Haberle, Oberarztin des Instituts fir Pathologie, und Doctor
Medic R.C. Bobe, Facharzt fur Viszeralchirurgie, beide zu dem Zeitpunkt am
Universitatsklinikum Dusseldorf tatig. Nach Abschluss der Auswertungen wurden die
Diskrepanzen gemeinsam besprochen und die Resultate dokumentiert. Die
Patientenkohorte wurde nach p53 Farbung in zwei Gruppen geteilt. Eine Gruppe wies
eine normale Expression (zwischen 1% und 75% positive Farbung) (n=81), die andere
Gruppe eine aberrante Expression von p53 auf (entweder Uberexpression mit mehr
als 75% positiv gefarbten Kernen oder kompletter Verlust mit unter 1% positiver
Farbung) (n=111) (Abbildung 1).

Abbildung 1 - p53 Férbung: Normale Expression (A), Uberexpression (B), kompletter Verlust (C)
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2.5 NUCKS1-Farbung

2.5.1 Antikorper

Fur die Farbungen des Gewebes wurde der Primarantikbrper NUCKS1 (Firma Sigma-
Aldrich; Anti-NUCKS1; Produktnummer: HPA062351; LOT-Nummer R86908) in der

Verdunnung 1:300 verwendet.

2.5.2 Farbeprotokoll

Die Gewebeschnitte (3 um) wurden 20 Minuten lang bei 70°C, dann 2 Stunden lang
bei 56°C inkubiert. Es erfolgte eine Entparaffinierung mittels Xylol (dreimal fur 10
Minuten), anschlieBend eine Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholreihe
(Ethanollésung 99,5% fur zweimal 5 Minuten, 96% fir zweimal 5 Minuten, 80% fur
zweimal 5 Minuten, 70% fur einmal 5 Minuten). AbschlieRend wurden die Proben fir 5

Minuten in destilliertem Wasser rehydriert.

Bei 770 Watt und 96°C in der Mikrowelle wurden die Proben zunachst in Antigen-
Retrieval (10 mM Natrium-Citrat di Hydrat, pH6) mit 0,05% Tween 20 erhitzt und im
Retrieval wieder auf 21°C abgekuhlt. Mit einem Fettstift (Super Pap Pen Mini) wurde
das Gewebematerial umrandet. Dreimal wurden die Gewebeproben fir 3 Minuten in
PBS gewaschen. Es folgte eine Blockierung bei Raumtemperatur fur eine Stunde (10%
normal goat serum in 5% BSA). Um die endogene Peroxidase zu inhibieren, wurden
die Schnitte 10 Minuten lang bei Raumtemperatur in Bloxall inkubiert. Nach einem
kurzen Eintauchen in PBS wurden die Schnitte mit dem Primarantikérper NUCKS1 flr
12h bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert (Ansatz 300ul: 1pl AK + 299ul PBS).

Am Folgetag wurden die Schnitte dreimal fur 3 Minuten in PBS gewaschen.
Anschlielend wurde flr eine Stunde bei Raumtemperatur mit 10% normal Goat Serum
in 5% BSA behandelt. Fir eine Stunde erfolgte eine Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper aus dem ABC-Kit (biotinyliert, Firma Vector, Vectastain Elite ABC-
Kit, PK4001) mit dem Ansatz 500ul: 2,5u1 AK + 497,5ul PBS. Nach 25 Minuten
Inkubation folgte das ABC-Reagenz (1ml: 1 Tropfen A + 1 Tropfen B + 1ml PBS). Die
Schnitte wurden danach einmalig fur 3 Minuten erneut mit PBS gewaschen. Es folgte

eine Inkubation bei Raumtemperatur mit ABC-Reagenz fur 30 Minuten, danach erneut
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fur 3 Minute eine Waschung mit PBS. Weiterhin wurden die Schnitte fur 10min bei
Raumtemperatur im Dunkeln mit DAB inkubiert (#K3468 Dako; 1ml Substratpuffer 1,5
Tropfen DAB-Chromogen). Es folgten zwei Waschvorgange, davon einmal mit
Leitungswasser fur 3 Minuten und einmal 3 Minuten mit PBS. Die Gegenfarbung wurde
mittels Meyers Hamalaun 2 Minuten durchgefuhrt. Am Ende wurden die Praparate fur

5 Minuten in Leitungswasser gespult.

Zum Schluss wurden die Schnitte entwassert und eingedeckelt mittels folgender

Standardprozedur:
1*1min 70% EtOH
1*1min 80% EtOH
1*1min 99,5% EtOH
1*1min Xylol

Eindeckeln mit Corbit

2.5.3 Auswertung der NUCKS1 Farbung

Ein kompletter Scan der TMAs bei 400x Vergrolierung mithilfe der Software Leica
Aperio Imagescope (Firma Leica, Deutschland, Version 12.4.0) wurde durchgefihrt.
Diese TMAs wurden fur die Auswertung genutzt. Um die Farbintensitat relativ zum
prozentualen Anteil an positiver Zytoplasma- und Kernfarbung zu analysieren, wurde
die Interpretation durch zwei verblindete und unabhangige Untersucher (Dr. med. L.
Haberle, Oberarztin des Instituts fur Pathologie, und Doctor Medic R.C. Bobe, Facharzt
fur Viszeralchirurgie), durchgefuhrt. Die Auswertung wurde im Konsens mit Hilfe des
immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner in leicht modifizierter
Version realisiert (36). Die Kerne und das Zytoplasma wurden fir jede TMA-Stanze
ausgewertet.  Hierbei wurden die verschiedenen Lokalisationen der Stanzen
unterschieden in: Tumor zentral 1, Tumor zentral 2, Tumor peripher, Lymphknoten 1,
Lymphknoten 2, Normalgewebe. Es wurde ausgewertet, wie viel Prozent von Kernen
beziehungsweise Zytoplasma keine positive Farbung nachgewiesen haben (Intensitat
0) und wieviel Prozent der Kerne beziehungsweise Zytoplasma in welcher Intensitat
positiv gefarbt wurden (Intensitat 1= leichte Farbung, 2= intermediare Farbung oder 3=
starke Farbung) (Abbildung 2,3).
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Abbildung 2 - NUCKS1 Farbung: leichte Farbung der Kerne (A), intermediédre Férbung der Kerne (B), starke
Farbung der Kerne (C)

Abbildung 3 - NUCKS1 Férbung: leichte Férbung des Zytoplasmas (D), intermedidre Farbung des Zytoplasmas
(E), starke Férbung des Zytoplasmas (F)

Anhand dieser Auswertung wurde der Menge positiver Zellen in Prozent ein fester Wert

zugeordnet (Tabelle 6).

Anzahl Positive Zellen

Keine pos. Kerne Nachweisbar 0
weniger als 10% 1
10-50% 2

51-80% 3

mehr als 80% 4

Tabelle 6 - Anzahl der Kerne NUCKS Férbung
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Anhand der Farbeintensitat und der Menge positiver Zellen je Intensitat wurde der IRS

berechnet nach der Formel:

IRS = Prozent-Anzahl positive Zellen umkodiert nach Tabelle 6 (Werte: 0-4) x Intensitat
der Farbung nach Abbildung 2 und 3 (Werte: 1, 2 oder 3).

Hiervon wurde das beste Ergebnis (hdchster erreichter IRS) fur jede Stanze des TMA,
einmal fur den Kern und einmal fir das Zytoplasma erhoben; das maximale Ergebnis
war hierbei ein IRS von 12 Punkten (Prozentzahl 4 x Intensitat 3). Hiernach wurde fir
die multiplen Stanzen des Tumors der Durchschnittswert errechnet. Ebenso wurde der
Durchschnitte der Punkte der zwei Lymphknotenstanzen berechnet, sodass sich am
Ende aus 12 Stanzen pro TMA 8 Resultate (Kern und Zytoplasma getrennt) in der

Auswertung ergeben (Tabelle 7).

Durchschnitt IRS Tumor Zentral - Kerne (aus 2 Stanzen)
Durchschnitt IRS Tumor Zentral - Zytoplasma (aus 2 Stanzen)
IRS Tumor Peripher - Kerne
IRS Tumor Peripher - Zytoplasma
Durchschnitt IRS Lymphknoten — Kerne (aus 2 Stanzen)
Durchschnitt IRS Lymphknoten - Zytoplasma (aus 2 Stanzen)
IRS Normalgewebe - Kerne

IRS Normalgewebe - Zytoplasma
Tabelle 7 - Endergebnis NUCKS1 Auswertung

2.6 Statistische Auswertung

FUr die Durchfuhrung der statistischen Analysen wurde SPSS Statistics fur Windows
(Version 25.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) von der Firma IBM verwendet. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Unterschiede in den IRS, Medianwerten der Expression von NUCKS1 in den
Tumorstanzen, Lymphknotenmetastasen und Normalgeweben wurden anhand des
Wilcoxon-Tests fir abhangige Stichproben verglichen. Der Fischer-Freeman-Halton

Exact Test wurde flir den Vergleich der Mediane von zwei Gruppen verwendet.

Das Gesamtluberleben wurde definiert als der Zeitraum zwischen der Operation und
dem letzten Follow-Up oder Tod. Das krankheitsfreie Uberleben wurde definiert als der

Zeitraum zwischen der Operation und der Diagnose von Metastasen oder lokalem
18



Rezidiv. Zusatzlich wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt und ein Log-Rank (Mantel
Cox) -Test durchgefuhrt. Die Hazard Ratio (HR) wurde bei 95% Konfidenzintervall (Cl)
definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Deskriptive Datenanalyse

Nach Anwendung der Ausschlusskriterien wurden aus der Gesamtkohorte von
zunachst 240 Patienten die Gewebeproben von 192 Patienten analysiert. 48% (n=93)
dieser Patienten waren weiblich, 52% (n=99) dieser Patienten waren mannlich
(Abbildung 4).

Weiblich, 93,

48% Mannlich, 99,

52%

B Mannlich m Weiblich

Abbildung 4 - Verteilung nach Geschlecht

Das mediane Alter der untersuchten Patienten betrug zum Zeitpunkt der Operation 68
Jahre (Spannweite 41- 95 Jahre). 48% waren unter dem medianen Alter von 68
Jahren, 52% daruber (Abbildung 5).
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Unter, 92, 48%
Uber, 100,52%

mUber mUnter

Abbildung 5 - Alter tiber oder unter Mediane

Die meisten Patienten waren in der 7. Altersdekade (Abbildung 6). Die
GesamtlUberlebensdauer lag im Durchschnitt bei 21 Monaten (Spannweite 1 Monat —
128 Monate).

Anzahl Patienten

Unter 39 Jahre  40-49 Jahre 50-59 Jahre 60-69 Jahre 70-79 Jahre 80-99 Jahre

Dekaden

Abbildung 6 - Alter nach Dekaden
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Die meisten Patienten befanden sich im Stadium Ilb (nach UICC) (n=136) und meisten
litten an einem Tumorstadium T3 (n=175) (Abbildung 7 und 8).

160
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140
§ 120
£ 10
& 80
f‘i 60
c
< 40 24 25
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0 — |
IB 1A 1B 1} v
UICC Stadium
Abbildung 7 — UICC (lIA=0, IIB01, llI=2, IV=3, IB=4)

200 175

180
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8
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T1 T2 T3 T4

T-Stadium

Abbildung 8 - Verteilung nach T-Stadium
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Die meisten Patienten wiesen tumorbefallene Lymphknoten auf (Abbildung 9).

180
160
140
120
100

80

60
40 33

0
NO N1 N2
N Stadium

157

Anzahl Patienten

Abbildung 9 - Verteilung nach N-Stadium

Fernmetastasen waren in 14% der Falle (27 Patienten) vorhanden (Abbildung 10).

M1, n=27, 14%

MO, n= 165, 86%

MO ® M1

Abbildung 10 - Metastasierung
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Eine vollstandige operative Tumorentfernung (Resektionsstadium RO) wurde bei 150
Patienten erreicht (Abbildung 11).

160 150
140
120
100
80

60
41

Anzahl Patienten

40
20

RO R1 R2

Resektion

Abbildung 11 — erreichte Resektion
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3.2 Explorative Datenanalyse

3.2.1 NUCKS1 Expression

Zunachst wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen geteilt. Die Aufteilung erfolgte
anhand des Medianwerts des IRS der NUCKS1 Farbung in ,hohe Expression® und

Lhiedrige Expression®. So entstanden 2 Gruppen pro TMA.

Weiter habe ich untersucht, ob es signifikante Unterschiede in der TNM-Klassifikation

zwischen den zwei Gruppen von NUCKS1 Expression gab.

Der Medianwert des IRS fur Zellkerne der Tumorzelle lag bei 10,5, sodass eine ,hohe
Expression“ mit einem IRS gleich oder tber 10,5 definiert wurde und eine ,niedrige
Expression“ im Tumor-Zellkern mit einem IRS unter 10,5. Innerhalb dieser zwei
definierten Gruppen wurde dann untersucht, ob sich signifikante Unterschiede je nach
T-, N-, M-, R-, G-Stadium ergeben (Tabellen 8-12).

T1 T2 L] T4 Total
niedrige Expression 0 5 85 4 94
hohe Expression 1 2 90 5 98
Total 1 7 175 9 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.471
Tabelle 8 - NUCKS1 Expression nach T Stadium im Tumor-TMA-Kern

NO N1 \V] Total
niedrige Expression 19 73 2 94
hohe Expression 14 84 0 98
Total 33 157 2 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.169
Tabelle 9 -NUCKS1 Expression nach N Stadium im Tumor-TMA-Kern

MO M1 Total
niedrige Expression 81 13 94
hohe Expression 84 14 98
Total 165 27 192
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) =1.000

Tabelle 10 - NUCKS1 Expression nach M Stadium im Tumor-TMA-Kern



RO R1 R2 Total
niedrige Expression 77 16 1 94
hohe Expression 73 25 0 98
Total 150 41 1 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.188
Tabelle 11 - NUCKS1 Expression nach R Stadium im Tumor-TMA-Kern

G2 G3 Total
niedrige Expression 46 48 94
hohe Expression 50 45 95
Total 96 93 189

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-

sided) = 0.663

Tabelle 12 - NUCKS1 Expression nach G Stadium im Tumor-TMA-Kern

Bei der NUCKS1 Farbung im Tumorkern wurden in keinem der TNM-Stadien

signifikante Unterschiede zwischen den zwei Gruppen ,niedrige Expression und

,hohe Expression“ nachgewiesen.

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich das 5-Jahres-Uberleben der Patienten in den

beiden Gruppen ,niedrige Expression® und ,hohe Expression® unterscheidet, zunachst

im Zellkern des Tumors (Tabelle 13 und Abbildung 12). Es wurde kein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt.

Prozent

Anzahl Anzahl Zensierte Zensierte

Félle Ereignisse Falle N

niedrige Expression 94 82 12 12,8%
hohe Expression 98 93 5 5,1%
Total 192 175 17 8,9%

Log Rank (Mantel-Cox Chi-Square) = 0,875; p-Wert =0,350
Tabelle 13 - 5-Jahres-Uberleben nach Expression im Zellkern des Tumors
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Abbildung 12 - 5 Jahres Uberleben fiir die Gruppen "niedrige Expression” vs. "hohe Expression” in Zellkern des

Tumors

Nach gleichem Prinzip wurde der Medianwert des IRS fur das Zytoplasma der

Tumorzellen berechnet. Eine ,hohe Expression® wurde fur Werte gleich oder tber dem

Medianwert von 6,67 angenommen, eine ,niedrige Expression® darunter. Auch hier

wurde dann untersucht, ob es signifikante Unterschiede bei der NUCKS1-Farbung je

nach T-, N-, M-, R- und G-Stadien gibt (Tabellen 14-18).

T1 T2 13 T4 Total
niedrige Expression 0 4 99 5 108
hohe Expression 1 3 76 4 84
Total 1 7 175 9 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.918
Tabelle 14 - NUCKS1 Expression nach T Stadium im Tumor-TMA-Zytoplasma

NO N1 N2 Total
niedrige Expression 17 89 2 108
hohe Expression 16 68 0 84
Total 33 157 2 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.533
Tabelle 15 - NUCKS1 Expression nach N Stadium im Tumor-TMA-Zytoplasma
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MO M1 Total

niedrige Expression 93 15 108
hohe Expression 72 12 84
Total 165 27 192
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) =1.000

Tabelle 16 - NUCKS1 Expression nach M Stadium im Tumor-TMA-Zytoplasma

RO R1 R2 Total
niedrige Expression 79 28 1 108
hohe Expression 71 13 0 84
Total 150 41 1 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.092
Tabelle 17 - NUCKS1 Expression nach R Stadium im Tumor-TMA-Zytoplasma

G2 G3 Total
niedrige Expression 44 62 106
hohe Expression 52 31 83
Total 96 93 189
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided)=0.005

Tabelle 18 - NUCKS1 Expression nach G Stadium im Tumor-TMA-Zytoplasma

Das G-Stadium unterschied sich in den beiden Gruppen ,niedrige NUCKS1
Expression® und ,hohe NUCKS1 Expression® im Zytoplasma signifikant (p=0,005)
voneinander. Die G3 Tumoren wiesen signifikant haufiger eine niedrige NUCKS1

Expression im Zytoplasma auf als die G2 Tumoren.

Auch hier wurde untersucht, wie das 5-Jahres-Gesamtuberleben sich zwischen den
Gruppen mit einer hohen bzw. niedrigen Expression von NUCKS1 im Zytoplasma der
Tumorzelle verhielt (Tabelle 19 und Abbildung 13). Es zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen, wenn auch ein Trend

(p=0,051) zu einem schlechteren Uberleben in der NUCKS1 niedrigen Gruppe vorlag.

Prozent

Anzahl Anzahl Zensierte Zensierte

Falle Ereignisse Falle Falle

niedrige Expression 108 100 8 7,4%
hohe Expression 84 75 9 10,7%
Total 192 175 17 8,9%

Log Rank (Mantel-Cox Chi-Square) = 3,815; p-Wert =0,051
Tabelle 19 - 5-Jahres-Uberleben nach Expression im Zytoplasma des Tumors
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Abbildung 13 - 5 Jahres Uberleben fiir die Gruppen "niedrige Expression” vs. "hohe Expression" in Tumor
Zytoplasma

Bei den Lymphknoten lag der Medianwert des IRS im Zellkern bei 12, sodass eine
,hohe Expression” flir Werte von 12 definiert wurde und eine ,niedrige Expression®
darunter. Anschlieliend wurde hier untersucht, ob anhand der NUCKS1-Farbung im
Lymphknoten-Zellkern signifikante Unterschiede je nach T-, N-, M-, R- und G-Stadien
feststellbar waren (Tabellen 20-24).

T1 T2 T3 Total
niedrige Expression 0 1 32 33
hohe Expression 1 2 69 72
Total 1 3 101 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 1.000
Tabelle 20 - NUCKS1 Expression nach T Stadium im Lymphknoten-TMA-Kern

NO N1 N2 Total
niedrige Expression 2 30 1 33
hohe Expression 0 71 1 72
Total 2 101 2 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.091
Tabelle 21 - NUCKS1 Expression nach N Stadium im Lymphknoten-TMA-Kern
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niedrige Expression 24
hohe Expression 66
Total 90

M1 Total
9 33
6 72

15 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-

sided) =0.016

Tabelle 22 - NUCKS1 Expression nach M Stadium im Lymphknoten-TMA-Kern

RO R1
niedrige Expression 25 7
hohe Expression 57 15
Total 82 22

R2 Total
1 33
0 72
1 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.449
Tabelle 23 - NUCKS1 Expression nach R Stadium im Lymphknoten-TMA-Kern

G2
niedrige Expression 16
hohe Expression 35
Total 51

G3 Total
16 32
36 71
52 103

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-

sided) = 1.000

Tabelle 24 - NUCKS1 Expression nach G Stadium im Lymphknoten-TMA-Kern

Anhand der NUCKS1 Farbung im Lymphknoten-Kern zeigte sich beim M-Stadium ein

signifikanter Unterschied (p=0,016) zwischen den zwei Gruppen ,niedrige Expression®

und ,hohe Expression®. Die MO Patienten exprimierten signifikant mehr NUCKS1 im

Lymphknoten-Zellkern, die M1 Patienten signifikant weniger.

Ebenso wurde untersucht, ob sich das 5-Jahres-Gesamtiberleben in den beiden

Gruppen ,hohe Expression“ und ,niedrige Expression“ im Zellkern der Lymphknoten

unterscheidet. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

festgestellt (Tabelle 25 und Abbildung 14).

Anzahl Anzahl

Fille Ereignisse

niedrige Expression 33 31
hohe Expression 72 68
Total 105 99

Prozent

Zensierte Zensierte
Falle Falle

2 6,1%

4 5,6%

6 5,7%

Log Rank (Mantel-Cox Chi-Square) = 2,170; p-Wert =0,141
Tabelle 25 - 5-Jahres-Uberleben nach Expression im Zell-Kern des Lymphknotens
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Abbildung 14 - 5 Jahres Uberleben fiir die Gruppen "niedrige Expression” vs. "hohe Expression” in Zellkern des
Lymphknotens

Im Zytoplasma der Lymphknoten lag der Medianwert IRS bei 8, sodass eine ,hohe
Expression® fur Werte gleich oder tber 8 definiert wurde und eine ,niedrige Expression®
darunter. Anschliefend wurde auch hier untersucht, ob anhand der NUCKS1-Farbung
im Lymphknoten-Zytoplasma signifikante Unterschiede je nach T-, N-, M-, R- und G-
Stadien feststellbar waren (Tabellen 26-30).

T1 T2 T3 Total
niedrige Expression 0 1 42 43
hohe Expression 1 2 59 62
Total 1 3 101 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 1.000
Tabelle 26 - NUCKS1 Expression nach T Stadium im Lymphknoten-TMA-Zytoplasma

NO N1 N2 Total
niedrige Expression 2 40 1 43
hohe Expression 0 61 1 62
Total 2 101 2 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.305
Tabelle 27 - NUCKS1 Expression nach N Stadium im Lymphknoten-TMA-Zytoplasma
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niedrige Expression 37 6 43
hohe Expression 53 9 62
Total 90 15 105
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) =1.000

Tabelle 28 - NUCKS1 Expression nach M Stadium im Lymphknoten-TMA-Zytoplasma

RO R1 R2 Total
niedrige Expression 35 7 1 43
hohe Expression 47 15 0 62
Total 82 22 1 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.322
Tabelle 29 - NUCKS1 Expression nach R Stadium im Lymphknoten-TMA-Zytoplasma

G2 G3 Total
niedrige Expression 18 25 43
hohe Expression 33 27 60
Total 51 52 103
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) = 0.232

Tabelle 30 - NUCKS1 Expression nach G Stadium im Lymphknoten-TMA-Zytoplasma

Bei der NUCKS1 Farbung wurde im Lymphknoten-Zytoplasma in keinem der
untersuchten Faktoren ein signifikanter Unterschied zwischen den zwei Gruppen
Lhiedrige Expression® und ,hohe Expression® nachgewiesen.

Das Uberleben Uber 5 Jahren wurde auch zwischen den Gruppen ,niedrige
Expression® vs. ,hohe Expression® von NUCKS1 im Zytoplasma der Lymphknoten
untersucht (Tabelle 31 und Abbildung 15). Es wurde kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen festgestellt.
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Prozent

Anzahl Anzahl Zensierte Zensierte

Falle Ereignisse Félle Falle

niedrige Expression 43 42 1 2,3%
hohe Expression 62 57 5 8,1%
Total 105 99 6 5,7%

Log Rank (Mantel-Cox Chi-Square) = 2,053; p-Wert =0,152
Tabelle 31 - 5-Jahres-Uberleben nach Expression im Zytoplasma des Lymphknotens
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Abbildung 15 - 5 Jahres Uberleben fiir die Gruppen "niedrige Expression” vs. "hohe Expression" in Zytoplasma
des Lymphknotens

Gleichermalten wurde beim Normalgewebe im Zellkern der Medianwert des IRS
berechnet. Dieser lag bei 12, sodass wieder eine ,hohe Expression® gleich oder Uber
dem Wert und eine ,niedrige Expression“ unter dem Wert definiert wurde. Auch hier
erfolgte eine Untersuchung bezuglich eines signifikanten Unterschiedes je nach T-, N-
, M-, R- und G-Stadien der begleitenden Tumore (Tabellen 32-36).

T1 T2 L] T4 Total
niedrige Expression 1 2 49 3 55
hohe Expression 0 4 86 5 95
Total 1 6 135 8 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) =0.717
Tabelle 32 - NUCKS1 Expression nach T Stadium im Normalgewebe-TMA-Kern
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niedrige Expression
hohe Expression 17 78 0 95
Total 27 122 1 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.538
Tabelle 33 -NUCKS1 Expression nach N Stadium im Normalgewebe-TMA-Kern

niedrige Expression

hohe Expression 84 11 95
Total 131 19 150
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) =0.617

Tabelle 34 - NUCKS1 Expression nach M Stadium im Normalgewebe-TMA-Kern

niedrige Expression
hohe Expression 78 17 0 95
Total 119 30 1 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.233
Tabelle 35 - NUCKS1 Expression nach R Stadium im Normalgewebe-TMA-Kern

niedrige Expression

hohe Expression 52 40 92
Total 75 72 147
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) = 0.091

Tabelle 36 - NUCKS1 Expression nach G Stadium im Normalgewebe-TMA-Kern
Bei der NUCKS1 Farbung wurden im Normalgewebe-Zellkern in keinem der TNM-
Stadien signifikante Unterschiede zwischen den zwei Gruppen ,niedrige Expression®

und ,hohe Expression“ nachgewiesen.

Das 5-Jahres-Gesamtuberleben wurde auch zwischen den Gruppen ,niedrige
Expression“ und ,hohe Expression“ von NUCKS1 im Zellkern von Normalgewebe
untersucht (Tabelle 37 und Abbildung 16). Es wurde kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen festgestellt.



Prozent

Anzahl Anzahl Zensierte Zensierte

Falle Ereignisse Félle Falle

niedrige Expression 55 51 4 7,3%
hohe Expression 95 84 11 11,6%
Total 150 135 15 10,0%

Log Rank (Mantel-Cox Chi-Square) = 0,940; p-Wert =0,332
Tabelle 37 - 5-Jahres-Uberleben nach Expression im Zell-Kern der Normalgewebe
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Abbildung 16 - 5 Jahres Uberleben fiir die Gruppen "niedrige Expression" vs. "hohe Expression" im Zellkern der
Normalgewebe

Beim Normalgewebe im Zytoplasma wurde der Medianwert der IRS auch berechnet.
Dieser lag bei 8, sodass wieder eine ,hohe Expression® gleich oder iber dem Wert und
eine ,niedrige Expression® unter dem Wert definiert wurde. Auch hier erfolgte eine
Untersuchung bezuglich eines signifikanten Unterschiedes je nach T-, N-, M-, G- und
R-Stadien (Tabellen 38-42).
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niedrige Expression
hohe Expression 1 5 112 7 125
Total 1 6 135 8 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 1.000
Tabelle 38 - NUCKS1 Expression nach T Stadium im Normalgewebe-TMA-Zytoplasma

niedrige Expression
hohe Expression 20 104 1 125
Total 27 122 1 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.304
Tabelle 39 - NUCKS1 Expression nach N Stadium im Normalgewebe-TMA-Zytoplasma

niedrige Expression

hohe Expression 113 12 125
Total 131 19 150
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) =0.020

Tabelle 40 - NUCKS1 Expression nach M Stadium im Normalgewebe-TMA-Zytoplasma

niedrige Expression
hohe Expression 103 22 0 125
Total 119 30 1 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.026
Tabelle 41 - NUCKS1 Expression nach R Stadium im Normalgewebe-TMA-Zytoplasma

niedrige Expression

hohe Expression 62 60 122
Total 75 72 147
Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-
sided) =1.000

Tabelle 42 - NUCKS1 Expression nach G Stadium im Normalgewebe-TMA-Zytoplasma

Bei der NUCKS1 Farbung wurde im Normalgewebe-Zytoplasma beim M-Stadium ein
signifikanter Unterschied (p=0,020) zwischen den zwei Gruppen ,niedrige Expression®
und ,hohe Expression“ nachgewiesen. Die MO Patienten haben signifikant mehr
NUCKS1 im Normalgewebe-Zytoplasma exprimiert. Weiterhin wurde im
Normalgewebe-Zytoplasma beim R-Stadium ein signifikanter Unterschied (p=0,026)

zwischen den zwei Gruppen ,niedrige Expression® und ,hohe Expression®
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nachgewiesen. Die RO resezierten Patienten hatten eine signifikant hohere NUCKS1

Farbung im Normalgewebe-Zytoplasma als die R1 oder R2 resezierten Patienten.

Auch hier wurde das 5-Jahres-Gesamtuberleben zwischen den Gruppen ,niedrige
Expression® und ,hohe Expression“ von NUCKS1 im Zytoplasma von Normalgewebe
untersucht (Tabelle 43 und Abbildung 17). Es wurde jedoch erneut kein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt.

Prozent

Anzahl Anzahl Zensierte Zensierte

Fille Ereignisse Félle Falle

niedrige Expression 25 21 4 16,0%
hohe Expression 125 114 11 8,8%
Total 150 135 15 10,0%

Log Rank (Mantel-Cox Chi-Square) = 0,998; p-Wert =0,318
Tabelle 43 - 5-Jahres-Uberleben nach Expression im Zytoplasma der Normalgewebe
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Abbildung 17 - 5 Jahres Uberleben fiir die Gruppen "niedrige Expression" vs. "hohe Expression" im Zytoplasma
der Normalgewebe
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3.2.2 p53 Expression

Um einen Zusammenhang zwischen 5-Jahres-Uberleben und p53-Expression zu
untersuchen, wurden erneut zwei Gruppen definiert. Die erste Gruppe (n=81)
exprimiert p53 in normalem Mal} und die zweite Gruppe (n=111) wies eine aberrante
p53 Expression, d.h. entweder eine Uber- oder Unterexpression, auf. Dabei wurde
festgestellt, dass es keine signifikanten Unterschiede bezilglich des 5-Jahres
Uberlebens zwischen der Gruppe mit der normalen p53 Expression und der Gruppe
mit der aberranten p53-Expression gibt (Tabelle 44 und Abbildung 18).

Prozent

Anzahl Anzahl Zensierte Zensierte

Falle Ereignisse Falle Falle

normale Expression 81 74 7 8,6%
aberrante Expression 111 101 10 9,0%
Total 192 175 17 8,9%

Log Rank (Mantel-Cox Chi-Square) = 0,547; p-Wert =0,460
Tabelle 44 - 5-Jahres-Uberleben nach p53 Expression
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Abbildung 18 - 5-Jahres-Uberleben fiir die Gruppen "normale Expression" vs. "aberrante Expression"
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Der Fischer-Freeman-Halton ,chi-square” Test zeigte keinen signifikanten Unterschied

in den T-, N-, M-, R-, G-Stadien abhangig von der p53 Expression (Tabellen 45-49).

p53 normale Expression
p53 aberrante Expression 1 4 98 8 111
Total 1 7 175 9 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.164
Tabelle 45 - p53 Expression nach T Stadium im TMA - Gesamtscore

p53 normale Expression 18
p53 aberrante Expression 15 95 1 111
Total 33 157 2 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.196
Tabelle 46 - p53 Expression nach N Stadium im TMA — Gesamtscore

p53 normale Expression
p53 aberrante Expression 96 15 111
Total 165 27 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.835
Tabelle 47 - p53 Expression nach M Stadium im TMA — Gesamtscore

P53 normale Expression
p53 aberrante Expression 89 21 1 111
Total 150 41 1 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.468
Tabelle 48 - p53 Expression nach R Stadium im TMA — Gesamtscore



G2 G3 Total

P53 normale Expression 42 38 80
p53 aberrante Expression 54 55 109
Total 96 93 189

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.769
Tabelle 49 - p53 Expression nach G Stadium im TMA — Gesamtscore

3.2.3 p53- und NUCKS1-Expression

Mit Hilfe des Mann Whitney Tests und des Fischer-Freeman-Halton Exact Tests wurde
der Zusammenhang zwischen den beiden p53 Gruppen (,normal® vs. ,aberrant) und
der NUCKS1 Farbung (,niedrige Expression® vs. ,hohe Expression®) untersucht,
jeweils im Zellkern der Tumore, im Zytoplasma der Tumore, im Zellkern der

Lymphknoten, im Zytoplasma der Lymphknoten, im Zellkern des Normalgewebe und

im Zytoplasma des Normalgewebes (Tabelle 50).

Durchschnitt  Zellkern Zytoplasma Zellkern Zytoplasma Zellkern Zytoplasma
NUCKS1 Tumor Tumor Lymphknoten Lymphknoten Normalgewebe Normalgewebe
Asymp. Sig.

(2-tailed) p- 0,309 0,954 0,294 0,822 0,556 0,474

Wert

Variabel: p53 normale Expression (1) oder p53 aberrante Expression (2)
Tabelle 50 - p53 und NUCKS1 Zusammenhang

Nach Einteilung der Patientenkohorte nach normaler und aberranter p53 Farbung
wurde evaluiert, ob die Gruppen unterschiedliche NUCKS1 Farbeintensitaten

aufwiesen.

Im Tumor-Zellkern ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der NUCKS1
Farbung zwischen den p53 Gruppen. Im Tumor-Zytoplasma und im Lymphknoten-
Zellkern ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede der NUCKS1

Farbung zwischen den beiden p53 Gruppen (Tabellen 51-53).
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NUCKS1 niedrige NUCKS1 hohe

Expression Tumor Expression Tumor

Kerne Kerne
p53 normale Expression 36 45 81
p53 aberrante Expression 58 53 111
Total 94 98 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.309
Tabelle 51 - p53 Farbung in dem Gruppen niedrigen oder hoch exprimierten NUCKS1 Férbung im Tumor Kerne

NUCSKS1 niedrige NUCSKS1 hohe

Expression Tumor Expression Tumor

Zytoplasma Zytoplasma
p53 normale Expression 46 35 81
p53 aberrante Expression 62 49 111
Total 108 84 192

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 1.000
Tabelle 52 - p53 Farbung in dem Gruppen niedrigen oder hoch exprimierten NUCKS1 Farbung im Tumor

Zytoplasma

NUCSKS1 hohe

NUCSKS1 niedrige Expression

Expression Lymphknoten Lymphknoten

Kerne Kerne
p53 normale Expression 17 32 49
p53 aberrante Expression 16 40 56
Total 33 72 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.533

Tabelle 53 - p53 Farbung in dem Gruppen niedrigen oder hoch exprimierten NUCKS1 Féarbung im Lymphknoten
Kerne

Im Lymphknoten-Zytoplasma zeigte sich ein signifikanter Unterschied der NUCKS1
Farbung zwischen der Gruppe mit normaler p53 Expression und der Gruppe mit
aberranter p53 Expression (p=0,009). Bei einer hohen NUCKS1 Expression wurde
signifikant haufiger eine aberrante p53 Expression nachgewiesen; im Gegenzug
wiesen Tumore mit niedriger NUCKS1 Expression in Zytoplasma des Lymphknotens

signifikant haufiger eine normale p53 Expression auf (Tabelle 54).
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NUCSKS1 hoche

NUCSKS1 niedrige Expression

Expression Lymphknoten Lymphknoten

Zytoplasma Zytoplasma
p53 normale Expression 27 22 49
p53 aberrante Expression 16 40 56
Total 43 62 105

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.009

Tabelle 54 - p53 Férbung in dem Gruppen niedrigen oder hoch exprimierten NUCKS1 Férbung im Lymphknoten
Zytoplasma

Im Normalgewebe ergaben sich weder im Zellkern noch im Zytoplasma signifikante
Unterschiede der NUCKS1 Farbung zwischen der Gruppe mit normaler p53

Expression und der Gruppe mit aberranter p53 Expression (Tabellen 55 und 56).

NUCSKS1 niedrige NUCSKS1 hohe

Expression Expression

Normalgewebe Normalgewebe

Kerne Kerne
p53 normale Expression 27 40 67
p53 aberrante Expression 28 55 83
Total 55 95 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.496

Tabelle 55 - p53 Farbung in dem Gruppen niedrigen oder hoch exprimierten NUCKS1 Farbung im Normalgewebe
Kerne

NUCSKS1 niedrige NUCSKS1 hohe

Expression Expression

Normalgewebe Normalgewebe

Zytoplasma Zytoplasma
p53 normale Expression 10 57 67
p53 aberrante Expression 15 68 83
Total 25 125 150

Fischer-Freeman-Halton Exact Test p-Wert (Exact Sig. 2-sided) = 0.664
Tabelle 56 - p53 Farbung in dem Gruppen niedrigen oder hoch exprimierten NUCKS1 Farbung im Normalgewebe

Zytoplasma
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4 Diskussion

4.1 NUCKS1 als Prognosemarker im Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom zahlt zu den aggressivsten Tumorentitaten und ist trotz
intensiver Forschung und einer Vielzahl moderner Chemotherapien schlecht
behandelbar. Gleichzeitig wird das Pankreaskarzinom oftmals spat entdeckt, sodass
bereits eine Metastasierung vorliegt. Umso wichtiger ist die Etablierung von

Tumormarkern zur Prognoseeinschatzung, Therapieplanung und Nachkontrolle.

Wie bereits ausgefuhrt spielt NUCKS1 eine wichtige Rolle bei Zellwachstum,
Proliferation und DNA-Reparatur, weshalb sich viele Studien bereits mit dem

Zusammenhang zwischen NUCKS1 und Krebs beschaftigt haben.

Ziotkowski et al. fanden in 84,3% der Krebszellen beim invasiv duktalem

Mammakarzinom einer hohe Expression von NUCKS1 (38).

Eine andere Studie von Shi et al. untersuchte die Expression von NUCKS1 beim serds-
papillaren Ovarialkarzinom, welches u.a. das Ovar, den Uterus und das Peritoneum
befallen kann. Hierfir wurde mRNA von NUCKS1 gemessen, wahrend ich fur die
vorliegenden Untersuchungen das Vorhandensein des NUCKS1 Proteins mit einer
immunhistochemischen Farbung untersuchte. Diese wurde anschlielend wie oben
beschrieben semiquantitativ ausgewertet. Shi et al. fanden vor allem im Zellkern der
Tumorzellen eine erhdhte NUCKS1 mRNA Expression, jedoch nur schwach bzw.

selten im Zytoplasma (39).

Analog dazu untersuchte ich in der vorliegenden Arbeit daher das Vorhandensein von
NUCKS1 nicht nur im Zellkern, sondern auch im Zytoplasma. Dabei war NUCKS1 im

Zytoplasma haufiger niedrig exprimiert.

Shi et al. fanden bei ihrer Studie mit Ovarialkarzinomen eine signifikante Korrelation
zwischen NUCKS1 Expression und Risikofaktoren wie Tumorstadium,
Tumordifferenzierung, Lymphknotenmetastasen, Rezidivrisiko sowie Ansprechen auf
Chemotherapie, die die Bedeutung von NUCKS1 als neuer, unabhangiger

prognostischer Marker des serds-papillaren Ovarialkarzinoms unterstreicht (39).
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Symonowicz et al. fanden ebenfalls einen Zusammenhang zwischen NUCKS1
Expression und Tumorgrading, Lymphknotenmetastasen sowie Fernmetastasen im
invasivem, nicht-spezifischem Brustkrebs gefunden, sodass die Autoren NUCKS1 als

potentiellen prognostischen Marker dieser Tumorentitat vorschlagen (37).

In dem von mir untersuchten Kollektiv zeigte sich stattdessen eine signifikant
niedrigere NUCKS1 Expression in hohergradig aberranten (G3 vs. G2) Tumoren, was
sich auch mit einem Trend zu einem kirzeren Uberleben der ,NUCKS1'°%/G3
Tumoren® (p=0,051, Log-Rank Test) widerspiegelte. NUCKS1 konnte im PDAC also
eher ein protektiver Faktor sein, der vielleicht auf Grund der bekannten Funktion von
NUCKS1 und der hohen Mutationslast im PDAC zu einer geringeren De-
differenzierung und daher bei erhaltener NUCKS1 Expression zu einem weniger
aggressiven Phanotyp fuhrt. Eine Korrelation des mikroskopischen Phanotyps mit der
Expression von NUCKS1 koénnt in Zukunft diesen Zusammenhang untermauern, war

allerdings nicht Teil meiner hier vorliegenden Arbeit.

Ahnlich gegensatzlich zu den oben genannten anderen Studien konnte in meiner
Studie bei Patienten ohne Metastasen (MO) signifikant mehr NUCKS1 Expression im
Lymphknoten-Zellkern festgestellt werden als bei Patienten mit Metastasen (M1). Auch
im Zytoplasma des Normalgewebes bei den Pankreaskarzinom-Patienten dieser
Kohorte wurde bei Patienten ohne Metastasen (MO0) eine signifikant hohere NUCKS1 -
Expression gefunden als im Zytoplasma des Normalgewebes bei Patienten mit
Metastasen (M1). Aggressive Tumore bilden in der Regel bei schnellerem Wachstum
auch schneller Metastasen, sodass mein Ergebnis darauf hindeutet, dass eine hohe

Expression von NUCKS1 Zeichen einer geringeren Aggressivitat sein konnte.

Unterstutzt wird diese Theorie auch von meiner Beobachtung, dass in der
vorliegenden PDAC-Kohorte keine Uberexpression von NUCKS1 in Tumorgewebe im
Vergleich zum Pankreasnormalgewebe festgestellt werden konnte. Im Gegensatz zum
Normalgewebe der Mamma zeigte sich im tumornahen Normalgewebe in meiner
Untersuchung eine ausgepragte NUCKS1 Expression, die diese im Tumor Ubertraf.
Dies deutet darauf hin, dass eine erhaltenen NUCKS1 Expression fur eine normale

Gewebehomdostase wichtig ist.

Im Gegensatz dazu zeigt jedoch die Studie von Shi et al. bei Patienten mit
Ovarialkarzinomen eine graduelle Zunahme der NUCKS1 mRNA Expression von
normalem Ovar, zu nicht metastasietem Ovarialkarzinom, zu metastasiertem
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Ovarialkarzinom und schliefRlich zu der Metastase selbst, sodass NUCKS1 dort als

Marker fur Tumorprogression vorgeschlagen wird (39).

Andere Studien zeigen eine niedrigere 5-Jahres-Uberlebensrate bei hoher NUCKS1
Expression im Ovarialkarzinom, Endometriumkarzinom und Magenkarzinom, sodass
laut der Autoren bei diesen Karzinomen NUCKS1 als prognostischer Marker diskutiert
werden kann (39—-41).

Ich konnte in der hier vorliegenden Arbeit keinen Unterschied im Uberleben (5-Jahres
overall survival) oder in der Verteilung der erfassten Tumorcharakteristika (TNM u.a.)
abhangig von der NUCKS1 Expression im Zellkern der Tumorzellen feststellen.
NUCKS1 Verlust zeigte in der vorliegenden Studie im PDAC in der 5-Jahres-

Uberlebensanalyse keinen signifikanten Einfluss.

4.2 p53 als Marker fur Pankreaskarzinom

Dank einer Vielzahl vorangegangener Studien konnte bereits gezeigt werden, dass
das Tumorsuppressor-Gen p53 in humanen Tumoren haufig mutiert ist, so auch in
Pankreaskarzinomen (42,43). Um die Ausbreitung von Mutationen zu verhindern, kann
p53, auch ,Wachter des Genoms® genannt, einen Wachstumstopp oder

programmierten Zelltod induzieren, wenn DNA-Schadigungen detektiert wurden.

Ein unerwartetes Ergebnis der vorliegenden Arbeit war der fehlende Einfluss der
aberranten p53 Expression auf das Uberleben und die Auspréagung der
Tumorcharakteristika im untersuchten Kollektiv. Weder zeigte sich eine aberrante p53
Expression im Tumor oder Lymphknotengewebe als negativer Prognosefaktor, noch
konnte ich einen Zusammenhang zwischen fortgeschrittener Erkrankung und dem

Verlust bzw. der Mutation von p53 feststellen.

Uberraschenderweise konnte ich ebenso keine Korrelation zwischen p53 und
NUCKS1 Expression im PDAC-Tumorgewebe feststellen. Da beide Proteine eng mit
der korrekten DNA-Replikation und einer korrekten Zellteilung bzw. der Reparatur von
DNA-Strangbrichen verbunden sind, ware eine Co-Expression nicht Uberraschend

gewesen.

In Lymphknotenmetastasen zeigte sich als einziger signifikanter Zusammenhang

zwischen p53 Expressionsmuster (normal vs. aberrant) und NUCKS1 Expression
45



(hoch vs. niedrig) eine inverse Korrelation. Wenn p53 aberrant im Tumor exprimiert
wurde, lag signifikant haufiger eine hohe NUCKS1 Expression in den
Lymphknotenmetastasen vor. Wenn p53 ,normal“ Exprimiert wurde, war die NUCKS1
Expression signifikant haufiger niedrig. Dieser Zusammenhang konnte auf einen
Kompensationsmechanismus der metastasierten, p53 aberranten Zellen im
Lymphknoten hinweisen, die zur Etablierung einer Fernmetastase eine gewisse DNA-
Replikation aufrechterhalten muissen bzw. durch diese Eigenschaft selektioniert
werden konnten. Ein direkter, molekularbiologischer Zusammenhang ist auf Grund der
verschiedenen Lokalisationen eher unwahrscheinlich und erklart so auch, warum diese

Korrelation nicht im Tumorgewebe nachvollzogen werden kann.

Ahnlich dazu zeigt eine Studie von Hume et al., dass die durch DNA-Schaden
induzierte p53-Antwort zu einer Verminderung von NUCKS1, sowie zum Stillstand des
Zellzyklus fuhren kann. Einige Krebszellen kdnnen in diesen Mechanismus eingreifen
und u.a. die Menge an NUCKS1 durch eine p53 Mutation erhéhen und so trotz DNA-

Schaden und fehlenden Mitogenen weiterhin Zellproliferation betreiben (29).

4.3 Limitationen

Bei der vorliegenden Studie wurde eine retrospektive Analyse durchgefuhrt. Dabei
wurden nur immunhistochemische Analysen, nicht aber genetische oder funktionale
Analysen durchgefuhrt. Alle Patienten wurden in einem Zentrum operiert und
nachbehandelt, es handelt sich als lediglich um ein unizentrisches Kollektiv. Um die
Farbintensitat zu analysieren, wurde der immunreaktive Score (IRS) nach Remmele
und Stegner in leicht modifizierter Version durchgefiihrt. Diese semiquantitative,
subjektive Methode ist von der Erfahrung und der Genauigkeit der Untersucher
abhangig. Um die Reproduzierbarkeit in der Vorliegenden Arbeit zu steigern, wurden
die Farbungen anhand der kompletten Scans der TMAs ausgewertet, so dass beide
Untersucher dieselben Bedingungen vorfanden. Eine menschliche Komponente ist
jedoch nur durch eine, in Zukunft sicherlich routinemaRig einsetzbare, Kl-basierte
Auswertung zu gewahrleisten. Diese war zu Beginn der vorliegenden Arbeit jedoch

noch nicht ausgereift und die Analyse daher in der vorliegenden Form durchgeflhrt.

Die Nutzung von FFPE-Gewebeproben zur Erstellung von TMAs birgt eigene Risiken.
Zum einen ist auf Grund der StanzgrdlRe ein Sampling-Error bei heterogenen
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Zielgewebe nicht ausgeschlossen. Zum anderen sind die Lokalisationen
(Tumorzentrum, Tumorperipherie) in einem dreidimensionalen, im Paraffin
eingebetteten Tumorblock nicht in tiefere Schichten Ubertragbar. Es kann also zu einer
Fehllokalisation oder gar zu einer Fehlbenennung der Stanzproben in tieferen TMA-
Schnitten kommen. Aus diesem Grund wurde die vorliegende Arbeit von einer
ausgebildeten Pathologin begleitet und auf die getrennte Auswertung von

verschiedenen Tumorlokalisationen (s.0.) verzichtet.

4.4 Schlussfolgerungen

Abschlieltend scheint die NUCKS1 Expression im Zytoplasma des PDAC, basierend
auf der vorliegenden Arbeit, am ehesten protektiver Faktor zu sein. NUCKS1 zeigte im
Normalgewebe des Pankreas eine hohe Expression, dies wurde im Tumor in vielen
Fallen verloren. Einen Zusammenhang mit der korrekten Funktion von p53 konnte ich
nicht zeigen, wobei die vorliegenden Untersuchungen auch nur ein indirektes Bild der
Expression zeigt und keine funktionalen Analysen der p53 und NUCKS1 Funktion

beinhaltet.

Diese Arbeit ist die Erste, die die Expression von NUCKS1 in verschiedenen
Zellkompartimenten im PDAC, sowie in assoziierten Lymphknotenmetastasen und
normalem Pankreasgewebe systematisch untersucht. Die Assoziation mit p53, die als
Teil der Fragestellung erwartet wurden, konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse

nicht bestatigt werden.
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