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1. Einleitung

Das Pankreaskarzinom ist eine maligne Entartung des endo- oder exokrinen
Pankreasgewebes, wobei die haufigste Form hierbei das duktale Adenokarzinom des
Pankreas (PDAC) mit einem >85% Anteil ist (Pinho et al. 2014, Reid et al. 2014).
Das PDAC hat das schlechteste Inzidenz-zu-Mortalitat-Verhaltnis aller Tumoren,
wobei es die nur 12. haufigste Krebserkrankung ist (Siegel et al. 2017).

Estimated New Cases

Males Females

Prostate 161,360 19% — Breast 252,710 30%

Lung & branchus 116,980 145% Lung & bronchus 105,510 12%

Colon & rectum 71420 9% Colon & rectum 64,010 8%

Urinary bladder 60,490 T% .. ﬁ Uterine corpus 61,380 T%
Melanoma of the skin 52170 6% | Thyraid 42 470 5%
Kidnay & renal pelvis 40,610 5% i Melanoma of the skin 34,940 4%
Man-Hodgkin lymphama 40,080 5% - Man-Hodgkin lymphama 32,160 4%
Laukamia 36,290 4% - ___-I Leukamia 25,840 3%

Oral cavity & pharymx 35,720 4 ' Pancreas 25,700 3%
Liver & intrahepatic bile duct 29.200 3% | Kidney & renal pelvis 23,380 3%
All Sites 836,150 100%: .. All Sites 852,630 100%:

Estimated Deaths

Lung & bronchus B4,580 2T% o Lung & bronchus 71,280 25%

Calon & rectum 27,150 9% Y Breast 40,610 14%

Prastate 26,730 8% ‘ Calon & rectum 23,110 as;

Fancreas 22,300 T% ’ Fancreas 20,790 7%

Liver & intrahepatic bile duct 19,810 6% - :.; Qvary 14,080 5%
Laukemia 14,300 A% " i Utarine corpus 10,920 4%

Esophagus 12,720 4% Y Leukemia 10,200 4%

Urinary bladder 12,240 4% ) ' Liver & intrahepatic bile duct 9,310 3%
Man-Hodgkin lymphoma 11,450 4% [ Mon-Hadgkin lymphoma 8,650 %
Brain & other nervous system 9,620 3% | Brain & ather nernvous system 7,080 3%
All Sites 318,420 100% { . Al Sites 282,500 100%

Abbildung 1: Prognostische Zahl der Neuerkrankung und Todesfalle der haufigsten
Tumoren nach Geschlecht in den USA fir 2017 (Siegel et al. 2017)

Die Zahl der Neuerkrankung belauft sich auf 12,5 Falle pro 100.000 und die Zahl der
Toten betragt 10,9 pro 100.000 (Howlader et al. 2017). Die aulerst niedrige 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt dabei bei nur 8,2% (Howlader et al. 2017), so dass das
PDAC weltweit auf Platz 5 der haufigsten Tumortodesfalle (Torre et al. 2015, Abb. 2)
und in den USA sogar auf Platz 4 (Siegel et al. 2017, Abb.1) liegt.
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Estimated Mew Cases

Estimated Deaths

Male Female Male Female
Lung, bronchus, & trachea Breast Lung, bronchus, & trachea Breast
1,241,604 1,676,600 1,098,700 521,900
Prostate Colon & rectum Liver Lung, bronchus, & trachea
1,111,700 fi14,300 521,000 491,200
Colon & rectum Lung, bronchus, & trachea Stomach Colon & rectum
746,300 583,100 453,000 320,200
Stomach Cervix uten Colon & rectum Cervix uteri
631,300 527,600 373,600 265,700
Liver Stomach Prostate Stomach
554,400 320,300 307,500 254,100
. Lrinary hlacder Carpus uler Escohagus Liver
Worldwide 320,400 319,600 281,200 224,500
Esophagus Craary Fancreas Pancreas
323,000 238,700 173,800 156,600
Nen-Hodgkin mphoma Thyriaid Leukernia COwvary
217,600 235,900 151,300 151,900
Kidney Liver Urinary bladder Esophagus
213,900 22800 123100 119,000
Leukemia Non-Hodgkin hmphoma Naon-Hadgkin lymphoma Leukamia
200,700 168,100 115,400 114,200
Al sites™ Al sites® All sites* All sites*
7.417,100 5,663,000 4,653,400 3,548,200

Abbildung 2: Geschatzte Anzahl an Neuerkrankungen und Todesfallen weltweit
nach Geschlecht (Torre et al. 2015)

Das durchschnittliche Erkrankungsalter betragt 70 Jahre, Manner sind haufiger
betroffen als Frauen (Howlader et al. 2017). Folgende Faktoren sollen dabei die
Entstehung eines PDACs fordern: Tabakkonsum, ubermaRiger Konsum von Alkohol,
akute und chronische Pankreatitis (vor allem die hereditare Form), Adipositas und
zahlreiche genetische Pradispositionen, zu denen vor allem das FAMMM-Syndrom
(Familial Atypical Multiple Mole Melanoma Syndrom) zahlt (Vrieling et al. 2010,
Gapstur et al. 2011, Bosetti et al. 2012, Yadav et al. 2013, Piciucchi et al. 2015). Der
Tumor befindet sich bevorzugt im Caput, weniger in der Cauda oder dem Corpus des
Pankreas (Hezel et al. 2006). Die Lokalisation des Pankreas im tiefen Bauchraum
und die erst im spateren Stadium eintretenden diffusen klinischen Symptome
erschweren eine rechtzeitige Diagnose (Buchler et al. 2010). Desweiteren handelt es
sich beim PDAC um ein aggressiv wachsendes Karzinom mit einer hohen
Malignitatsrate, das frih lymphogen metastasiert und in das umliegende Gewebe
infiltriert (Hezel et al. 2006, Williams et al. 2015). Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
haben bereits 80 - 90% aller Patienten Metastasen entwickelt (Singh et al. 2011).
Aus diesen Faktoren resultierend befindet sich das Karzinom zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose meistens in einem fortgeschrittenen Stadium und eine kurative
Operation kann nur noch in 10-20% aller Falle durchgeflhrt werden (Li et al. 2004,
Singh et al. 2011, Versteijne et al. 2016).
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Das PDAC ist histologisch durch heterogene, drisenartige, atypische Strukturen
gekennzeichnet. Es gibt unterschiedliche Dysplasiegrade, die durch die Architektur
der Zellen und Kerne zuerkennen sind, wobei diese Auffalligkeiten auch innerhalb
eines Tumors lokal variieren kdnnen (Hezel et al. 2006). Im internationalen Konsens
werden bei der Graduierung folgende als signifikant erwiesene Parameter mit
einbezogen: die glandulare Differenzierung, die Muzinproduktion, die Mitoserate und
die Zellkernanordnung (Luttges et al. 2000, Neureiter et al. 2014). Die international
anerkannte Stadieneinteilung erfolgt nach dem System des UICC (Union
internationale contre le cancer). Diese berucksichtigt die TNM-Klassifikation sowie
den Resektionsrand. Die prognostische Aussagekraft des UICC-Systems und der
weiteren klinikopathologischen Parameter werden in der Literatur stark kontrovers
diskutiert (Yachida et al. 2013). Das PDAC entsteht aus pankreatisch intraduktalen
Neubildungen, kurz PanIN (Pankreatisch intraepitheliale Neoplasie) genannt. Diese
non-invasiven Vorlauferldsionen werden in verschiedene Stadien unterteilt: PanIN
1A, PanIN 1B, PanIN 2B und PanIN C (Luttges et al. 2000, Hurban et al. 2001,
Maitra et al. 2003, Abb. 3).

I~ Normal —} PanIN-1A 4}— PanIN-1B —— PanIN-2 —§}—— PanIN-3 —— |

] Elomere  K-ras
shoriening

"‘{ PSCA, Mucin3, Fascin

Abbildung 3: Entwicklung der PanIn-Vorlauferlasionen in Zusammenhang mit

genetischen Aberrationen (Maitra et al. 2003)



Fast alle genetischen Aberrationen des Adenokarzinomes finden sich auch in diesen
Vorlauferlasionen wieder, wobei angenommen wird, dass mit der Zunahme an
bestimmten genetischen Alterationen auch der Dysplasiegrad und die
Tumoraggresivitat steigen (Hurban et al. 2001, Rosty et al. 2003, Biankin et al. 2003,
Jones et al. 2008). Wenn hochgradige PanIN-Lasionen die Basalmembran
durchbrochen haben und ins umgebende Gewebe infiltriert sind, bezeichnet man sie
als PDAC. Sie haben sich von einem Carcinoma in situ zu einem Adenokarzinom
entwickelt (Hezel et al. 2006). Jones et al. sequenzierten die Exone von 24 PDACs
und stellten dabei fest, dass beim Pankreaskarzinom eine Vielzahl von Mutationen
vor allem bei den 4 am haufigsten betroffenen Genen auftreten: KRAS (v-Ki-ras2
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), CDKN2A/p16, TP53 (encoding the p53
protein) und SMAD4/DPC4 (SMAD family member 4, also DPC4) (Jones et al. 2008).
Diese Ergebnisse unterstltzen die Aussagen voran gegangener Studien und wurden
durch weitere Studien belegt (Hurban et al 2000, Maitra et al. 2003, Biakin et al.
2012, Oshima et al. 2013).

Neue diagnostische, prognostische und pradiktive Tumormarker sind von
herausragender Bedeutsamkeit, um die hohen Mortalitatsraten des PDACs zu
verbessern (Hamidov et al. 2011, Neureiter et al. 2014). Hierbei ist der Einsatz von
Markern im Tumorgewebe oder im Blut im Rahmen der serologischen
Friherkennung, die Korrelation von Malignitatsgrad und Metastasierung mit
bestimmten Markern und deren Nutzung als Ansatz flr eine medikamentdse

Therapie von enormen wissenschaftlichen Interesse (Bogoevski et al. 2008).



2. Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit haben wir:

e ein grofRes, gut charakterisiertes Tumorkollektiv erstellt

e den signifikanten Einfluss der klinikopathologischen Parameter auf das
Uberleben der an PDAC erkrankten Patienten ermittelt

e die Expression der Biomarker p16, TNFRS (OPG) und ARTS im duktalen
Adenokarzinom des  Pankreas mittels = Gewebe-Mikroarray  und
Immunhistochemie untersucht

e die Auswirkungen auf das Lang- und Kurzzeituberleben (>/ < 12 Monate) der
Patienten im Zusammenhang mit der Expression der drei Biomarker
betrachtet

e die Korrelation der Biomarker miteinander und den klinikopathologischen

Parametern untersucht



3. Methodik

3.1.Patientendaten

Die Datensatze und Gewebeproben dieser Arbeit entstammen dem Tumorkollektiv
der Universitatskliniken Jena, Regensburg und Dresden. Die Patientendaten der
Universitaten wurden zu einem gemeinsamen Datensatz zusammengefasst. Die
Tabellen beinhalteten folgende Angaben: Alter, Geschlecht, Herkunft, TNM-

Klassifikation, UICC-Stadium, histologische Graduierung und Resektionsrandstatus.

3.2.TMA-Herstellung

Zur erleichterten und schnelleren Auswertung der Gewebeschnitte wurde ein
Gewebe-Micro-Array (TMA= tissue-micro-array) angefertigt (Knosel et al. 2005, Cui
et al. 2011). Die TMA-Herstellung und eine H&E-Farbung zum Nachweis von
Tumorgewebe erfolgten nach standardisierten Bedingungen im Labor des
pathologischen Institutes der Universitatsklinik Jena und im Labor der Poliklinik fur
Viszeral-, Thorax- und Gefal3chirurgie Dresdens.

Aus den in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurde mit Hilfe eines Gewebe-
Array-Stanzgerats jeweils ein Zylinder des Tumorgewebes ausgestanzt. Im
Empfangerblock, der auch aus Paraffin besteht, wurde ein gleich groRer Zylinder
entfernt, in den die Gewebeprobe eingebracht wurde. Von diesem TMA-Paraffinblock
wurden Serienschnitte angefertigt. Diese wurden im Anschluss auf Objekttrager
aufgebracht und mit den jeweiligen Markern angefarbt. Die Anfarbung der TMAs mit
den Biomarkern TNFRS und p16 wurden im pathologischen Institut des
Universitatsklinikums Jena durchgefuhrt. Der Biomarker ARTS wurde im Labor der
Poliklinik flr Viszeral-, Thorax- und Gefalichirurgie Dresdens angefarbt. Zu jedem
Patienten aus Dresden gab es 3 Gewebeproben, in Regensburger Kollektiv sind es 2
und in Jena 1 pro Patient. Die immunhistochemische Farbung wurde nach
Standardmethoden durchgefuhrt mit den Antikorpern gelistet in Tabelle 1 fur ARTS,
TNFRS und p16. Zunachst wurden die Stanzen entparaffiniert und anschliefend die
Proteinstruktur demaskiert, um die Bindung mit den spezifischen monoklonalen

Antikdrpern zu ermoglichen.
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Die Gewebeproben wurden danach mit den Antikdrpern inkubiert. Die Verdunnung,
die Produktnummer sowie der Hersteller sind der Tabelle 1 zu entnehmen. Nach
Spllung mit Leitungswasser wurde TBS (Tris Buffered Saline) in 20facher
Verdunnung mit destillietem Wasser aufgebracht. Im anschlielenden Schritt wurde
mit Primary Antibody Enhancer (Ultra Vision LP Kit) inkubiert. Nach erneuter
Waschung wurde HRP-Polymer (Ultra Vision LP Kit) zugegeben. Nach Waschung
folgte im funften Schritt die Entwicklung mit 3,3’ — Diaminobenzidin (DAB). DAB wirkt
in Anwesenheit des Enzyms Peroxidase chromogen. Dadurch werden die

Peroxidase und somit auch das Antigen sichtbar.

Tabelle 1: Antikdrper der Immunhistochemie

Antigen Hersteller Produkt-Nummer Verdunnung
ARTS Chemicon AB4512 1:100
TNFRS LSBio LS-B2078 1:50
p16 Diagnostic Biosystems JC8 PDM 137 1:100

3.3.Auswertung

Die Auswertung fand per Computer mit Hilfe des npd.view-Programmes von
Hamamatsu Version 1.1 27 statt. Dafur wurden die TMAs im Institut fir Pathologie
der Friedrich-Schiller-Universitat mit Hilfe des Scanners ,Nano Zoomer 2. OHT" von
Hamamatsu registriert und digitalisiert. Bei unklarer Diagnose wurde auf ein
Mikroskop zurtick gegriffen oder das TMA zur zweiten Meinung eingeschickt.

Das Grading erfolgte durch Einteilung der Farbintensitat in einem 4-stufigem Score:
0= keine Farbung, 1= schwache Farbung, 2= moderat und 3= starke Farbung. Bei
jedem Patienten wurden Median, Maximum, Minimum und Durchschnitt ermittelt. Bei
der statistischen Auswertung wurde jeweils der Maximalwert der Expression der

Patienten verwendet.
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3.4.Immunhistochemie

3.4.1. p16

6" 4 ist ein 16 kDa schweres Tumorsuppressorprotein, dass seine inhibitorische

p1
Funktion am G1/S-Phasen-Kontrollpunkt des Zellzyklus ausubt (Hezel et al. 2006, Li
et al. 2012). Es wirkt als Hemmer der Cyclin-D abhangigen Kinasen CDK4 und CDK6
(Serrano et al. 1993). Die Aufgabe dieser Kinasen ist es die Mitglieder der
Retinoblastom(Rb)-Familie durch Phosphorylierung zu aktivieren, damit diese den
Ubergang in die S-Phase einleiten (Cobrinik et al. 1992, Attri et al. 2005, Li et al.
2012). Beim Funktionsverlust von p16™¢* fehlt somit dem Zellzyklus ein wichtiger
Regulator und resultiert in der Entstehung von malignen Tumoren vieler Organe wie
dem Kolon, der Leber, der Lunge, Weichgewebetumoren und der Mamma (Chang et
al. 2010, Kriegl et al. 2011, Wang et al. 2012, Tam et al. 2013, Kndsel et al. 2014).

6NK4 ein initialer Schritt im

Auch beim PDAC ist der Expressionsverlust von p1
Prozess der Kanzerogenese (Li et al. 2012). Hierbei kommt es durch Punktmutation,
Deletion innerhalb des Genes oder Hypermethylierung des Promoters in 80% - 98%
zu einer Veranderung des p16-Genlocus (Schutte et al. 1997, Rozenblum et al 1997,
Attri et al. 2005, Singh et al. 2011, Shao et al. 2014). Der genetische Abschnitt von
p16™K* liegt auf dem CDKN2a-Locus des Chromosoms 9p21, der fir 2
Tumorsuppressorproteine codiert: p16™“ und p14"%F (Serrano et al. 1993).
Patienten, die unter dem genetisch vererbbaren FAMM-Syndrom leiden und somit
Mutationen im Tumorsupressorgen INK4 aufweisen, besitzen ein 13-fach erhdhtes
Risiko einen Pankreaskarzinom zu entwickeln (Goldstein et al. 2004, Lynch et al.

K4 4°RF auf dem

2010). Obwohl die beiden Tumorsuppressorproteine p1 und p1
gleichen Genlocus liegen, betrifft die erwahnte Genveranderung interessanterweise
bevorzugt p16™<* (Rozenblum et al. 1997). Der Expressionsverlust von p16 findet
bereits ab dem Stadium PanIn2 der Vorlauferlasionen des PDACs statt: Je hoher der

64 und die Kontrolle tiber

Grad der Dysplasie, desto geringer die Expression von p1
den physiologischen Ablauf der Zellproliferation (Moskaluk et al. 1997, Fukushima et
al. 2002, Oshima et al. 2013). Somit ist der Funktionsverlust von p16™¢* als
Tumorsuppressorprotein ein Schlissel an der Schwelle zu hdher gradigen
Dysplasien und somit bei der Tumorentstehung (Hezel et al. 2006, Chang et al.

2014).
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3.4.2. TNFRS (OPG)

Osteoprotegerin (OPG) ist ein Mitglied der Tumor-Nekrosen-Faktor(TNF)-Rezeptor-
Superfamilie (TNFRSF) und tragt somit auch die Bezeichnung TNFRS11B (Emery et
al. 1998, Kanzaki et al. 2013). TNFRSF-Mitglieder sind an vielen Prozessen im
Korper beteiligt vor allem jedoch an der Apoptose und der Entzindungsreaktion
(Kwon et al. 2003, Sedy et al. 2015). Als einziges Mitglied dieser Gruppe verflgt
OPG jedoch nicht Uber die fur die Bindung von TNF wichtige transmembrandse
Domane und wird aullerdem in die extrazellulare Matrix sezerniert (Yonou et al.
2007, Zauli et al. 2008). OPG hauptsachlich bekannt fur seine Schlusselrolle in der
Knochenhomoostase besitzt zusatzlich die Funktion TRAIL ein proapoptotisches
Protein zu binden und somit die Apoptose zu verhindern (Weichhaus et al. 2014).
OPG Dbesetzt eine Schlusselrolle im RANK/RANKL/OPG-System, welches
malfdgeblich am Knochenauf- und -abbau beteiligt ist (Corey et al. 2005, Cody et al.
2013). Das transmembrandse Protein RANKL bindet normaler Weise an seinen
Rezeptor RANK und regt durch eine Signalkaskade Stammzellen zur
Osteoklastendifferenzierung an (Lacey et al. 1998, Rafiei et Komarora 2013). OPG
hingegen wirkt als Pseudorezeptor von RANKL und verhindert durch dessen
Bindung die Osteoklastendifferenzierung, es kommt so zu Osteopetrosis (Simonet et
al. 1997, Chen et al. 2006, Rafiei et Komarora 2013). In vielen Studien wurde ein
verandertes RANKL/OPG-Verhaltnis in  Tumorarten mit einer hohen
Knochenmetastasierungsrate nachgewiesen, wie beispielsweise bei Brust- und
Prostatakarzinomen (Armstrong et al. 2008, Cody et al. 2013, Rafiei et Komarora
2013, Ney et al. 2013). Die antiapoptotische Funktion von OPG ist gegeben durch
die Fahigkeit ein weiteres Mitglied der TNFR-Superfamilie inhibitorisch zu binden:
TRAIL (Tumor Nekrosis Factor Related Inducin Ligand), einem proapoptotischen
Protein (Emery et al. 1998, Zauli et al. 2009). Aktiviertes TRAIL leitet durch Bindung
an seine Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Gber die Kaspasen 3, 6, 7 und 8 den
Zelltod ein und ist der wichtigste Mediator der extrinsischen Apoptose (Lane et al.
2013). Die TRAIL-induzierte Apoptose findet in vielen Karzinomen statt und
verschont weitestgehend gesunde Zellen (Yagita et al. 2004, Holoch et al. 2009,
Stuckey et al. 2013).
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Dieser intensiv erforschte Therapieansatz hat jedoch bei vielen Tumorarten das
Problem, dass Tumorzellen eine Resistenz gegen TRAIL entwickeln (Tsukamoto et
al. 2011). Einige Studien konnten belegen, dass OPG die TRAIL-induzierte Apoptose
blockiert und somit das Uberleben der Tumorzelle sichert (Emery et al. 1988, Holen
et al. 2002). In diesem Zusammenhang ist die erhdhte OPG-Sekretionsrate der
Tumorzellen vor allem in Prostata-, Mama- und Kolon-Karzinomen zu erklaren (Holen
et al. 2002, Neville-Webbe at al. 2004, Goncharenko-Khaider et al. 2010). Auch im
Pankreas stellten Satoh et al. in einer in-vitro Studie fest, dass 60% aller im Stadium
4 befindlichen PDAC Osteoprotegerin exprimiert haben, wahrend die gesunden
Zellen keine erhohte Expressionsrate aufwiesen (Satoh et al. 2001). Deswegen
entwickelt auch das PDAC eine Resistenz gegen TRAIL (Sahu et al. 2011, Yuan et
al. 2013). Kanzaki et al. haben in ihrer Studie beweisen koénnen, dass eine
Verminderung des OPG-Serumspiegels in einem besseren Ergebnis der TRAIL-
basierten Therapie resultiert (Kanzaki et. al 2013). Beide Funktionen von OPG
konnten fur die Entstehung eines PDAC relevant sein, da das PDAC mit einer
variierenden Wahrscheinlichkeit von 5-20% Knochenmetastasen bildet (Hatfield et al.
1976, Iguchi et al. 2004, Borad et al. 2009). Die Rolle von OPG in der
Tumorentstehung des PDACs ist jedoch bis heute nicht genugend erforscht (Kanzaki
et al. 2013). Auch die Bedeutung der signifikant erhohten OPG-Blutserumwerte bei

Pankreaskarzinompatienten ist noch ungeklart (Lipton et al 2002, Brand et al 2011).

3.4.3. ARTS

ARTS (Apoptosis-related-protein in the TGF-beta signaling pathway) ist ein
proapoptotisches Tumorsuppressorprotein und gehort zur Familie der |AP-
Antagonisten (Gottfried et al. 2004). Diese Gruppe von Proteinen leiten durch
inhibitorische Bindung der IAPs an ihr N-terminales Ende (IBM= IAP-bindendes
Motiv) die Apoptose ein (Shi et al. 2004).

Inhibitoren der Apoptotischen Proteine (=IAPs) sind hingegen eine Familie von
Proteinen, die durch Inhibierung proapoptotischer Kaspasen das Uberleben der Zelle
sichern (Salvesen et Duckett 2002, Garcia-Fernandez et al. 2010). Das im Zytosol
befindliche XIAP ist das Starkste der bekannten IAPs. Es enthalt 3 BIR-Domanen,
mit denen es die Kaspasen 3, 7 und 9 permanent an sich bindet und damit den in-

und extrinsischen Apoptoseweg blockiert (Ryoo et al. 2000, Steller et al. 2008).
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Aufgrund seiner Funktion konnte in vielen Studien ein erhdhtes Level von XIAP in
verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden (Eckelmann et al. 2006, Krepela
2009, Zhou et al. 2013). XIAP sowie weitere IAPs wurden von verschiedenen
Studien als potentielles Ziel in der Tumortherapie erforscht (Vince et al. 2007, Schile
et al. 2008, Katragadda et al. 2013).

ARTS ist an der aulleren Mitochondrienmembran lokalisiert. Durch Apoptosesignale
induziert diffundiert es in das Zytosol (Edison et al. 2012). Dort bindet es an die BIR3-
Domaine von XIAP und aktiviert dadurch indirekt die Kaspasen 3, 7 und 9, die die
Apoptose einleiten (Garrison et al. 2011, Bornstein et al. 2012). Die typische IBM-
Stelle der IAP-Antagonisten fehlt ARTS (Edison et al. 2012). Gottfried et al. konnten
in ihrer Studie jedoch ein 27 Basen langes Stiuck am C-Terminus nachweisen, mit
dem es XIAP trotzdem an sich binden kann (Gottfried et al. 2004). Auf genetischer
Ebene handelt sich bei ARTS um eine durch Splicing entstehende Variante des
Sept4-Genes (Larisch et al. 2000, Gottfried et al. 2004). Somit Mitglied der Septin-
Familie ist ARTS durch seine Funktion als Tumorsupressor und die Moglichkeit der
IAP-Bindung einzigartig in dieser flr die Zytoskelettauf- und -abbau bekannten
Gruppe (Larisch et al. 2000, Macara et al. 2002). ARTS wurde urspringlich in einer
Studie auf der Suche nach Genen entdeckt, die induziert von TGF- Apoptose
auslosen (Larisch et al. 2000). Spater wurde in verschiedenen Studien
nachgewiesen, dass ARTS durch weitere Signale getriggert den Zelltod auslost
(Elhasid et al. 2004, Gottfried et al. 2004). Fuchs et al wiesen in ihrer Studie nach,
dass ARTS auch fur die Apoptose in Stammzellen zustandig ist (Fuchs et. al 2013).
Mehrere Studien haben einen Zusammenhang zwischen vermindertem ARTS-Level
und der Malignitat von Tumoren nach gewiesen: Elhasid et al. haben in ihrer Studie
beweisen kdnnen, dass in akuter lymphatischer Leukamie die Expression von ARTS
verloren geht (Elhasid et. al 2004). Sept4/ARTS defizitare Mause haben ein
beschleunigtes Tumorwachstum (Garcia-Fernandez et al. 2010). Lee et al. haben in
ihrer Studie jedoch keinen Zusammenhang zwischen der Mutation des P-Loops im
ART-Gen und der Tumorentstehung im Magen, der Lunge oder der Leber
nachweisen kénnen (Lee et. al 2006). Uber den Zusammenhang von ARTS im PDAC

gibt es keine uns bekannten Studien.
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3.5. Statistische Methoden

Die statistische Aufarbeitung der Daten erfolgte mit Hilfe der ,SPSS fur Windows"
Software Version 19 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Verteilungsunterschiede
wurden mittels xz-Test bestimmt. Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05
angesehen. Die Uberlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier-Methode
berechnet. Startzeitpunkt fiir die Berechnung der Uberlebensraten war das
Diagnosedatum. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlielich die beobachteten
(rohen) Raten fiir das Uberleben berechnet. Bei dieser Methode wird lediglich der
Tod des Patienten als Zielereignis gewertet. Die Kaplan-Meier-Uberlebensraten
wurden mittels log Rank Test verglichen. Fur die multivariate Analyse wurde ein Cox-

Regressionsmodell (schrittweise vorwarts) berechnet.
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4. Ergebnisse

Es standen 395 Datensatze aus den Kliniken Regensburg, Jena und Dresden zu

Verflugung.

Tabelle 2: Ubersicht Giber die verfligbaren Daten

Gultig Fehlend Prozente
Ort 395 0 0,00%
Tod 355 40 10,13%
Adenokarzinom 371 24 6,08%
Sex 358 37 9,37%
Alter in Jahren 358 37 9,37%
pT 354 41 10,38%
pN 353 42 10,63%
M 358 37 9,37%
G 346 49 12,41%
Stadium 351 44 11,14%
R 349 46 11,65%
p16 360 35 8,86%
TNFRS 364 31 7,85%
ARTS 365 30 7,59%

Im Durchschnitt fehlte bei etwa 10% eines

der fir die Analyse erforderlichen

Merkmale. Als unverzichtbar wurden alle Merkmale in der Tabelle aul3er Graduierung

und p16 angesehen, wobei in der Mehrzahl mehr als ein Merkmal fehlte.

-17 -




2004 197

150 -
L=
3]
x
=
L d
= 100
(S
T 77
50 A

w
o
N
~
=
©

R1/R2
TNM fehlt
R fehlt
PMA

=)
nicht gefarbt -

ausgewahlt

UEZ < 90 Tage ([N N
o
Papillen_Ca - Y
IPMN I 3]
f Y
!

Abbildung 4: Grinde fur den Ausschluss aus der definitiven Analyse bei der

Uberlebenszeitprognose

Aus der Analyse und Korrelation der klinischen Daten und der Expression der
Biomarker wurden alle fehlenden Werte ausgeschlossen, so dass 292 Datensatze
Ubrig blieben. Als unzuldssig galten alle Gewebeproben, die kein pankreatisch
duktales Adenocarcinoma waren (n= 24), keine TNM-Klassifikation besalen (n= 30)
oder auf Grund fehlender Farbung nicht auswertbar waren (n=27). Desweiteren
wurden alle TMAs nicht gewertet, bei denen die Patienten eine UEZ< 90 Tage
postoperativ aufwiesen, da dies als postoperative Mortalitat gewertet wird.
Hinzuzufugen ist, dass 5 Werte bei der Graduierung und 3 Werte bei der
prozentualen Farbung von p16 fehlen. Bei den Uberlebenszeitanalysen wurden
zusatzlich alle Werte von R1 (n= 9), R2 (n= 2) und M1 (n= 19) auf Grund der nicht
aussagekraftigen Fallzahl ausgeschlossen, so dass das Patientenkollektiv hier 197

Patienten beinhaltete.
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4.1.Klinische Daten der Patienten

Tabelle 3: Ubersicht tiber die klinischen Daten der Patienten

Haufigkeit Prozent (%)

Jena 113 38,7
Herkunft Regensburg 71 243

Dresden 108 37,0

mannlich 156 53,4
Geschlecht

weiblich 136 46,6

<65 Jahre 132 452
Alter in Jahren

65 Jahre und alter 160 54,8

lebt 37 12,7
Tod

tot 255 87,3

Die Gesamtzahl aller Patienten betrug 292 Falle nach Ausschluss fehlender
Merkmale. In unserem Kollektiv befanden sich 113 Patienten aus Jena, 71 aus
Regensburg und 108 aus Dresden, was eine Verteilung von 38,7% aus Jena, 24,3%
aus Regensburg und 37% aus Dresden bedeutete. 53,4% der Patienten sind
Manner, 46,6% waren weiblich. Bei der Altersverteilung waren 45,2% Patienten in
unserem Kollektiv jinger als 65 und 54,8% 65 Jahre alt oder alter. Bis zum Zeitpunkt
der Datenerhebung lebten noch 12,7% der Patienten, welches eine Sterberate von
87,3% bedeutet.
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Abbildung 5: Altersverteilung des Patientenkollektives
Die Altersverteilung unseres Patientenkollektives zeigt auf, dass das Maximum bei

85 Jahren und das Minimum bei 32 Jahren lagen. Der Altersmedian unserer

Patienten betrug 65 Jahre.
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4.2. TNM-Klassifikation und Grading

Tabelle 4: Ubersicht tiber die Ergebnisse der pathologischen Begutachtung

G1 14 4.8%
G2 115 39,4%
Graduierung G3 157 53,8%
G4 1 0,3%
fehlend 5 1,7%
" MO 273 93,5%
M1 19 6,5%
pT1 6 2,1%
pT2 50 17,1%
pT
pT3 228 78,1%
pT4 8 2, 7%
pNO 94 32,2%
pN
pN1 198 67,8%
Stadium | 18 6,2%
. Stadium I 249 85,3%
Stadium -
Stadium Il 6 2,1%
Stadium IV 19 6,5%
RO 222 76,0%
R-Klassifikation R1 49 16,8%
R2 21 7.2%

Insgesamt standen bei der pathologischen Begutachtung von der Graduierung und
der TMN-Klassifikation 292 Patienten zur Verfugung. Bei der histologischen
Graduierung befanden sich die meisten Patienten im Stadium 2 (n=115) oder 3
(n=157), wobei anzumerken ist, das 5 Werte fehlten. Nur 19 Patienten (n=6,5%)
wiesen zur Zeit der Diagnose bereits Fernmetastasen auf, daftr hatten bereits 67,8%
einen Lymphknotenbefall (n=198). Die TumorgroRe war in 80,8% der Falle schon im
T3- (n=228) oder T4- (n=8) Stadium. Bei 76% der Patienten war postoperativ kein
mikroskopischer Rest des PDACs nachweisbar (R0=222). Bei der
Uberlebenszeitanalyse wurden wegen zu geringer Fallzahl R1/R2 und M1

ausgegliedert.
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4.3.Expression der Biomarker

Bei der Expression der Biomarker wurde in einem 4-stufigem Score die
Farbintensivitat ermittelt:
0= keine Farbung, 1= schwache Farbung, 2= moderat und 3= starke Farbung.

Hierbei handelte es sich bei allen Biomarkern um zytosolische Farbungen.

Abbildung 6: Immunhistologie p16
Auswertung der Expression des Biomarkers p16
0= keine Farbung, 1= schwache Farbung,
2= moderat und 3= starke Farbung
(Bildherstellung mit npd.view von Hamamatsu,
10-fache bzw. 20-fache Vergrofierung)
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Abbildung 7: Immunhistologie TNFRS (OPG)
Auswertung der Expression des Biomarkers TNFRS (OPG)
0= keine Farbung, 1= schwache Farbung,
2= moderat und 3= starke Farbung
(Bildherstellung mit npd.view von Hamamatsu,
10-fache bzw. 20-fache Vergrofierung)
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Abbildung 8: Immunhistologie ARTS
Auswertung der Expression des Biomarkers ARTS
0= keine Farbung, 1= schwache Farbung,
2= moderat und 3= starke Farbung
(Bildherstellung mit npd.view von Hamamatsu,
10-fache bzw. 20-fache Vergrofierung)
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Tabelle 5: Expression der Biomarker p16, TNFRS(OPG), ARTS

Expressionsgrade | Absolute Anzahl Prozentualer Anteil
0 202 69,2
1 46 15,8
p16-Expression
2 33 11,3
3 11 3,8
0 202 69,2
1 32 11,0
p16-Prozente
(nach Remmele) 2 32 11,0
3 23 7,9
fehlend 3 1,0
0 4 1,4
1 131 44,9
TNFRS-Expression
2 135 46,2
3 22 7,5
0 20 6,8
1 131 44,9
ARTS-Expression
2 116 39,7
3 25 8,6

Bei p16 zeigten 69,2% der Falle (n=202) keine Expression (Score 0). Bei TNFRS und
ARTS wurde etwa die Halfte nicht oder minimal (Score 1/2) angefarbt und die

andere Halfte mittelmalig oder stark (Score 2/3).
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4.4.Uberlebenszeitanalyse

Bei der uni- und multivariaten Analyse wurden alle Falle ausgeschlossen, bei denen
die Uberlebenszeit postoperativ weniger als 90 Tage betrug, weil dieses als
perioperatives Versterben gewertet wird. Desweiteren wurden bei der

Uberlebenszeitanalyse wegen zu geringer Fallzahl R1/R2 und M1 ausgegliedert.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate aller 197 Patienten der Gesamtgruppe betragt 8 + 2%

bei einer medianen Uberlebenszeit von 15 Monaten.

1,01

0,57

0,6

Kum. Uberleben

02—

o0 T T T T T T
0 12 24 36 435 &0 72

Monate nach Diaghose

Abbildung 9: 5-Jahres-Uberlebensrate
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Tabelle 6: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit vom Ort

Ort Gesamtzahl
Jena 93
Regensburg 43
Dresden 61
Gesamt 197

93 Patienten stammten aus Jena, 43 aus Regensburg und 61 aus Dresden, so dass
der Patientenpool 197 Patienten umfasst. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den Patienten der drei Kliniken und der Uberlebensrate.

1,0 Ort
=7 lena
=F1Regenshurg
Dresden
0,87
=
@
£
& 067
[
@
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2
£
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0,27
0,0 T T T T T T
0 12 24 35 48 &0 72

Abbildung 10: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit zum Ort
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4.4.1. Uberleben in Abhingigkeit von klinischen Daten

Tabelle 7: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit vom Geschlecht

Geschlecht Gesamtzahl
mannlich 104
weiblich 93
Gesamt 197

Bei einer Gesamtfallzahl von 197 Fallen sind 52,8% (104) der Patienten mannlich,

47,2% sind weiblichen Geschlechtes. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz.

1,07
Sex
= ¥ mannlich
= Tyeiblich
= mannlich-zengiert
0.87 = weiblich-zensiert
| =
@
e 0,67
@
=]
|
£
3
X 047
0,21
00 T T T T T T
i 12 24 s} 48 6o 72

Months after diagnosis

Abbildung 11: Uberlebensfunktion in Abhéangigkeit zum Geschlecht, p=0,149
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Tabelle 8: Einteilung in Altersgruppen

Alter in Mediane <55 Jahre | 55-64 Jahre | 65-69 Jahre
Gesamtzahl - .
Jahren Uberlebenszeit p p p
<55 38 27
55-64 57 18 0,542
65-69 52 18 0,032 0,124
>70 50 14 0,081 0,136 0,865
Gesamt 197 18

Einteilung der Altersklassen erfolgte in 4 Gruppen: <55, 55-64, 65-69 und >70 Jahre.
Unter 55-jahrige Patienten wiesen eine signifikant bessere Uberlebenschance
(p=0,032) auf gegenuber der Gruppe von 65-69 Jahren. Alle anderen Korrelationen

ergaben keine Signifikanz.

Alter 4

=d V=55
=i 155-64
G5-69
=170 und atter
—— <55-zensiert
{~ 55-64-zensiert
G5-69-zensiert
{70 und alter-zensiert

Kum. Uberleben

00 T T T
0 12 24 26 48 B0 72

Months after diagnosis
Abbildung 12: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit zur Altersgruppe
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4.4.2. Uberleben in Abhiingigkeit von TNM-Klassifikation und
Graduierung

Bei der Graduierung wurden Grade 1/2 und 3/4 zusammengefasst. Von 195
Patienten wurden 105 in der high-Grade-Gruppe (Grad 3/4) eingeordnet und 90 in
der low-Grade-Gruppe (Grad 1/2). Hierbei zeigte sich ein statistisch signifikanter

Unterschied von p<0,001.

Tabelle 9: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit zum Grading

Graduierungs-Gruppe Gesamtzahl
Low 90
High 105
Gesamt 195
1,07
Grad_grupp
w0 W
=T high
= low-zensiert
D,B' = high-zensiert
| ==
L 1]
e 0,67
o
=]
D
£
=
x (044
0,2
00 T T T T T T
i 12 24 36 48 G0 72

Months after diagnosis

Abbildung 13: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit zu low/high grade, p<0,001
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Beim Nodalstatus wiesen 66 Patienten keinen Lymphknotenbefall auf und 129 hatten

einen positiven Befund. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz.

Tabelle 10: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit vom Nodalstatus

Nodalstatus Gesamtzahl
pNO 66
pN1 129
Gesamt 195
1.07
ph
= 1ph0
= ph1
{— pMi-zensiert
D,B— {= pM1-zensiert
=
@
o 06
@
AL
D
=
=3
x (044
0,29
00 T T T T T T
0 12 24 36 48 g0 2

Months after diagnosis

Abbildung 14: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit zum Nodalstatus, p=0,148
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Im Patientenpool befanden sich 17 Falle im UICC-Stadium |. Stadium |l und Il
wurden zu einer Gruppe zusammengefasst und beinhaltete 178 Falle bei einer
Gesamtzahl von 195 Fallen. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz.

Tabelle 11: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit vom UICC-Stadium

UICC-Stadium Gesamtzahl
Stadium | 17
Stadium 1I/11I 178
Gesamt 195
1,07
Stadium_grupp
=11 Stadium |
=T Stadium 11
—t— Stadium |-zensiert
0 84 = Stadium IMl-zensiert
| =
@
% 0,67
o
0
|
£
3
X 047
0,24
00 T T T T T T
o 12 24 26 45 G0 72

Months after diagnosis

Abbildung 15: Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit zum Stadium, p=0,204
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4.4.3. Uberleben in Abhiingigkeit von der Expression der Biomarker
4.4.3.1. Alle Patienten

Eine hohe Expression (Score 1/2/3) von p16 wurde einer negativen Expression
(Score 0) gegenubergestellt. Bei einer Gesamtzahl 197 Fallen waren 138 (Score 0)
nicht exprimiert und 59 (Score 1/2/3) exprimiert. Das Ergebnis des Vergleiches der

Uberlebenskurven mittels Log-Rank-Test wies keine statistische Signifikanz auf.

Tabelle 12: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit von der p16-Expression

p16 Gesamtzahl
negativ 138
positiv 59
Gesamt 197
1.0
pl6_grupp
= Vnegativ
= Tpositiv
= negativ-zensiert
0 &7 = positiv-zensiert
c
o
@ 067
@
o
|
=
=
£ 047
0,29
00 T T T T T T
0 12 24 26 48 60 72

Months after diagnosis
Abbildung 16: Uberlebensfunktion in Abhéangigkeit zur Expression von p16,

p=0,377
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Bei der Einteilung der TNFRS-Expression wurden Score 0/1 und 2/3 zusammen
gefasst. Bei einer Patientenzahl vom 197 wurden 87 Falle in der ersten und 110 Falle
in der 2. Gruppe zusammen gegliedert. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz.

Tabelle 13: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit von der TNFRS-Expression

TNFRS Gesamtzahl
0/1 87
2/3 110
Gesamt 197
1,07
THFRS _grupp
=01
=123
{0 1-zensiert
D,B' {2 3-zensiert
|
O
@ 06
@
L
D
E
=3
< 047
0,2
0o T T T T T T
0 12 24 26 48 g0 72

Months after diagnosis
Abbildung 17: Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit zur Expression von TNFRS,

p=0,154
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Bei der Expression von ARTS wurden Score 0/1 und 2/3 zusammen gefasst. Hierbei
gehorten von 197 Fallen n=106 zur Gruppe 1 und n=91 zur Gruppe 2. Das Ergebnis
der Korrelation mit der Uberlebensrate ergab keine Signifikanz.

Tabelle 14: Anzahl der Patienten in Abhangigkeit von der ARTS-Expression

ARTS Gesamtzahl
0/1 106
2/3 91
Gesamt 197
1,07
ARTS_grupp
=01
=123
-+ 01-zensiert
D,B' {2 3-zensiert
=
o
@ 06
@
o
D
E
3
x J47
0,2
00 T T T T T T
i 12 24 36 45 G0 72

Months after diagnosis

Abbildung 18: Uberlebensfunktion in Abhéngigkeit von der Expression von ARTS,
p=0,294
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4.4.3.2. Patienten mit minimaler Uberlebenszeit (<12 Monate)

Bei der minimalen Uberlebenszeit wurden alle Falle mit einer Uberlebenszeit unter 12
Monaten (n=146) mit der Expression der Biomarker korreliert. Eine hohe p16-

Expression zeigte eine Tendenz zum besseren Uberleben der Patienten (p=0,067).

Tabelle 15: Expression von p16 bei minimaler Uberlebenszeit

p16 Gesamtzahl p
negativ 105 0,067
positiv 41
Gesamt 146
1,07
plE_grupp
=Fnegativ
= positiv
0,87
| =
L1 1]
2 0,67
@
L
)
E
=
x (047
0,29
00 T T T T T T
0 12 24 s} 48 60 72

Months after diagnosis

Abbildung 19: Uberlebensfunktion in Abhéangigkeit der Expression von p16

bei minimaler Uberlebenszeit, p=0,67
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Bei der Korrelation der TNFRS-Expression mit minimaler Uberlebenszeit (<12

Monate) wurden die schwache Farbung (Score 0/1) der starken (Score 2/3)

gegenuber gestellt. Das Ergebnis wies keine Signifikanz auf.

Tabelle 16: Expression von TNFRS bei minimaler Uberlebenszeit (<12 Monate)

TNFRS Gesamtzahl p
01 69 0,127
2/3 77
Gesamt 146
1,07
THNFRES_grupp
=01
23
{—0,1-zensiert
[:],8— {2 3-zensiert
c
O
2 0,67
o
0
2
E
3
< 047
0,29
oo T T T T
] 12 24 26 45

Months after diagnosis

Abbildung 20: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit der Expression von TNFRS

bei minimaler Uberlebenszeit, p=0,127

-37-




Bei der Korrelation der ARTS-Expression mit der minimalen Uberlebenszeit (<12
Monaten) wurde die Score 0/1 und Score 2/3 zusammengefasst, um die schwache
Expression mit der Starken zu vergleichen. Hierbei war keine Signifikanz ermittelbar.

Tabelle 17: Expression von ARTS bei minimaler Uberlebenszeit (<12 Monate)

ARTS Gesamtzahl p
01 78 0,256
2/3 68
Gesamt 146
1,07
ARTS grupp
=101
123
{0 1-zensiert
D,B' {2 3-zensiert
|
@
2 0,67
@
L
D
E
=3
< 047
0,2
0o T T T T T T
0 12 24 26 48 g0 72

Months after diagnosis

Abbildung 21: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit der Expression von ARTS

bei minimaler Uberlebenszeit, p=0,256
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4.4.3.3. Kombinationen der Biomarker

Bei der Kombination der Biomarker wurde der Zusammenhang der Expression der
Biomarker untereinander mit der Kurzzeitliberlebensrate (<12 Monate) untersucht.
Die Korrelation von p16 und TNFRS ergab bei der Kombination beide stark
exprimiert gegen beide schwach exprimiert (p=0,024) und bei der Kombination beide
stark exprimiert gegen nicht gleichsinniger Expression eine statistisch relevante

Signifikanz (p= 0,004).

Tabelle 18: Kombination der Biomarker p16 und TNFRS

p16 und TNFRS Gesamtzahl beide schwach beide stark
beide schwach 53
beide stark 25 p=0,024
nicht gleichsinnig 68 p=0,795 p=0,004
Gesamt 146
1,07
‘; p16_und_TNFRS
= Thejde niedrig
I T heide hoch
| nicht gleichsinnig
087 : <t beide niedrig-zensiert
1 beide hoch-zensiert
L«; nicht gleichsinnig-zensiert
c
Q
2 0,67
o
o
t
E
3
X 044 +

=

L
i _l—\_l—

T T T T T
0 12 24 36 45 72

Months after diagnosis
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Abbildung 22: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit der Kombination der Expression

von TNFRS und p16
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Die Korrelation der Biomarker p16 und ARTS ergab bei der Kombination beide
schwach exprimiert gegen eins von beidem stark exprimiert eine statistisch relevante
Signifikanz (p=0,013).

Tabelle 19: Kombination der Biomarker p16 und ARTS

p16 und ARTS Gesamtzahl p
beide schwach 59
eins von beiden stark 87 0,013
Gesamt 146
1,07
pl6_und ARTS
beid
-qn%dﬁg
L 2iNE von
08 “| beiden hoch
c
2
o 067
[
O
o
L
E
3
¥ (4
0,2
00 T T T T T T
0 13 24 36 48 G0 72

Months after diagnosis

Abbildung 23: Uberlebensfunktion in Abhangigkeit der Kombination der Expression
von ARTS und p16, p=0,013
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4.5. Multivariate Analyse

Die multivariate Analyse wurde mit Daten von 183 Patienten durchgeftihrt. Es wurde
eine minimale Uberlebenszeit von <12 Monaten als Limit gewahlt. Alle Merkmale

sind bekannt.

Tabelle 20: Ubersicht aller Merkmale

0=pNO 56
pN

1=pN1 127

1=mannlich 101
Sex

2=weiblich 82

1=<65 Jahre 93
Alter

2=65 Jahre und alter 90

0=MO0 174
M

1=M1 9

0=R0O/R1 175
R

2=R2 8

2=pT1/2 35
pT

3=pT3/4 148

1=beide niedrig 69
p16_und_ARTS

3=eins von beiden hoch 114

2=low 84
Grad

3=high 99

Durchgefluhrt wurde eine COX-Regression nach der Methode = vorwarts

schrittweise.
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Tabelle 21: Cox-Regression

95,0% Konfidenzinterv. fur Exp(B)
p Exp(B)
Untere Obere
Grade ,000 2,100 1,494 2,951
p16 und ARTS ,007 1,598 1,137 2,247

In der multivariaten Analyse stellte sich als der wichtigste unabhangige Faktor die
Graduierung des Tumors dar (p=0,000). Als zweit wichtigster unabhangiger
statistischer Faktor erwies sich die Korrelation von p16 und ARTS (p=0,007).

Keinen signifikanten Einfluss auf die Prognose hatten das Alter, die Herkunft, das
Geschlecht, der Nodalstatus, Fernmetastasen, die Tumorgroe und der
Residualstatus. Allen anderen eingesetzten Biomarkern konnte keinerlei
Beeinflussung des Krankheitsverlaufes in der multivariaten Analyse nachgewiesen

werden.
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5. Diskussion

Die Entwicklung neuer therapeutischer Wirkstoffe und eine rechtzeitige
Diagnosestellung sind beim PDAC auf Grund seiner aul3ergewohnlich niedrigen 5-
Jahres-Uberlebensrate wichtige Ziele der heutigen Tumorforschung. Daher haben wir
es uns in dieser Arbeit zum Ziel gesetzt den Einfluss der klinikopathologischen
Parameter und den Effekt der Expression der Biomarker p16, OPG (TNFRS) und
ARTS auf das Lang- und Kurzzeitliberleben (>/<12 Monate) durch Kombination von
Gewebe-Array-Verfahren (TMA) und Immunhistochemie zu untersuchen. Diese
Verfahrenskombination erlaubt ein zugiges Auswerten und Graduieren der
Gebewebeproben und besitzt somit ein hohes Mal} an Standardisierung (Graham et
al. 2008, Camp et al. 2008).

Unser gro3gewahltes Tumorkollektiv umfasste 297 Patienten, die aus den drei
Unikliniken Regensburg, Jena und Dresden stammen. Die Tissue-Mikro-Array-
Herstellung und die immunhistochemische Farbung erfolgten in den Unikliniken Jena
und Dresden. Bei der Probenauswertung wurde eine histologische Graduierung mit
Einteilung der Farbintensitat in einem vier-stufigem Score angewandt: keine Farbung
(0), schwache Farbung (1), moderate (2) und starke (3) Farbung. Die Auswertung
fand per Computer mit Hilfe des npd.view-Programmes von Hamamatsu Version 1.1
27 statt. Dafur wurden die TMAs mit Hilfe des Scanners ,Nano Zoomer 2. OHT* von
Hamamatsu registriert und digitalisiert.

Zunachst haben wir die klinikopathologischen Daten betrachtet sowie die Expression
der Biomarker untersucht. AnschlieBend fuhrten wir eine univariate Analyse der
klinikopathologischen Parameter und der einzelnen Biomarker im Zusammenhang
mit der Uberlebensrate durch. Desweitern kombinierten wir die Biomarker mit dem
Kurzeituberleben der Patienten(<12 Monate), um eventuelle statistisch relevante
Korrelationen zu erkennen. Mithilfe der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox
wurden klinikopathologische sowie immunhistologische Faktoren gesucht, die einen
unabhéngigen statistisch signifikanten Einfluss auf das Uberleben haben. Die
statistische Aufarbeitung der Daten erfolgte mit Hilfe des ,SPSS fur Windows*
Software Version 19. Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05 angesehen.
Die Uberlebenskurven wurden mittels Kaplan-Meier-Methode berechnet und mittels
Log-Rank-Test verglichen. Fir die multivariate Analyse wurde ein Cox-

Regressionsmodell berechnet.
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Die Gesamtzahl aller Patienten betrug nach Ausschluss fehlender Merkmale 292
Falle. In unserem Kollektiv befanden sich 113 Patienten aus Jena, 71 aus
Regensburg und 108 aus Dresden. Der Altersmedian lag in dieser Studie bei 65
Jahren und damit niedriger als im Vergleich: Das durchschnittliche Erkrankungsalter
liegt in den USA bei 70 Jahren (Howlader et al. 2017). 53,4% der Patienten sind
Manner, 46,6% sind weiblich. Bei der Altersverteilung waren 45,2% Patienten in
unserem Kollektiv junger als 65 und 54,8% 65 Jahre alt oder alter. Bis zum Zeitpunkt
der Datenerhebung betrug die Sterberate 87,3%. Beim histologischen Grading
befanden sich die meisten Patienten im Stadium 2 (n=115) oder 3 (n=157). Nur 19
Patienten wiesen zur Zeit der Diagnose bereits Fernmetastasen auf, dafur hatten
bereits 67,8% einen Lymphknotenbefall (n=198). Die Tumorgréf3e war in 80,8% der
Falle schon im T3-(n=228) oder T4-(n=8) Stadium. Bei 76% Patienten war
postoperativ kein mikroskopischer Rest des PDACs vorhanden (R0=222).

Bei der Uberlebenszeitanalyse wurden alle Falle mit einem postoperativen Uberleben
von weniger als 90 Tage ausgeschlossen, weil dieses als perioperatives Versterben
gewertet wurde. Daher umfasste diese Gruppe noch 197 Patienten. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate betrug in unserer Studie 8 + 2%, welches sich mit der 5-Jahres-
Uberlebensrate von 8,2% aus der Studie von Howlader et al. aus 2017 deckt. Die
mediane Uberlebenszeit betrug 15 Monate.

Bei der univariaten Analyse der klinikopathologischen Parameter und deren Einfluss
auf die Uberlebensrate der Patienten stellten wir fest, dass weder Geschlecht,
Herkunft, pTNM-Klassifikation noch das UICC-Stadium einen prognostischen
Einfluss auf das Langzeitiberleben hatten. Nur eine hohere Graduierung (G1/2 vs.
G3) wies eine signifikante Korrelation mit einem kiirzeren Uberleben der Patienten
(p<0,01) auf. Rochefort et al. haben in ihrer Studie ebenfalls das histologische
Grading als einzigen signifikanten Faktor (p<0,001) konstatieren kdnnen (Rochefort
et. al 2014). Bei der Altersverteilung lebte die Gruppe der unter 55-jahrigen Patienten
im Vergleich mit den Patienten Uber 65 Jahre statistisch signifikant langer (p=0,032).
Die aktuelle Datenlage bestatigt eine bessere mediane Uberlebenszeit bei jiingeren
Patienten (Raju et al. 2015). In einigen Publikationen wurde eine gering schlechtere
Uberlebenschance bei Mannern gegeniiber dem weiblichen Geschlecht festgestellt
(Ferrone et al. 2005, Yadav et al. 2013, Howlader et al. 2017), jedoch gibt es auch
Quellen die dies so wie wir auch in dieser Arbeit nicht bestatigen kdnnen (Moghanaki
et al. 2011).
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Die Relevanz der verschiedenen pathologischen Parameter wird in der Literatur sehr
kontrovers diskutiert: Bei Moghanaki et al. wiesen die Parameter Alter,
Resektionsrand und positiver Lymphknotenstatus die grofdte statistische Signifikanz
auf (Moghanaki et. al 2011), Bogoevski et al. haben dem Grading, Stadium und
Resektionsrand die prognostisch relevanteste Aussagekraft beigemessen (Bogoevski
et. al 2008). In ihrer Studie fanden wiederum Stark et al. heraus, dass beim
Langzeituberleben ein niedriges Grading mit einer besseren Langzeitprognose
assoziiert ist (Stark et. al 2016). Diese ungenaue Datenlage der vielen verschiedenen
Studien macht eine genauere Gewichtung der klinikopathologischen Parameter
unmoglich und verhindert somit eine verlassliche Prognosestellung fur den Patienten.
Nach wie vor bendtigt man daher dringend pradiktive fruhdiagnostische Biomarker
und eine zielgerichtete Therapie, die die schlechten Uberlebensraten des duktalen
Adenokarzinomes des Pankreas signifikant verbessern.

Daher Uberpruften wir die Expression der Biomarker p16, ARTS und TNFRS (OPG)
auf Proteinebene und korrelierten dies mit der Uberlebensrate unserer Patienten. Bei

der Probenanalyse des Biomarkers p16™K*

wurden aufgrund der hohen Anzahl
ungefarbter Proben die negativen Farbungen den Positiven in Abhangigkeit zur
Uberlebensrate (Score 0 gegen 1/2/3) gegeniiber gestellt. Bei einer Gesamtanzahl
von 197 Fallen waren 138 nicht angefarbt, 59 hatten eine positive Farbung. Dies
bedeutet, dass eine negative Expression von p16™<* bei 70% aller Patienten vorlag.
In der Literatur wurde in den vielen existierenden Studien sehr unterschiedliche
starke Expression von p16™<* festgestellt. Xiang et al hatten ein Ergebnis in ihrer
Studie von 142 Fallen mit positiver (59%) und 99 (41%) mit negativer Expression
(Xiang et. al 2016). Bei Ohtsubo et al. wiesen nur 23% der PDAC-Gewebeproben
keine Farbung auf (Ohstubo et. al 2003). Hustinx et al. haben einen Prozentsatz von
90%igem Funktionsverlust im invasiven Pankreaskarzinom erhalten (Hustinx et. al

64 in der Literatur zwischen 30%

2005). Obwohl der Expressionssverlust von p1
bis Uber 90% liegt, weisen die meisten Studien Ergebnisse zwischen 80-90% auf
(Singh et al. 2011). Unser Wert lang mit circa 70%-iger Expression knapp darunter.
Das Tumorsuppressorprotein p16™* fungiert im Zellzyklus als Kontrollmechanismus
am G1/S-Phasenpunkt. Dessen Expressionsverlust spielt eine Schlusselrolle in der
Kanzerogenese des PDAC am Ubergang der Vorlauferlasionen Panin 1 zu 2 (Kanda

et al. 2012, Oshima et al. 2013).
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In unserer Studie konnten wir nachweisen, dass eine Negativitit der p16™<“-
Expression (Score=0) mit einem Trend (p=0,067) zum schlechteren Uberleben der
Patienten beim Kurzzeitiberleben (<12 Monaten) beitrug, jedoch hat sich dies nicht
fur das Langzeitliiberleben der Patienten bestatigt. Jeong et al. kamen hingegen zu
dem Ergebnis, dass keine Signifikanz zwischen dem Uberleben und Mutation von
p16 besteht (Jeong et. al 2005). Bei Xiang et al lag die mittlere Uberlebenszeit mit
positiver Expression bei 18 Monaten, bei negativer bei 16,5 Monaten, die statistische
Signifikanz betrug somit p=0,019 (Xiang et. al 2016). Auch in weiteren Forschungen
wurde eine eindeutig statistisch signifikante Korrelation (p<0,001) zwischen dem
besserem Uberleben und einer positiven p16™<*-Expression festgestellt (Gerdes et
al. 2002, Ohtsubo et al. 2003).

Der zweite von uns untersuchte Biomarker war Osteoprotegerin (TNFRS), ein
Mitglied der Tumor-Nekrosen-Rezeptor-Superfamilie. 98,3% der TMAs haben
TNFRS exprimiert. Beim der Immunhistologischen Auswertung teilten wir in einen
niedrigen Score (Score 0+1) und einen hohen Score (Score 2+3) ein. Bei einer
Patientenzahl von 197 wurden somit 87 Falle in der ersten und 110 Falle in der 2.
Gruppe zusammen gefasst. Unsere Studie ergab keine statistische Signifikanz zu
einem besseren Uberleben. Osteoprotegerin besitzt als Mitglied der TNFRS-Familie
mehrere Aufgaben im menschlichen System vor allem jedoch in der
Knochenhomdostase im Zusammenhang mit dem RANK/RANKL/OPG-System und
in der Inhibierung des proapoptotische TRAIL (Cody et al. 2012). In vielen Studien
wurde ein pathologisch verandertes RANKL/OPG-Verhaltnis in Tumorarten mit einer
hohen Knochenmetastasierungsrate z.B. bei Brust- und Prostatakrebs nachgewiesen
und als mdglicher Therapieansatz erforscht (Ney et al. 2013, Cody et al. 2012, Rafiei
et Komarova 2013, Armstrong et al. 2008). Aber ein erhdhter OPG-Spiegel wurde
nicht nur in Karzinomen mit Knochenmetastasen, auch andere Tumore wie maligne
Kolon- und Eierstocktumore weisen eine erhdhte Expression auf. In einer in-vitro
Studie von Satoh et al. wurde festgestellt, dass 60% aller im Stadium 4 befindlichen
PDAC Osteoprotegerin exprimiert haben, wahrend die gesunden Zellen keine
erhdhte Rate aufwiesen (Satoh et. al 2001). Auch andere Studien wiesen eine
erhohte OPG-Expression im PDAC nach (Sahu et al. 2011, Yuan et al. 2013). Lipton
et al. haben in ihrer Studie festgestellt, dass PDAC-Patienten einen erhohten OPG-
Serumwert besitzen (Lipton et. al 2002).
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Die Erklarung liegt mdglicher Weise in der 2. Funktion von OPG: die Inhibition von
TRAIL und somit der Verhinderung der extrinsischen Apoptose (Emerey et al. 1998).
Kanzaki et al. untersuchten in ihrer experimentellen Studie die von ihnen aufgestellte
These, dass PDAC-Zellen, die ein mutiertes K-ras besitzen, durch endogene
Expression von OPG resistent gegen TRAIL werden (Kanzaki et. al 2012). lhre
Ergebnisse bestatigten dies: eine Verminderung des OPG-Serumspiegels resultiert in
einem besseren Ergebnis der TRAIL-basierten Therapie. In einer Studie mit 333
untersuchten Patienten konnte man desweiteren durch Kombination der CA 19-9-,
ICAM-1- und OPG-Antikdrper mit einer Spezifitdt und Sensitivitat von 88-90% die
erkrankten von den gesunden PDAC-Zellen unterscheiden (Brand et al. 2011). Nolen
et al. haben hingegen in ihrer Studie 76 Biomarker im Zusammenhang mit dem
PDAC untersucht und haben nicht feststellen kdénnen, dass OPG als pradiktiver
Marker verwendbar ist (Nolen et. al 2015). Die Rolle von OPG in der
Tumorentstehung des PDACs bleibt bis heute nicht geklart (Kanzaki et al. 2013).
Auch die Bedeutung der signifikant erhohten OPG-Blutserumwerte Dbei
Pankreaskarzinompatienten ist noch unerforscht (Lipton et al 2002, Brand et al
2011). Eine genauere Datenlage, ob ein Zusammenhang zwischen der OPG-
Expression und der Uberlebensrate der Patienten besteht, fehlt. In unserer Studie
erwies sich dies als nicht statistisch signifikant weder auf das Langzeit- noch auf das
Kurzzeitiberleben der Patienten. Zur Sicherstellung sind weitere Forschungen vor
allem auch in-vivo notwendig (Zauli et al. 2008, Lane et al. 2013).

Der dritte von uns untersuchte Biomarker war ARTS (Apoptosis-related-protein in the
TGF-beta signaling pathway), ein proapoptotischer IAP-Antagonist (Gottfried et al.
2004). 93,2 % der 197 Falle haben ARTS exprimiert (Score>0), das bedeutet einen
Funktionsverlust bei 6,8% der Patientenfalle. Bei der Bioexpression von ARTS
wurden Score 0/1 und 2/3 zusammen gefasst. Hierbei gehorten von 197 Fallen 106
zur Gruppe 1 und 91 zur Gruppe 2. In unserer Studie konnten wir keine signifikant
erhdhte oder verminderte Uberlebenschance durch verstarkte Expression von ARTS
feststellen. In der Literatur gibt es bisher sehr viele Studien, die sich mit der
Physiologie von ARTS und dessen Bedeutung in der Apoptose beschéaftigen, jedoch
wenige, die sich mit seiner Funktion als moglicher Tumormarker auseinander setzen.
Lee et al. untersuchten in ihrer Studie den Zusammenhang von P-Loop-Mutationen
im ARTS-Gen in Magen-, Lungen- und Leberkarzinomen, konnten jedoch bei keinem

der drei Tumore eine Signifikanz feststellen (Lee et. al 2014).
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Elhasid et al. haben die Haufigkeit von Mutationen im Sept4-Gen in akuten
lymphatischen Leukamien (ALL) betrachtet (Elhasid et. al 2004). Dabei stellte sich
heraus, dass bei uber 70% der ALL-Patienten ein volliger Funktionsverlust von ARTS
vorlag. In einer anderen Studie Uber Astrozytome war die Expression von ARTS
negativ korreliert mit der Uberlebensdauer der Patienten, wobei in normalen
Astrozyten dabei kein ARTS nachweisbar war, sondern der Expressionsgrad von
ARTS mit dem Grad der Malignitat anstieg (Gottfried et al. 2004). Garcia Fernandez
et al. griffen die ldee der besseren Uberlebenschance durch ARTS auf und
untersuchten, ob bei Mausen mit einer Genmutation im Sept4-Locus eine hohere
Wahrscheinlichkeit der Tumorentstehung vorliegt (Garcia-Fernandes et. al 2011). Sie
bewiesen durch ihre Ergebnisse, dass ARTS sowohl ein proapoptotisches Protein als
auch ein Tumorsupressor ist. In unseren Ergebnissen konnten wir allerdings keinen
Zusammenhang zwischen verminderter Expression von ARTS und der
Uberlebenschance der PDAC-Patienten feststellen.

Wir verglichen auch die Biomarker miteinander bei den Patienten mit einer
Kurzzeitiberlebensrate unter 12 Monaten. Die Korrelation von p16 und ARTS ergab,
dass Patienten mit einem niedrigen Score der beiden Biomarker (0 oder 1) eine
bessere Uberlebenschance mit einer Signifikanz von p=0,013 besitzen. Da ARTS ein
proapoptotisches Protein ist und p16 als Tumorsupressor den G1/S-Kontrollpunkt im
Zellzyklus reguliert, entspricht dieses Ergebnis den Erwartungen. p16 und TNFRS
zeigten eine statistisch signifikant bessere Uberlebenschance, wenn einer der beiden
Tumormarker stark exprimiert ist (Score 2/3, p=0,004 bzw. 0,024).

Mithilfe der Multivarianten Analyse nach dem COX-Regression-Modell wurde
Uberpriift, welche Variablen die Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patientenkollektivs
beeinflussen. Dabei korrelieren 2 klinikopathologische Parameter das histologische
Grading und die Kombination der Biomarker p16 und ARTS unabhangig mit dem
kirzeren Uberleben der Patienten. Die multivariaten Analysen anderer Studien
ergaben, dass verschiedene klinikopathologischen Faktoren statistisch unabhangig
signifikant sind: Jiang et al. stellten 2015 das Alter, der Lymphnotenstatus und das
Grading als prognostische Faktoren fest, hingegen erwies sich in der Cox-
Regression einer anderen Studie nur das Alter (p=0,015) als statistisch signifikant
(Jiang et. al 2015, Geng et al. 2015). Es sind jedoch weitere klinische Studien notig,

um den genauen Zusammenhang festzustellen
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6. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es die Expression der Biomarker p16, ARTS und TNFRS (OPG)
im duktalen Adenokarzinom des Pankreas auf Proteinebene zu Uberprifen und in
Zusammenhang mit den klinikopathologischen Daten und insbesondere mit dem
Kurz- und Langzeituberleben der Patienten (</> 12 Monate) zu stellen.

Das Tumorkollektiv von 297 Patienten aus Jena, Dresden und Regensburg wurde
mittels Gewebe-Mikroarray und Immunhistochemie untersucht. Die Tissue-Mikro-
Array-Herstellung und das immunhistochemische Farben erfolgten in den Unikliniken
Jena und Dresden. Die Graduierung fand in einem vier-stufigem Score (keine
Farbung (0), schwache Farbung (1), moderate (2) und starke (3) Farbung) statt.
Anschlielend wurde bei TNFRS und ARTS in low grade (0/1) und high grade (2/3)
eingeteilt. Bei p16 wurde die Proben mit negativer Farbung (Score 0) der Gruppe mit
Expression (Score 1/2/3) gegenuber gestellt. Fur die univariate Analyse wurden die
Uberlebenskurven durch die Kaplan-Meier-Methode berechnet und mittels log Rank
Test verglichen. Fir die multivariate Analyse wurde ein Cox-Regressionsmodell
berechnet.

Eine Negativitat von p16 (Score=0) zeigte einen Trend zu einem schlechteren
Uberleben der Patienten (Kurzzeitiberleben <12 Monate, p=0,067). ARTS und
TNFRS (OPG) hatten keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das Kurz- oder
Langzeituberleben. Die Korrelation der Biomarker untereinander im Zusammenhang
mit der Kurzzeituberlebensrate ergab folgende Ergebnisse: Die Korrelation von p16
und ARTS ergab, dass Patienten mit einem niedrigen Score (0 oder 1) eine bessere
Uberlebenschance (p=0,013) besitzen. Die Korrelation p16 und TNFRS ergab ein
statistisch signifikante verbesserte Uberlebensrate (p=0,004 bzw. p=0,024), wenn
einer der beiden Tumorsupressor stark (Score 2/3) exprimiert wird.

Bei der multivariaten Analyse nach dem COX-Regression-Modell erwiesen sich vor
allem 2 klinikopathologische Parameter als relevant: das histologisches Grading und
die Kombination der Biomarker p16 und ARTS.

Bei den klinikopathologischen Daten zeigte eine hohere Graduierung (G1/2 versus
G3) eine signifikante Korrelation mit einem kiirzen Uberleben der Patienten beim
Langzeituberleben (p<0,01). Aullerdem zeigte die Altersgruppe der < 55 Jahrigen
gegeniiber der 65-69 Jahrigen eine statistisch signifikant bessere Uberlebenschance

(p=0,032). Alle anderen Parameter waren nicht statistisch signifikant.
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In unserem Kollektiv befanden sich 113 Patienten aus Jena, 71 aus Regensburg und
108 aus Dresden. Das mittlere Erkrankungsalter betrug 65 Jahre. Unser
Patientenpool wies eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 8 + 2% auf, die mediane
Uberlebenszeit betrug 15 Monate. 53,4% der Patienten sind Manner, 46,6% sind
weiblich. Bei der Graduierung befanden sich die meisten Patienten in der Gruppe G2
(n=115) oder G3 (n=157). Nur 19 Patienten wiesen zur Zeit der Diagnose bereits
Fernmetastasen auf, dafur hatten bereits 67,8% einen Lymphknotenbefall (n=198).
Die TumorgroRe war in 80,8% der Falle schon im T3- (n=228) oder T4- (n=8)
Stadium. Bei 76% Patienten war postoperativ kein mikroskopischer Rest des PDACs
nachweisbar (R0=222).

Eine negative Expressivitat von p16 zeigte einen Trend zu einem kirzeren Uberleben
der Patienten beim Kurzzeitiberleben (<12 Monaten, p=0,067). p16-negative
Tumoren kennzeichnen eine Subgruppe von duktalen Pankreaskarzinomen mit einer
hoheren Aggressivitat. Eine Negativitat von p16 kann daher als negativer
prognostischer Tumormarker angesehen werden. Desweiteren kdonnte zukunftig die
Kombination von ARTS und p16 oder ARTS und p16 als prognostischer Marker
angewandt werden, jedoch sind hier noch weitere Studien zur Ermittlung des

genaueren Zusammenhanges notig.
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8. Anhang

8.1. Abkurzungsverzeichnis

ALL
ARTS

BRCAZ2
CA 19-9
CDK 4/6

FAMM-Syndrom

IAP
KRAS

OPG
PanIN
PDAC
p16

RANK
RANKL

RCI
SMAD/DPC4
TGF-beta
TNFRSF

TMA
TRAIL

TP53
UEZ
UICC

XIAP

Akutes lymphatisches Lymphom

Apoptosis-related-protein in the TGF-beta
signaling pathway

Breat Cancer 2
Carbohydrate-Antigen 19-9
Cyclin-D abhangigen Kinasen 4 + 6

Familial Atypical Multiple Melanoma
Syndrom

Inhibitoren der Apoptotischen Proteine

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog

Osteoprotegerin
pankreatisch intraduktale Neubildungen
Pankreatisch duktales Adenokarzinom

CDKN2A, Cyclin-dependent kinase
inhibiotor 2A

Receptor Activator of NF-kB
Receptor Activator of NF-kB- Ligand
Robert-Koch-Institut

SMAD family member 4
Transforming Growth Factor beta
Tumor-Nekrosen-Faktor-Rezeptor-
Superfamilie

Tissue Micro-Array

Tumor Nekrosis Factor Related Inducin
Ligand

Encoding the p53 Protein

Uberlebenszeit

Union internationale contre le cancer

= Internationale Vereinigung gegen Krebs

X-linked inhibitor of apoptosis protei
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