Intrazellulare TEAD- und Hippo-
Signalweg—Expression im duktalen
Adenokarzinom des Pankreas und der Leber:
Prognostische Bedeutung fur Metastasierung

sowie Leberregeneration nach ALPPS

Kumulative Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften

Dr. rer. nat.

Universitat Hamburg
Fakultat fur Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften

Fachbereich Biologie

Vorgelegt von

Mirco Kichler

Hamburg, 2025






Fiir Maria und Motte

Danke fiir Eure Liebe, Eure Zuversicht, Euren Halt und
vor allem fur Eure Geduld und Euer Verstindnis.
Ihr seid mein gréfStes Glick und meine unerschépfliche Inspiration

v v






.The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds new

discoveries, is not ‘Eureka!’ but ‘That’s funny...””

Isaac Asimov!

"Das Zitat wird Isaac Asimov zugeschrieben, ist aber nach aktuellen Recherchen in seinen Werken nicht eindeutig
belegbar.



Tag der mundlichen Prifung: 86.05.2026

Gutachter:

Professor Dr. med. Dr. med. habil. Jonas Schmidt-Chanasit

Professor Dr. med. Karl Jirgen Oldhafer



Publikationsliste

Die Dissertation basiert auf den folgenden publizierten Artikeln. Meine persdnliche Beteiligung

an jedem Artikel ist auf der folgenden Seite beschrieben

R. Drexler, M. Kiichler, K. C. Wagner, T. Reese, B. Feyerabend, M. Kleine und K. J. Oldhafer.
The Clinical Relevance of the Hippo Pathway in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma. In:
Journal of Cancer Research and Clinical Oncology 147.2 (Okt. 2020), S. 373-391. ISSN:
1432-1335. DOI: 10.1007/s00432-020-03427~z2

. R. Drexler, R. Fahy, M. Kichler, K. C. Wagner, T. Reese, M. Ehmke, B. Feyerabend, M. Kleine

und K. J. Oldhafer. Association of Subcellular Localization of TEAD Transcription Factors
with Outcome and Progression in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma. In: Pancreatology
211 (Jan. 2021), S. 1770-179. ISSN: 1424—-3903. DOI: 10.1016/j .pan.2020.12.003

M. Kichler, M. Ehmke, K. Jaquet, P. Wohlmuth, J. M. Feldhege, T. Reese, T. Hartmann, R.
Drexler, T. Huber, T. Burmester und K. J. Oldhafer. Transcription enhanced associate do-
main factor 1 (TEAD]1) predicts liver regeneration outcome of ALPPS-treated patients.
In: HPB : the official journal of the International Hepato Pancreato Biliary Association 27 (4
Apr. 2025), S. 470 —479. ISSN: 1477-2574. DOI: 10.1016/j .hpb.2024.12.007. ppublish

Vi


10.1007/s00432-020-03427-z
10.1016/j.pan.2020.12.003
10.1016/j.hpb.2024.12.007

Autorenbeitrage:

Idee und Konzept: RD und MKU; Etablierung und Validierung Immunhistologie: RD, MKU
und BF; Datenerhebung: RD, MKU und BF; Analyse und Interpretation der Daten: RD und
MKU; Statistische Analyse und Abfassung des Manuskripts: RD und MKU; Technischer-
und materieller Support: TR, BF und MKL; Studienkonzept und Supervision: KO und KW;
Beschaffung von Finanzmitteln: KO und KW: Kritische Uberarbeitung des Manuskripts: RD,
MKU, KW, TR, BF, MKL und KO.

Alle Autoren haben das Manuskript gelesen und freigegeben.

. Studienidee: MKU und RD; Datenerhebung: RD, RF und MKU; Analyse und Interpretation:

RD, RF und MKU; Statistische Analyse und Abfassung des Manuskripts: RD, RF und MKU;
Technischer- und materieller Support: ME, TR, BF und MKL; Studienkonzept und -design:
MKU, KO und KW; Beschaffung von Finanzmitteln: KO und KW; Supervision: KO und KW;
Kritische Uberarbeitung des Manuskripts: RD, RF, MKU, ME, TR, BF, MKL, KO und KW.

Alle Autoren haben das Manuskript gelesen und freigegeben.

Studienidee und -konzept: MKU: Etablierung und Validierung Immunhistologie: MKU, ME
und RD; Datenerhebung: MKU, ME und TH; Analyse und Interpretation: MKU, ME, TH, RD,
KJ und TR; Statistische Analyse: MKU, RD, PW und JF; Abfassung des Manuskripts: MKU;
Technischer- und materieller Support: ME, TH, RD, KJ und TR; Beschaffung von Finanz-
mitteln: MKU und KO; Supervision: TB und KO; Kritische Uberarbeitung des Manuskripts:
MKU, ME, KJ, PW, JF, TR, TH, RD, TH, TB und KO; Einarbeitung und Uberarbeitung nach
erster Revision: MKU, PW und JF.

Alle Autoren haben das Manuskript gelesen und freigegeben.

Wy

Mirco Kichler

Hiermit bestatige ich die Richtigkeit dieser Beitrage:

VI

(e Lonf

Prof. Dr. Karl Jirgen Oldhafer




Eidesstattliche Versicherung

Declaration on oath

Hiermit versichere ich an Eides statt, die vorliegende Dissertationsschrift selbst verfasst und
keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel und Quellen benutzt zu haben. Sofern im
Zuge der Erstellung der vorliegenden Dissertationsschrift generative Kiinstliche Intelligenz
(gKI) basierte elektronische Hilfsmittel verwendet wurden, versichere ich, dass meine eigene
Leistung im Vordergrund stand und dass eine vollstandige Dokumentation aller verwendeten
Hilfsmittel gemaR der Guten wissenschaftlichen Praxis vorliegt. Ich trage die Verantwortung
fir eventuell durch die gKl generierte fehlerhafte oder verzerrte Inhalte, fehlerhafte Refe-

renzen, VerstdRe gegen das Datenschutz- und Urheberrecht oder Plagiate.

I hereby declare and affirm that this doctoral dissertation is my own work and that | have not
used any aids and sources other than those indicated. If electronic resources based on genera-
tive artificial intelligence (gAl) were used in the course of writing this dissertation, | confirm that
my own work was the main and value-adding contribution and that complete documentation
of all resources used is available in accordance with good scientific practice. | am responsible
for any erroneous or distorted content, incorrect references, violations of data protection and

copyright law or plagiarism that may have been generated by the gAl.

Hamburg, den 14. September 2025

/

Unterschrift






Erkldrung zur Ubereinstimmung von Druck-

und Digitalfassung

Declaration of Conformity between Printed and Digital Versions

Ich versichere, dass dieses gebundene Exemplar der Dissertation und das in elektronischer

Form eingereichte Dissertationsexemplar sowie das beim Studienbiiro des Fachbereichs Bio-

logie zur Archivierung eingereichte gedruckte gebundene Exemplar der Dissertationsschrift
inhaltlich und formal identisch sind. Es wurden keinerlei Anderungen, Kiirzungen oder Er-
ganzungen vorgenommen. Alle Exemplare entsprechen sich vollstandig in Text, Abbildungen

und Verzeichnissen.

I hereby declare that this bound copy of the dissertation and the electronically submitted versi-
on of the dissertation and the printed bound copy of the dissertation submitted to the Student
Office of the Department of Biology for archiving are identical in content and form. No changes,
deletions, or additions have been made. All copies are fully identical with respect to text, figures,

and lists.

Hamburg, den 14. September 2025

Y

Unterschrift

X






Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom (PDAC) wird zunehmend als systemische und weniger als lokale
Erkrankung betrachtet. Hintergrund ist die Beobachtung, dass die Metastasierung bei PDAC—
Patient:innen schon sehr frih beginnt. Dies wird durch die Veranderung des biochemischen
Umfelds in anderen Organsystemen als dem Pankreas, insbesondere in der Leber, ermdglicht
und spielt eine wichtige Rolle bei der Schaffung eines Umfelds fir die Metastasierung. Der
Hippo-Signalweg (Hippo) ist ein zentraler Signalweg zur Regulierung von Zellproliferation,
Apoptose, Organgrofie und Organhoma@ostase. Seine Rolle in der Progression und Metastasie-
rung von PDAC ist mittlerweile gut etabliert. Im aktiven Zustand hemmt der Hippo—Signalweg
die nukledre Translokation seines Effektors yes-associated Protein (YAP), was die Progression
von PDAC verlangsamt und die Metastasierung unterdrickt. Sobald der Signalweg jedoch
inaktiv wird, wird YAP nicht mehr phosphoryliert und gelangt in den Zellkern. Dort bildet es
einen Komplex mit den Transkriptionsfaktoren der TEAD Familie (TEAD1-4). Dies zusammen
ist essenziell fir die Aktivierung/Transkription von Zielgenen. Weder YAP noch TEAD1-4
besitzen allein eine ausreichend hohe Transkriptionsaktivitat. Die aktivierten Zielgene kénnen
Tumorwachstum, Zellproliferation und die Metastasierung fordern, was die zentrale Rolle dieses
Signalwegs bei der Krankheitsprogression und Regeneration verdeutlicht. Seit Jahren schon ist
das Hauptaugenmerk der Wissenschaft auf eine effiziente Therapie oder Diagnosemadglichkeit

fir PDAC gerichtet.

Besonders TEAD2 hat sich in unseren Studien als unabhangiger prognostischer Faktor fir das
Gesamtiiberleben (0S) und das krankheitsfreie Uberleben (DFS) bei PDAC-Patient:innen heraus-
gestellt. Therapeutische Ansatze, die die Funktion der TEAD1-4-Transkriptionsfaktoren beein-
flussen, kdnnten einen vielversprechenden Fortschritt in der Behandlung von PDAC darstellen.
Hierzu zahlen Strategien wie die direkte Hemmung bestimmter TEAD—Transkriptionsfaktoren,
der Einsatz von spezifischen TEAD-Konkurrenten oder die Manipulation des nucleocytoplas-
matic shuttlings (NCS), um TEAD1-4 im Zytoplasma zu sequestrieren. Diese therapeutischen
Interventionen kénnten sowohl auf Hippo/YAP-abhangige als auch auf unabhangige Regulati-
onsmechanismen von TEAD1-4 abzielen. Weitere prospektive Studien sind erforderlich, um die

Wirksamkeit und Sicherheit dieser Ansatze zu Uberprifen.

Bei metastasiertem PDAC stellt zudem die Behandlung der Metastasen in der Leber haufig
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Probleme dar. FUr die Patient:innen werden zumeist Leberhypertrophie-Konzepte angewendet.
Ein zweizeitiges Verfahren daflr ist die Associating Liver Partition and Portal vein ligation
for Staged hepatectomy (ALPPS). Diese Technik induziert Leberegeneration unter anderem
Uber eine Inaktivierung des Hippo—Signalwegs und begunstigt so die Zellproliferation der
Hepatozyten. Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine erhdhte nukledre Expression von TEAD1
und TEADA4 vor einer ALPPS—0Operation mit einer beeintrachtigten Leberregeneration assoziiert
ist. Zudem scheint die zytoplasmatische Expression von TEADT in Hepatozyten in nicht naher
beschriebener Weise, das DFS zu beeinflussen. Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung
von TEAD1-4 fir die Regulation des Hippo—Signalweg Outputs und das Potential fur die
klinische Entscheidungsfindung, insbesondere bei der Planung von ALPPS-Operationen und

der Vorauswahl bzw. Eignung von Patient:innen.

Ein detailliertes Verstandnis der Rolle des Hippo-Signalwegs und der TEAD1-4-
Transkriptionsfaktoren sowohl im Tumorgewebe als auch im Lebergewebe ist erforderlich,
um deren weitreichende Bedeutung zu erfassen. Die Analyse der TEAD1-4—Expression und
ihrer intrazellularen Verteilung kdnnte zukinftig als Marker fUr die prognostische Beurteilung
und die individuelle Behandlungsplanung dienen. Besonders vielversprechend ist die Mdglich-
keit, die regenerative Kapazitat der Leber vor einem operativen Eingriff zu bewerten, um das
Risiko postoperativer Komplikationen zu minimieren. Diese Ansatze kdnnten nicht nur die Pro-
gnose von Patient:innen mit PDAC verbessern, sondern auch die Therapieplanung bei anderen
Erkrankungen, die durch eine gestorte Regeneration oder Metastasierung gekennzeichnet sind,

revolutionieren.
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Abstract

Pancreatic carcinoma (PDAC) is increasingly regarded as a systemic rather than a local disease.
The background for this viewpoint is the observation that metastasis in PDAC—patients begins
very early. This is enabled by changes in the biochemical environment of organs other than the
pancreas, particularly in the liver, and plays an important role in creating a suitable environment
for metastasis. The Hippo signaling pathway (Hippo) is a central pathway for the regulation of
cell proliferation, apoptosis, organ size, and organ homeostasis. Its role in the progression and
metastasis of PDAC is now well established. In its active state, the Hippo—signaling pathway
inhibits the nuclear translocation of its effector, yes-associated protein (YAP), which slows
the progression of PDAC and suppresses metastasis. However, once the pathway becomes
inactive, YAP is no longer phosphorylated and translocates into the nucleus. There, it forms a
complex with the transcription factors of the TEAD family (TEAD1-4). This complex is essential
for the activation/transcription of target genes. Neither YAP nor TEAD1-4 alone possess
sufficiently high transcriptional activity. The activated target genes can promote tumor growth,
cell proliferation, and metastasis, emphasizing the central role of this signaling pathway in
disease progression and regeneration. For years, scientific attention has been devoted to an

efficient therapy or diagnostic option for PDAC.

In particular, TEAD2 has emerged in our studies as an independent prognostic factor for overall
survival (0S) and disease-free survival (DFS) in patients with PDAC. Therapeutic approaches
that influence the function of the TEAD1-4—transcription factors could represent a promising
advancement in the treatment of PDAC. Such strategies include the direct inhibition of specific
TEAD-transcription factors, the use of specific TEAD competitors, or the manipulation of
nucleocytoplasmic shuttling (NCS) to sequester TEAD1-4 in the cytoplasm. These therapeutic
interventions could target both Hippo/YAP-dependent and independent regulatory mecha-
nisms of TEADT—4. Further prospective studies are required to assess the efficacy and safety

of these approaches.

In metastatic PDAC, the treatment of metastases in the liver frequently presents challenges. For
these patients, liver hypertrophy concepts are commonly employed. A two-stage procedure for
this is the Associating Liver Partition and Portal vein ligation for Staged hepatectomy (ALPPS).

This technique induces liver regeneration, among others, via inactivation of the Hippo—signaling
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pathway and thereby facilitates the proliferation of hepatocytes. Our results show that in-
creased nuclear expression of TEAD1 and TEAD4 prior to an ALPPS—operation is associated
with impaired liver regeneration. In addition, cytoplasmic expression of TEAD1 in hepatocytes
appears to influence DFS in ways not yet clearly described. These findings underscore the
importance of TEAD1-4 in regulating the Hippo—-signaling pathway output and its potential
for clinical decision-making, especially in planning ALPPS operations and in the preselection or

suitability of patients.

A detailed understanding of the role of the Hippo—signaling pathway and TEAD1-4 transcription
factors in both tumor and liver tissue is necessary to grasp their far-reaching significance. Ana-
lysis of TEAD1-4—expression and their intracellular distribution could in the future serve as a
marker for prognostic assessment and individualized treatment planning. Particularly promising
is the possibility of assessing the regenerative capacity of the liver prior to surgical intervention
in order to minimize the risk of postoperative complications. These approaches could not only
improve the prognosis of patients with PDAC, but also revolutionize treatment planning in other

diseases characterized by impaired regeneration or metastasis.
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1 Einleitung

11 Das Adenokarzinom des Pankreas

111 Inzidenz

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) bleibt auch im Jahr 2025 eine schwer behan-
delbare und herausfordernde Erkrankung mit geringer Uberlebenswahrscheinlichkeit. 10 von
100,000 Einwohner:innen erkranken pro Jahr neu und seit 2023 steht das PDAC in Deutschland
an zweiter Stelle der krebsbedingten Todesursachen [1-3]. Die Inzidenz nimmt in den letzten
Jahren zu und die 5-Jahres-Uberlebensrate hat sich seit Langem nicht signifikant verbessert
und liegt nur zwischen 5-8 %. Die operative Resektion stellt nach wie vor die einzige kurative

Behandlungsmethode dar [1, 3-5].

11.2 Aufbau und Mikroarchitektur des PDAC

Das PDAC ist makroskopisch ein unscharf begrenzter solider Tumor. Das Gewebe ist aus atypisch
konfigurierten, deformierten und diffus verteilten Drisen aufgebaut, die von einem desmoplas-
tischen Stroma umgeben sind [6—8]. Das Stroma kann bis zu 90 % der gesamten Tumormasse
ausmachen und besteht aus der extrazelluldren Matrix (EZM) und anderen Zelltypen. Charak-
teristisch fUr das PDAC ist zudem eine inter- und intratumorale Heterogenitat in Bezug auf das
Wachstumsmuster, die Stromaeigenschaften und die zytologischen Charakteristika. Diese Hete-
rogenitdt kann sogar bei aneinandergrenzenden Tumordrisen beobachtet werden [7]. Je nach
Phanotyp des Tumors sind auch andersartige Aufbauten zu beobachten. So ist zum Beispiel ein

mesenchymaler Phanotyp mit einem einzelzellig-dissoziierten Tumormuster assoziiert [8, 9].

1.1.3 Diagnose und Behandlungsmadglichkeiten

Die Diagnose des PDAC erfolgt zumeist Gber bildgebende Verfahren wie Computertomographie
(CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT), wobei hier zwischen Untersuchungen mit und
ohne Kontrastmittelgabe unterschieden werden muss. Sowohl die kontrastmittelgestitzte CT
als auch die MRT ermdglichen eine hochgenaue Diagnostik des PDAC [8, 10]. Trotz stetiger Wei-

terentwicklung der bildgebenden Verfahren ist die histologische Diagnostik durch eine:n Patho-
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login:en nach wie vor die einzige mikroskopische Validierungsmethode [8]. Da 50 % der Pati-
ent:innen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose schon hepatische Metastasen zeigen, erfullen nur
15-20 % der diagnostizierten Patient:innen die Voraussetzung fir eine kurative Behandlung
[11, 12]. Jedoch hangen sowohl Therapie als auch Uberlebenswahrscheinlichkeit der jeweiligen
Patient:innen stark vom Krankheitsstadium bei Erstdiagnose ab [13]. Bisher gibt es keine wirk-
samen Friherkennungsmalnahmen und 7@ % der Patient:innen versterben an den Folgen der

Metastasierung [14-16].

1.1.4 Metastasenbildung

Das PDAC ist ein sehr frih metastasierendes Karzinom, wobei 8@ % der Metastasen sich in der
Leber finden. Es sind auch Metastasen in Lunge, Peritoneum und Gehirn bekannt, jedoch sind
die Lebermetastasen mit der schlechtesten Prognose assoziiert [17, 18]. Lange wurde eine be-
stimmte Kombination aus Schlisselmutationen als Voraussetzung gesehen, um das Karzinom
zur Metastasierung zu befahigen. Jedoch zeigen neuere Forschungsergebnisse, dass dieses Mo-
dell die sehr frihe und aggressive Metastasierung des PDAC nicht vollig erkldren kann [19-
22]. Rhim und Kolleg:innen konnten in einem endogenen PDAC-Mausmodell zeigen, das schon
pra—maligne Pankreasgangepithelzellen (PGEZ) eine phanotyp Verdnderung von epithelial zu
mesenchymal durchlaufen und so vom Pankreas in die Leber einwandern kénnen [23]. Die-
ser fundamentale Prozess wird als epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet. Die
EMT ermaglicht es Epithelzellen, Teile ihrer charakteristischen Eigenschaften zu verandern. Dazu
gehort die Auflésung von Zell-Zell-Verbindungen und der Verlust der Zellpolaritat. Gleichzei-
tig entwickeln sie fir Mesenchymzellen charakteristische Eigenschaften. Diese umfassen unter
anderem die erhdhte Produktion von Matrixproteinen wie Kollagen und Fibronectin. Dadurch
konnen die Zellen sich wie Mesenchymzellen durch das Gewebe bewegen. Dieser Mechanismus
konnte anschlieRend durch Nachweis von zirkulierenden PGEZ auch in Menschen mit zystischen
Pankreasldsionen nachgewiesen werden [24]. Diese Ergebnisse unterstreichen die Theorie der
frihen Metastasierung des PDAC. Wie die PGEZ anschliel3end in der Leber solide Metastasen

bilden, ist aktuell Gegenstand weiterer Forschung [23].
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1.2 Metastasen

1.21 Definition

Metastasen sind Tochtergeschwilste des Primartumors, welche durch frei zirkulierende Tumor-
zellen entstehen kénnen. Wahrend es fur viele — lokal begrenzte — Primartumore heute ein
gutes und mitunter nicht lebenslimitierendes Behandlungskonzept gibt, ist die Bildung von Me-
tastasen durchweg mit einer zum Teil deutlich schlechteren Prognose assoziiert [25]. Die meis-
ten Patient:innen sterben eher durch die Metastasen als durch den primaren Tumor selbst [26].
Metastasierung ist ein organselektiver, mehrstufiger Prozess, welcher mit frei zirkulierenden
Tumorzellen startet und mit einer Tochtergeschwulst des Tumors an neuer Position endet [27].
Bei dem Vorgang der Metastasierung werden zwei grundlegende Arten unterschieden, die lym-
phogene und die hamatogene Metastasierung.

Speziell beim PDAC werden entweder die Lymphknotenstationen im peripankreatischen Fett-
gewebe infiltriert (lymphogene Metastasierung) oder die zirkulierenden Tumorzellen gelangen
Uber das hdmatogene System in die Leber (hdmatogene Metastasierung). Auch Metastasen in
der Lunge, im Skelett oder seltener dem Gehirn sind bekannt, jedoch zahlt die Lebermetastase

zu den haufigsten des PDAC [28].

1.2.2 Schritte der Metastasierung
1.2.21 Zell Flucht

Damit Tumorzellen zu zirkulierenden Tumorzellen werden kénnen, missen sie den soliden abge-
grenzten Tumor verlassen. Sie verlassen den epithelialen Zellverband und nehmen mittels EMT
einen mesenchymalen Phanotyp an (Abbildung 1.1; a). Die EMT beinhaltet unter anderem das
Auflosen interzelluldrer Kontakte und die Sekretion von Matrixmetalloproteasen (MMP), welche
wiederum die Degradation der Basalmembran und der EZM begiinstigen (Abbildung 1.1; b) [22,
27].

1.2.2.2 Intravasion

Durch Tumorangiogenese und neoplastische Zellen, welche den Vascular endothelial growth
factor (VEGF) sezernieren, wird das Einwachsen von Kapillaren in den Tumor gefdrdert. Die Tu-

morkapillaren unterscheiden sich grundlegend von physiologischen BlutgefaRen, da ihre Wand-

3



Kapitel 1. Einleitung

struktur durchlassiger ist. Diese vaskuldre Permeabilitat wird durch Exosomen von tumorassozi-
jerten Fibroblasten erhoht. Die mesenchymalen Tumorzellen gelangen so in die Blutzirkulation

(Abbildung 11; ¢) [27, 29].

1.2.2.3 Uberlebensstrategien

In der Zirkulation angelangte Tumorzellen interagieren mit tumorassoziierten Fibroblasten, neu-
trophilen Granulozyten und Blutplattchen, um die Immunflucht zu fordern. Sie bilden einen
Embolus und haben zudem die Fahigkeit, den Anoikis-Zelltod zu verhindern (Abbildung 1.1; d)
[27].

1.2.2.4 Extravasation

In den Kapillaren des Sekunddrorgans ermoglicht das Anbinden an das Endothel mittels
Liganden-Rezeptor-Interaktion das Einwandern der zirkulierenden Tumorzelle (Abbildung 1.7;
e). Alternativ kann die Zelle auch Gber die Expression von VEGF eine Hyperpermeabilitdt des

Endothels induzieren (Abbildung 1.1; f) [29].

1.2.2.5 Metastasierung

Im Sekundarorgan angekommen, kdnnen mehrere verschiedene Verldufe beobachtet werden:

1. Die disseminierte Tumorzelle (DTZ) geht fir eine unbestimmte Zeit in eine Ruhephase
(Dormanz) und wird erst wieder reaktiviert, wenn es zu einer tumorinduzierten Verande-
rung der Mikroumgebung innerhalb des Sekundarorgans kommt oder die Zelle intrinsische

Adaptionsprozesse durchlauft.

2. Die DTZ wird mit einer lokalen Immunzelle konfrontiert und eliminiert.

3. Die DTZ ist nach Einwanderung in das Sekundarorgan direkt perfekt angepasst und be-

ginnt zu proliferieren (Abbildung 1.1; g) [25, 30].

Zusammen betrachtet ist der Prozess der Invasions-Metastasierung hdchst ineffizient. Weniger
als 0,01 % der zirkulierenden Tumorzellen bilden eine klinisch detektierbare Metastase aus [22,

31].
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Primartumeor

Endothel

s C/‘L
Sekundirergan

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Invasions-Metastasierungskaskade von Karzi-
nomen. a Solide Tumorzellen lGsen sich aus dem Zellverband und durchlaufen eine epitheliale zu mesen-
chymale Transition. b Durch Sezernierung von Matrixmetalloproteinasen dringen die Zellen durch die Ba-
salmembran in das Stroma ein. ¢ Durch Tumorkapillaren und eine reduzierte Zellwandstabilitat invasieren
die mesenchymalen Tumorzellen die BlutgefaR3e. d Zirkulierende Tumorzellen bilden einen Embolus und
versuchen so ihre Immunflucht zu fordern. e Tumorzellen kdnnen durch Liganden-Rezeptorinteraktion an
das GefalRendothel binden und in Sekundarorgane einwandern. f Zirkulierende Tumorzellen kdnnen auch
durch Extravasation im Kapillarsystem des Sekundarorgans einwandern. g Im Sekundarorgan kommt es
zur Kolonisation und Metastasenbildung. Modifiziert aus [29].

1.3 Die Leber

1.31 Organbeschreibung

Die humane Leber ist im rechten Oberbauch lokalisiert und liegt zwischen dem Zwerchfell (kra-
nial), der Gallenblase, der rechten Niere und der rechten Nebenniere (kaudal) sowie dem Duo-
denum, Magen und Osophagus (medial). Sie ist beim Erwachsenen durchschnittlich 1,4-1,8 kg
schwer, hat eine rotlich-braune Oberflache, welche jedoch von einer derben Bindegewebskapsel

umgeben ist, die wiederum ganzlich vom Bauchfell Gberzogen ist [28].
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1.3.2 Funktion

Die Leber ist ein zentrales Stoffwechselorgan, welches auch als Speicher fir Vitamine, Eisen,
Kupfer, Lipide und Glykogen fungiert. Sie produziert Albumin und Gerinnungsfaktoren sowie
verschiedene Hormone (Erythropoetin und Thrombopoetin) und Hormonvorstufen (z. B.: Angio-
tensinogen). Sie kann mittels des Glykogenstoffwechselweges sowohl den Blutzuckerspiegel
senken (Glucose zu Glykogen umbauen und speichern) als auch wieder erhéhen (Glykogen zu
Glucose umbauen und ans Blut abgeben), sofern Bedarf besteht. Zudem Gbernimmt die Leber
wichtige Entgiftungsaufgaben im humanen System, z.B. durch den Harnstoffzyklus, welcher
Ammoniak eliminiert, der beim Eiwei3stoffwechsel anfallt und verstoffwechselt Alkohol, Medi-
kamente, andere giftige Substanzen und ermdglicht deren Biotransformation und Exkretion. Sie
produziert taglich bis zu 1,5 Gallenflissigkeit, welche Gber die feinen Gallengange in die Gal-
lenblase transportiert wird. Die Gallenblase fungiert als Zwischenspeicher und leitet die Galle in
den Darm, wo sie sowohl der Exkretion von Stoffwechselendprodukten als auch der Aufnahme

von Fetten im Darm dient [28].

1.3.3 Leberaufbau und Bestandteile

Die Leber kann entweder in vier Lappen unterteilt werden (rechter und linker Leberlappen, Lo-
bus quadratus und Lobus caudatus) oder in acht Segmente, wobei diese durch den Verlauf der
Pfortader und der Lebervenen bestimmt werden. Die Leber wird sowohl von einer Arterie (Arte-
ria hepatica) mit sauerstoffreichem als auch von einer Vene (Vena portae) mit sauerstoffarmem,
aber nahrstoffreichem Blut versorgt. Die beiden GefaRRe verasteln sich in den jeweiligen Le-
bersegmenten immer weiter, um in den Sinusoiden aufeinander zu treffen. Uber eine erhéhte
Membranpermeabilitat an den Sinusoiden gewahrleisten die einzelnen Leberparenchymzellen
(Hepatozyten) die Aufrechterhaltung der verschiedenen Stoffwechselaufgaben der Leber. Uber
die Vena cava inferior wird das durch die Leber geleitete Blut wieder Richtung linker Vorhof

(Herz) abtransportiert [32].

Auf zellularer Ebene besteht das Leberparenchym aus Hepatozyten, Oval-Zellen, Makrophagen
(Kupffer-Zellen (KCs) oder sternformige Zellen), hybrid Hepatozyten, GeféRzellen, Bindegewebe

und anderen kleineren Zellpopulationen.
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1.3.3.1 Hepatozyten

Hepatozyten stellen die Hauptzellart des funktionellen Lebergewebes dar [33, 34]. Sie kénnen
sowohl haploid (einfacher Chromosomensatz), diploid (doppelter Chromosomensatz) als auch
polyploid (mehrfacher Chromosomensatz) vorliegen. Zudem muss zwischen mono-nuklearen
(ein Zellkern) oder bi-nuklearen (zwei Zellkerne) Hepatozyten unterschieden werden. Die Rol-
le von Hepatozyten und ihre Polyploidie ist weitestgehender Konsens, jedoch ist immer noch
unklar, wie genau die Multikern-Hepatozyten entstehen und welche Faktoren die Produktion
unterstitzten und begiinstigen [35]. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass fir die Po-
lyploidie von Hepatozyten die E2F Transkriptionsfaktoren und ihre Regulation der PIDDosomen
verantwortlich sind [36]. Die genaue Regulation der Polyploidie und ihr physiologischer Vorteil
sind bisher noch nicht vollstandig verstanden. Es wird vermutet, dass mehrkernige Hepatozyten
durch ein Tumorsuppressor-Reservoir vor Tumorgenese geschitzt sind [37—-39]. Dafir spricht,
dass beim hepatozelluldren Karzinom (HCC) die Anzahl der polyploiden Hepatozyten verringert

und die Population der diploiden Hepatozyten erhoht ist [40, 41].

Wahrend der Embryonalentwicklung induziert die Polyploidie von Hepatozyten eine Endpunkt-
differenzierung und fordert so den Verlust von Pluripotenz. In Bezug auf die Leberregeneration
konnte ein positiver Effekt von polyploiden Hepatozyten zumindest in der Mausleber noch nicht
bestatigt werden [38]. Allerdings kann durch partielle Hepatektomie und anderem Verlust von

Lebermasse die Anzahl von polyploiden Hepatozyten im Gewebe erhoht werden.

Hepatozyten sind regenerativ aktiv und kdnnen sich bis zu 69-mal teilen [33, 34]. Chen und
Kolleg:innen (2020) konnten zeigen, dass nicht nur eine kleine stammzelldhnliche Subpopula-
tion von Hepatozyten zur Proliferation befahigt ist, sondern alle Hepatozyten dazu in der Lage
sind [42]. Speziell die diploiden Hepatozyten kénnen durch hypertrophes Wachstum bei Le-
bergewebeverlust regenerieren. So verandert sich die tumorsuppressive Wirkung der Leber in
Abhangigkeit der Anzahl an polyploiden Hepatozyten [38, 42, 43]. Es gibt ebenfalls Nachweise,
dass Hepatozyten in Cholangiozyten differenzieren kdnnen, um neue Gallengange zu formen
[44, 45] und Yimlamai et al. (2014) haben gezeigt, dass Hepatozyten zur Dedifferenzierung in
Oval-Zellen und Progenitor-Zellen in der Lage sind [46].

Hepatozyten-Therapien werden schon seit 20 Jahren angewendet, um z.B. Metabolismus-
Defekte bei Neugeborenen zu heilen oder um Patient:innen bei akutem Leberversagen zu the-

rapieren [47, 48].
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1.3.3.2 Oval-Zellen

Oval-Zellen wurden erstmals von Evarts und Kolleg:innen im Jahr 1993 beschrieben. Sie sind
wenig differenziert, besitzen eine hohe Proliferationsfahigkeit und kénnen in unterschiedliche
Zelltypen differenzieren [49]. Sie kdnnen zumeist erst nachgewiesen werden, nachdem Hepa-
tozyten ihre Teilungsfahigkeit durch Krankheit oder Stress eingebiRt haben [44, 50—-52]. Sie
werden als ,putative hepatic stem cells” bezeichnet und kénnen sowohl in Hepatozyten als

auch in Cholangiozyten differenzieren [51, 52].

1.3.3.3 Kupffer-Zellen

Kupffer-Zellen (KCs) machen 8@ % bis 90 % aller Makrophagen und 35% der nicht-
parenchymalen Zellen in der Leber aus. Sie kdnnen Uber F4/8@ und CD116 in zwei verschiedene
Subgruppen (zirkulierende und festsitzende Zellpopulationen) eingeteilt werden [53-55]. Des
Weiteren ist es moglich, den Entwicklungsstand der KCs (Monozyt zu Makrophage) Gber die Ex-
pression von Carboxypeptidase M und Chitotriosidase zu verfolgen und anhand der sezernierten
MMP ihren Weg durch das Gewebe zu verfolgen [56].

Lange Zeit wurden die Lebermakrophagen als homogene Population angesehen (bezeichnet
als: F4/80+-Zellen). Neuere Daten zeigen aber, dass es nicht nur entziindliche (M1) und ent-
ziindungshemmende (M2) Makrophagen gibt, sondern eine ausgepragte Heterogenitat bei der
Entstehung und Funktion von Lebermakrophagen vorliegt [56]. Man unterscheidet heute zwi-
schen Leber ansassigen, im Knochenmark entstandenen und elterlichen Makrophagen. Die Po-
pulation der Lebermakrophagen besteht hauptsachlich aus leberresidenten Phagozyten. Die-
se haben ihren Ursprung im Dottersack, kdnnen aber auch aus dem Knochenmark rekrutierte
Monozyten enthalten [57]. Beide Subpopulationen haben unterschiedliche Funktionen. Die KCs
Ubernehmen eine Wachter- (,Sentinel”) Funktion und sorgen fir die Aufrechterhaltung der Ho-
moostase, wahrend die rekrutierten Monozyten eine wichtige Rolle in akuten und chronischen
Erkrankungen der Leber spielen [57].

KCs exprimieren immunaktive sensorische Rezeptoren (toll-like Rezeptors, TLR) und kénnen
zum Beispiel Giber die Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) an der angeborenen Immunab-
wehr teilnehmen und die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-10
(IL-1@) produzieren [58]. IL-6 steuert die Produktion von Akut-Phase-Proteinen in Hepatozyten
[59]. Meng und Kolleg:innen analysierten den Unterschied zwischen Hamatopoese und Lym-

phogenese in der erwachsenen Leber und im Knochenmark. Sie konnten zeigen, dass KCs durch
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eine Wechselwirkung zwischen ICAM-1und LFA-1 auch die Zell-Zell-Adhasion fordern und so die
Proliferation und Differenzierung adulter leberansassiger hamatopoetischer Stamm- und Vor-
lduferzellen (HSPCs) beeinflussen kénnen. Die angeregten HSPCs differenzieren anschlieRend
zu einem hohen Anteil in T- und B-Lymphozyten [60].

Auch in der Leberregeneration nehmen KCs eine Schlusselposition ein, jedoch ist bisweilen nicht
vollstandig geklart, ob sie bei jeglicher Regeneration der Leber eingeschaltet werden oder nurin
bestimmten Regenerationsfallen wie nach einer Hepatektomie. Sie werden Uber Tumor-nekrose-
faktor-a (TNF-ar) angesteuert und beginnen IL-6 zu sezernieren, was den Ubergang der Hepa-
tozyten von der G@- zur G1-Phase induziert und die Hepatozyten-Proliferation fordert [61-63].
Dazu passt, dass inaktivierte KCs die Leberregeneration verlangsamen oder hemmen [64], wo-
bei es hier auch kontrare Ergebnisse mittels einer Studie von Kinoshita und Kolleg:innen gibt, in
der gezeigt wurde, dass inaktivierte KCs die Leberregeneration férdern [65]. Konsens ist, dass
KCs an der komplexen Signalibertragung beteiligt sind, es in der Leber aber unterschiedliche
Mechanismen gibt, die eine Regeneration ausldsen kénnen.

Nicht-Parenchymzellen sind zudem entscheidend fir die Signaltransduktion sowie fir die Syn-
these und Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die eine komplexe und regulatori-

sche Rolle im Prozess der Leberregeneration einnehmen [66—71].

1.3.3.4 Hybrid Hepatozyten

Hybrid Hepatozyten exprimieren unter anderem CD45 und CD31 auf ihrer Zelloberflache und
treten kurz nach der Geburt auf. Sie kénnen bis zum Lebensende nachgewiesen werden. Sie
zeigen sowohl spezifische Hepatozyten- als auch Cholangiozytengene [72]. Font-Burgada und
Kolleg:innen (2015) konnten ein chronisches Leberschadigungsmodell in der Maus etablieren

und nachweisen, dass neue Hepatozyten aus Hybrid Hepatozyten entstehen kénnen [72].

1.4 Leberregeneration

1.41 Regenerativ Aktive Komponenten

Die Leber ist das einzige Organ im menschlichen Kérper, welches seine eigene Zellmasse stetig
regeneriert. Diese Regenerationsfahigkeit ist unter anderem wichtig, um die hohe Stoffwechsel-
leistung der Leber aufrecht zu erhalten [73]. Heinke et al. (2022) konnten nachweisen, dass die

meisten Leberzellen nicht einmal 3 Jahre alt sind und sich 70 % der Lebermasse jahrlich erneu-
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ert [73]. Die Regenerationsfahigkeit der Leber beruht auf dem Zusammenspiel verschiedener

Komponenten, welche sich in mehrere Kategorien einteilen lassen:

- Zelltypen:

Kupffer-Zellen (KCs)

Hepatozyten
Oval-Zellen

Hybrid-Hepatozyten

+ Zytokine:

yes-assoziiertes Protein (YAP)

Transkriptions-Coaktivator mit PDZ-Bindungsmotiv (TAZ)
(-Catenin

— Notch-1

— Smad7

- Wachstumsfaktoren:

— vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)
— Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF)

— epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)
- Signalwege:

— Hippo-Signalweg

Notch-Signalweg
WNT-Signalweg
TGF-3-Signalweg

+ Transkriptionsfaktoren:

— Transkriptionsfaktor der TEAD-Familie 1-4 (TEAD)

Alle Kategorien kdnnen von einzelnen oder mehreren Faktoren beginstigt werden und beein-

flussen sich zum Teil gegenseitig [63, 74—-76].

1.4.2 Wie regeneriert die Leber?

Kountouras und Kolleg:innen (20@1) konnten im Tiermodell die wichtigsten Schritte der Leber-
regeneration aufzeigen. Nach einer Hepatektomie der Leber beginnen die Hepatozyten etwa

12-16 Stunden post-0OP wieder mit der Synthese von DNA. Dieser Vorgang erreicht nach 24-48
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1.4. Leberregeneration

Stunden sein Maximum. Die Hepatozyten beginnen sich zu teilen und regenerieren so die feh-
lende Lebermasse. Etwa 3—7 Tage nach der Hepatektomie ist die Lebermasse vollstandig rege-
neriert. Die Hepatozyten-Teilung nimmt ab und die Bildung neuer BlutgefaRe und Gallengange
beginnt. Das regenerierte Lebergewebe unterscheidet sich zu diesem Zeitpunkt morphologisch
noch stark von einer funktionsfahigen Leber [77]. 8—10 Tage nach der Hepatektomie ist die

Leberfunktion wieder vollstdndig hergestellt [35].

Bei histologischen Untersuchungen in der Rattenleber nach einer durch Hepatektomie indu-
zierten Leberregeneration konnten Miyaoka und Kolleg:innen (2012) feststellen, dass einige der
Hepatozyten zwar die Mitose durchlaufen, aber nicht die darauffolgende Cytokinese, und daraus
eine vermehrte Anzahl an diploiden/binuklearen Hepatozyten resultiert [78]. Zudem konnte die
gleiche Arbeitsgruppe im Mausmodell den Nachweis erbringen, dass die regenerative Antwort
nach Hepatektomie durch die Grol3e des resezierten Gewebes variiert. Durch den Vergleich der
Regeneration nach einer 3@ % und einer 70 % Hepatektomie konnte gezeigt werden, dass die
Leberregeneration nach einer 3@ % Hepatektomie ausschlieflich auf Hypertrophie der verblie-
benen Hepatozyten beruht, wahrend nach einer 70 % Hepatektomie es auch zur Teilung der
Hepatozyten kommt [78]. Sofern die Teilungs- und Regenerationsfahigkeit der Hepatozyten er-
schopft ist, beginnen andere Zelltypen die Regeneration der Leber zu unterstitzen. So konnte
nachgewiesen werden, dass bei Erschépfung der Hepatozyten-Antwort die Oval-Zellen aktiviert
werden (7 Tage) und anschlieRend binnen 7 Tagen zu neuen Hepatozyten differenzieren [79,

80].

1.4.3 Behandlungskonzepte

Die enorme regenerative Fahigkeit der Leber wird bei Leberteilresektionen zur Reduktion der
Tumorlast verschiedener Tumore genutzt [81]. Ein wichtiger Faktor fiir einen erfolgreichen post-
operativen Verlauf ist die Funktion des verbliebenen Restlebervolumens (FLR). Bei jungen und
komplett gesunden Patient:innen sollte die FLR Uber 20 % liegen, bei Patient:innen mit Be-
gleiterkrankungen und Veranderungen des Leberparenchyms tber 40 %. Auch bei alteren Pa-
tient:innen sollte die FLR hoher angesetzt werden. Bei Patient:innen mit nicht ausreichender
FLR kommen Methoden zum Einsatz, die die Leberregenerationsfahigkeit ausnutzen und zu ei-
ner Zunahme der FLR fihren (Hypertrophie-Konzepte). Nach entsprechender Hypertrophie kann
die Leberresektion erfolgen und so ein postoperatives Leberversagen vermieden werden. Hierzu

gehoren klassischerweise die Pfortaderembolisation (PVE) und die Pfortaderligatur (PVL) [82].
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Auch zweizeitige Leberresektionsverfahren gehdren dazu. Sie sind besonders dann indiziert,
wenn sich auch im FLR eine Tumormanifestation befindet. Beim klassischen zweizeitigen Vor-
gehen wird zunachst ein Leberlappen — am ehesten der Lappen mit der grofRten Tumorlast —
reseziert und nach entsprechender Wartezeit der Tumor im verbliebenen Lappen entfernt [82].
Eine Alternative hierzu ist die Entfernung der Tumorlast im FLR und Ligatur der kontralateralen
Pfortader im ersten Schritt, gefolgt von der Resektion des kontralateralen Leberlappens nach

entsprechender Hypertrophie [83].

Ein daraus resultierendes zweizeitiges Verfahren ist die assoziierte Leberpartition und Pfort-
aderligatur zur zweizeitigen Leberresektion (ALPPS; Abbildung 1.2), welches einen In-Situ-Split
mit Pfortaderdurchtrennung (zur Hypertrophieinduktion der FLR) beinhaltet und so eine signi-
fikante Lebervolumensteigerung in kurzer Zeitperiode ermdglicht [83—-85]. Bei Patient:innen
mit Tumorlast im rechten Leberlappen und relativ kleinem linken Leberlappen ohne erhéhte Tu-
morlast kann die PVE oder PVL zur Induktion einer Hypertrophie der linken Leberhalfte genutzt
werden. Ohne die Hypertrophie ist die Funktionalitat des verbleibenden FLR nicht ausreichend.
Nach einem kurzen Intervall (etwa 7-10 Tage) wird das FLR-Volumen mittels Lebervolumetrie
und -funktionstests (z. B.: Limaxtest) gemessen. Bei ausreichendem Wachstum des FLR erfolgt
der zweite Schritt — eine erweiterte Hemihepatektomie des tumortragenden rechten Leberge-

webes.

ALPPS induziert Leberregeneration auch bei nicht resektablen Patient:innen [82]. Dieses Ver-
fahren wird zumeist — aber nicht ausschlieBlich — bei Patient:innen mit kolorektalen Leberme-
tastasen verwendet, da es zudem auch sehr gute Ergebnisse bei onkologischen Charakteristika
erzielt [86, 87]. Obwohl die Regenerationsfahigkeit der Leber seit Jahrzehnten umfassend un-
tersucht wurde und bekannt ist, dass Hepatozyten 24 Stunden nach der Resektion zu proliferie-
ren beginnen [88], ist wenig Gber die exakten Mechanismen nach ALPPS bekannt. Verschiedene
Studien zeigen, dass die Leberregeneration nach einer groReren Leberresektion hauptsachlich
innerhalb der ersten Woche auftritt [89, 9@]. Analog dazu wurde eine Verlangsamung der Leber-
hypertrophie nach 7 Tagen auch nach dem 1. Schritt von ALPPS berichtet [91]. AnschlieRend wird
der Funktionszugewinn immer geringer, je weiter sich die Leber auf ihre urspringliche GroRRe

regeneriert [92].

Santibafies et al. (2016) konnten in einer klinisch-histologischen Studie zeigen, dass die GroRe
der Hepatozyten nach ALPPS zunahm [93]. Dies steht im Einklang mit der Theorie, dass die

Zunahme der ZellgroRe die erste Reaktion von Hepatozyten auf den Verlust der Lebermasse ist.
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Die Reaktion erreicht einen Tag nach der partiellen Hepatektomie (PH) ihren Hohepunkt [78].
Die durch ALPPS gestartete FLR-Regeneration wird unter anderem durch die Inhibierung
des Hippo-Signalwegs (Hippo) induziert, was zu einem hyperplastischen Wachstum der

Hepatozyten-Population fihrt [94, 95].

Associating liver partition and portal vein ligation for
staged hepatectomy (ALPPS)

Stage 1 Stage 2
<30% of >30% of
total liver total liver
- ‘ l ot
M ) 1 week S
i X s a9
o ‘ — /'I’“"‘j‘; // » )
\ B ‘
‘ v
\
\
Ligation of the Tumor resections Hypertrophy Resection
portal vein from the of the of the
+in situ split remnant liver remnant liver deportalized liver

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der ALPPS Operationstechnik. Das Verfahren der as-
soziierten Leberpartition und Pfortaderligatur zur zweizeitigen Leberresektion (ALPPS) ist auch operativ
ein zweizeitiges Hepatektomieverfahren. Im ersten Schritt wird der zukinftige Leberrest (future liver
remnant, FLR) von Metastasen ,gereinigt”. AnschlieRend erfolgt die Ligatur der Pfortader und die Durch-
trennung des Lebergewebes. Nach einer etwa 14-tagigen Wartezeit und bei ausreichend regenerierter
Leberfunktion wird im zweiten Schritt die deportalisierte Leber entfernt. [96].

1.5 Der Hippo-Signalweg

1.5.1 Aufgaben

Der Hippo-Signalweg (Hippo) hat je nach Entwicklungsstadium unterschiedliche Aufgaben. In
der Embryonalentwicklung steuert er die Entwicklung von Organen. Er hemmt die Differenzie-
rung, fordert die Proliferation, limitiert die Organgrdfie und steuert die Orientierung der Zellen
entsprechend der spateren Kdrperachse [97-99].

Im Erwachsenenalter bestehen die Aufgaben des Hippo-Signalwegs zumeist in der Gewebs-
homoostase, der Aktivierung von adulten Stammzellen und dem Einleiten von Zellen in den

programmierten Zelltod [99]. Sollte es zu einer Gewebeschadigung kommen, ist der Hippo-
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Signalweg maRgeblich an der Regeneration des Gewebes und der Wundheilung beteiligt [98,
100].

1.5.2 Bestandteile und Signalkaskaden

Der Hippo-Signalweg besteht aus einem groRen Netzwerk von Proteinen und umfasst
eine Core-Kinase-Kaskade. Ist der Signalweg aktiv, phosphoryliert die Serin/Threonin-
mammalische STE2@-&hnliche Proteinkinase (MST1/2) Gber das Adapterprotein Salvador (Sav1)
die Tumorsuppressor-Kinase (LATS1/2). Die so aktivierte LATS1/2 phosphoryliert allein oder mit-
tels des Adapterproteins Mats (Mob1) das yes-assoziierte Protein (YAP), den Effektor des Hippo-
Signalwegs [98, 99]. Phosphoryliertes YAP (pYAP) wird vom Zellkern ins Zytoplasma transpor-
tiert, wo sich pYAP mit dem 14—3—3-Protein anreichert, was zu einer zytoplasmatischen Seques-
trierung fihrt [101-106]. Wenn der Signalweg inaktiv ist, unterbleibt die Signalkaskade und
unphosphoryliertes YAP befindet sich im Zellkern und kann dort mit der Transkriptionsfaktor-
familie der transcriptional enhanced associated domain factors 1-4 (TEAD) interagieren [107,

108].

1.5.3 Haupteffektor YAP

Yes-assoziiertes Protein (YAP) ist der Haupteffektor des Hippo-Signalwegs, hat aber ohne ei-
nen Co-Faktor nur eine sehr geringe Transkriptionsaktivitat. Mittels eines passenden Co-Faktors
kann ein Komplex gebildet werden, der es YAP ermoglicht, die Zielgentranskription auszufih-
ren. Einer der bekanntesten Co-Faktoren fiir YAP ist die TEAD1—4-Familie [109]. Der YAP-TEAD-
Komplex reguliert direkt die Expression von vielen zentralen Komponenten weiterer Signalwege
wie z. B. WNT, TGF-3, Notch und BMP [47].

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zudem nachweisen, dass YAP eine Doppelfunktion tGber-
nimmt: Es fordert die Proliferation und hemmt die Apoptose [110]. Dies steht im Gegensatz zu
klassischen Onkogenen, welche sowohl Proliferation als auch Apoptose férdern kdnnen. Gleich-

zeitig kann eine fehlregulierte YAP-Expression auch die Metastasierung férdern [111].

1.5.4 Fehlregulation in der Tumorbiologie

Mehrere Studien berichten von einer YAP-Uberexpression bei Krebserkrankungen und zeigten
erfolgreich, dass eine hohere Expression oder Aktivitat von YAP mit einem schlechteren Pati-

enteniberleben bei verschiedenen Tumorentitaten zusammenhangt [112-118]. Dariber hinaus
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gibt es Hinweise darauf, dass allein YAP ausreicht, um die Krebsmetastasierung voranzutreiben
(111, 119-130].

Speziell bei PDAC-Patient:innen scheint der Hippo-Signalweg eine Schlisselrolle beim Fort-
schreiten der Erkrankung mit Metastasenbildung einzunehmen [131] und auch die Uberexpres—

sion von YAP korreliert mit einem schlechteren Gesamtiberleben (0S) [132-135].

1.6 TEAD

1.6.1 Aufbau und Funktion

Es gibt vier verschiedene, hochkonservierte TEA-Domain Family Member Gene (TEAD1-4). Alle
TEADs sind ubiquitar vorhanden und jedes einzelne TEAD hat eigene spezifische Expressionsver-
teilungen, was die Vermutung nahelegt, dass jedes TEAD fir spezifische Aufgaben innerhalb der
Zelle verantwortlich ist [136—-139]. TEAD1-4 konnten in fast allen Sdugetiergeweben nachge-
wiesen werden. Sie besitzen eine DNA-Bindestelle am N-Terminus und eine YAP-Bindestelle am
C-Terminus (Abbildung 1.3) [1@8, 140, 141]. TEAD allein hat eine sehr geringe Transkriptionsak-
tivitat [142, 143], kann aber mit einem geeigneten Co-Faktor verschiedene Gene transkribieren
und so ZellgroRe, -teilung, -migration, EMT und Gewebehomoostase beeinflussen [144, 145].
Auch hat TEAD eine ausschlaggebende Funktion beim Wechsel vom Zellteilungsmodus in die

GO Phase (arrested Cellcyle) [146] und zeigt gewebeabhangige Expressionsmuster [136-139].

1.6.2 Entwicklungsbiologische Aufgaben

Jedes Mitglied der TEAD-Familie hat sowohl entwicklungsbiologische als auch gewebespezi-
fische Aufgaben [141, 147, 148]. Sie werden mit der Proliferation, der Embryonalentwicklung,
der Kardiogenese, der Neuralleisten- und Notochord-Entwicklung in Verbindung gebracht [140,

149-151].

1.6.3 Reaktionspartner und Aufgaben in der Leber

Die Transkriptionsaktivitat von TEAD1-4 ist weitestgehend gehemmt und stark von der Bin-
dung an Co-Faktoren abhangig. Einer der bekanntesten Co-Faktoren ist YAP oder sein Paralog
Transkriptions-Coaktivator mit PDZ-Bindungsmotiv (TAZ). YAP/TAZ sind die Haupteffektoren des
Hippo-Signalwegs. Dessen Zielgene steuern unter anderem OrgangroRe und Geweberegenera-

tion [152, 153]. Die Steuerung von YAP erfolgt Gber seinen Phosphorylierungsstatus. Ist YAP
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TEAD1

TEAD2

TEAD3
87.9% 78.7%

93.4% 81.9%
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Abbildung 1.3: Aufbau und Domanenarchitektur der humanen Transkriptionsfaktoren der
TEAD-Familie 1-4 (TEAD1-4). Am N-Terminus sitzt die DNA-Bindungsdomane (DNA-BD) und am
C-Terminus die YAP/TAZ-Bindungsdoméne (YAP/TAZ-BD). Innerhalb der TEAD-Familie weisen alle Bin-
dedominen eine hohe Ahnlichkeit auf. Bei TEAD2, 3, 4 gibt der Prozentsatz ( %) die Ahnlichkeit von DNA-
BD und YAP/TAZ-BD im Vergleich zu denen von TEADT an [108]. Zu den mdglichen Modifikationen nach
Translation gehoren Palmitoylierung und Phosphorylierung, die in der YAP/TAZ-BD bzw. DNA-BD auftre-
ten. Die Palmitoylierung ist fur die ordnungsgemafe Funktion von TEAD erforderlich. Die zytoplasmati-
sche Translokation von TEAD erfolgt durch Protein-Protein-Interaktion mit der p38 Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (p38 MAPK), die das p38-Bindungsmotiv innerhalb der DNA-BD aller TEADs bindet. Modi-
fiziert, aus [144].

phosphoryliert befindet es sich im Zytoplasma und kann nicht in den Zellkern. Ist es unphos-
phoryliert bildet es im Zellkern mit TEAD einen Komplex und sorgt so fir eine Transkription
der Gene fiir Zellwachstum, Proliferation und Uberleben [154—156]. Mittlerweile sind auch Hip-
po unabhangige Regulatoren und Modulatoren bekannt geworden. So ist die TEAD-Aktivitat
auch durch ,upstream” Signalwege wie WNT, TGF-3 und epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)-
Signalwege beeinflusst [144]. Zudem ist der WNT Signalweg einer der am besten charakterisier-

testen ,upstream” Signalweg, welcher TEAD reguliert [144, 157].

Die Vestigal-like Proteinfamilie (VGLLT—-4) wurde ebenfalls als weiterer Co-Faktor fir TEAD1-
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4 nachgewiesen [158—-161]. Studien konnten zeigen, dass durch die Bindung von VGLL1-4 an
TEAD die YAP-Bindungsstellen am TEAD Uberlagert werden, was fur eine Konkurrenz zwischen
YAP und VGLL1-4 spricht [162, 163]. Neben dem Konkurrenzgedanken konnte es sich aber auch
um eine funktionelle Auswahl des Bindungspartners von TEADT-4 handeln, um bestimmte phy-
siologische Prozesse zu beginstigen [164]. Der Transkriptionsfaktor 4 (TCF4) konnte als Co-
Faktor nachgewiesen werden und fihrt bei Bindung an TEAD4 zu einer Expression von Zielgenen
des WNT-Signalwegs [165]. Die P16@ Familie der Steroidrezeptoren wurde als Interaktionspart-
ner nachgewiesen [166]. Auch das Aktivator Protein 1 (AP-1) scheint ein wichtiger Co-Faktor fir

die Tumorprogression und das Tumorwachstum zu sein [123, 167].

1.6.4 Regulatorische Prinzipien

Die Regulation von TEAD kann sowohl Uber Co-Faktoren erfolgen als auch Uber post-
translationale Veranderungen wie Phosphorylierung oder Palmitoylierung. Auch die Verande-
rung der intrazelluldren Verteilung durch osmotischen oder oxidativen Stress der Mutterzelle,
mechanische Faktoren und Zelldichte sind als Requlationsfaktoren beschrieben [107, 164, 168].
Die Lokalisation von TEAD1-4 wird hierbei durch p38 MAPK beeinflusst. Bei osmotischem Stress
bindet sie direkt an TEAD und transportiert es aus dem Zellkern ins Zytoplasma [168, 169]. Eige-
ne Arbeiten konnten eine signifikante Korrelation zwischen der intrazellularen TEAD1-4 Lokali-
sation, dem krankheitsfreien Uberleben (DFS) und dem OS von Pankreaskarzinom-Patient:innen

aufzeigen [170].

Darlber hinaus hat die Entdeckung der molekularen Mechanismen von TEAD, wie posttransla-
tionale Modifikationen und nukleo-zytoplasmatisches Shuttling (NCS), die Bedeutung der Tran-
skriptionsaktivitat von TEAD1-4 unterstrichen [107, 148, 171, 172]. Es ist nur logisch, dass sich
TEAD im Zellkern befindet, damit es mit verschiedenen Co-Faktoren interagieren und seine volle
Transkriptionsaktivitat entfalten kann. Es gibt ein breites Spektrum von Stressoren wie osmoti-
scher Stress, hohe Zelldichte und Zellsuspension, die eine zytoplasmatische Translokation von
TEAD1-4 induzieren [107]. Andere zelluldre Ereignisse wie Energiemangel, oxidativer Stress
oder zytotoxische Agenzien fihren zu einer Hemmung der TEAD1-4-Transkriptionsleistung, ver-

andern jedoch nicht die subzellulare Lage oder das Expressionsniveau von TEAD1-4 [144].
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1.6.4.1 Intrazelluldre Verteilung

Es wird angenommen, dass TEAD1-4 das funktionelle Ergebnis des Hippo-Signalwegs Uber die
intrazelluldre Lokalisierung requliert [187] und sich der YAP-TEAD-Komplex nur im Zellkern bil-
den kann [173]. Allerdings gibt es hierfir auch gegenteilige Ergebnisse von Lin und Kolleg:innen
[164]. Alle TEADs kdnnen im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert sein (eigene Daten), nur
TEAD4 kann zusatzlich noch in den Mitochondrien nachgewiesen werden [14@]. Die Regulation
der intrazelluldren Lokalisation ist nicht vollstandig geklart. Es gibt verschiedene Faktoren, die

die TEAD1-4-Lokalisation beeinflussen:
- hyperosmotischer Stress [107, 168, 169]

- hohe Zelldichte und Zellablésung [164]

Im Fallvon TEAD4 induzieren hohe TEAD4-Expressionsniveaus zudem die nukleare Lokalisierung

von TEADA4 [148].

1.6.5 Fehlregulation und die onkologischen Effekte

Uberexpression von TEAD1-4 kann in verschiedensten Tumorentititen wie z.B. Lungen-,
Eierstock- und Brustkrebs nachgewiesen werden [174—178]. Die Aktivierung bestimmter TEAD-
Zielgene steuert die Metastasierung verschiedener Tumorentitaten und geht mit einer schlech-
teren Uberlebensprognose einher [179]. Bei Kolonkarzinomen kann die TEAD-abhingige Me-
tastasierung sowohl Uber den Hippo-Signalweg als auch Hippo-unabhangig erfolgen. In bei-
den F3llen beginstigt eine Uberexpression von TEAD1-4 die EMT als auch die Invasion
von Tumorzellen, was wiederum die Metastasierungsaktivitt beginstigt [123, 18@]. In der
Knochenmetastasierung induziert die TEAD-Aktivierung ROR1-HER3-vermittelte Osteoklasten-
Differenzierung Uber den Hippo-Signalweg [127]. Zudem konnten weitere Studien im PDAC zei-
gen, dass die Storung der YAP-TEAD-Interaktion therapeutische Bedeutung haben kénnte, um
Tumorzellwachstum und metastasierende Prozesse zu hemmen [181-183]. Gleichzeitig regu-

liert der YAP-TEAD-Komplex die Entstehung von multipotenten Pankreasvorlauferzellen [184].
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2 Ziele und Entwicklung der vorliegen-

den Arbeit

Die hier vorgelegte kumulative Dissertation beschaftigt sich mit dem duktalen Adenokarzinom
des Pankreas (PDAC) und der Erstbeschreibung der Rolle des Hippo-Signalwegs im Fortschrei-
ten der Erkrankung (Mitautorenschaft | [131]). Uber die immunhistologische Expressionsauswer-
tung aller wichtigen Hippo-Signalweg-Komponenten wurden wir auf die Expressionsverteilung
der transcription enhanced associated domain factor (TEAD)-Proteinfamilie aufmerksam. TEAD
1-4 sind die Hauptkomplex-Bildungspartner vom yes-assoziierten Protein (YAP), dem Effek-
tor des Hippo-Signalwegs. Bei mehrfach Farbungen mit Immunfluoreszenzfarbstoffen fiel uns
die unterschiedliche Expression einzelner TEADs im Tumorgewebe und angrenzendem Leber-
gewebe auf. Wir postulierten eine Abhangigkeit der TEAD-Expression und ihrer Lokalisation
im Hinblick auf den Fortschritt der Metastasierung des PDAC, woraufhin wir die Verteilung der
TEAD-Expression und ihre prognostische Belastbarkeit in Bezug auf das Fortschreiten der PDAC-
Metastasierung untersucht haben. Hierbei fiel ebenfalls eine Korrelation zwischen Primartumor-
TEAD-Expression und Metastasen-TEAD-Expression auf (Mitautorenschaft Il, [17@]). Bei den
daraufhin durchgefihrten immunhistologischen Untersuchungen stellten wir ebenfalls Expres-
sionsunterschiede der TEADs in tumorfernem ,gesunden” Lebergewebe fest. Im Hinblick auf die
eigentliche Funktion des Hippo-Signalwegs (Regenerations- und OrgangroRenkontrolle) stell-
ten wir die Vermutung auf, dass anhand der Expression und der Lokalisation der TEADs in tu-
morfreiem Lebergewebe Rickschlisse auf die aktuelle regenerative Fahigkeit der Leber zum
Zeitpunkt der Probennahme bestehen kénnten. Es wurden Gewebeproben von 44 Patient:innen
immunhistologisch untersucht, welche eine zweizeitige Leberresektion (ALPPS) erhalten haben

(Erstautorenschaft, [185]).
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Abstract

Purpose The Hippo pathway has broadened in cancer research in the past decade and revealed itself to be an important
driver for tumorigenesis and metastatic spread. In this study, we investigated the clinical relevance of the Hippo pathway
with regard to metastatic invasion, patients’ outcome and histopathological features.

Methods Protein expression of components of the Hippo pathway were analyzed by immunohistochemistry (IHC) using
paraffin-embedded tissue from 103 patients who had been diagnosed with pancreatic ductal adenocarcinoma and had under-
gone surgery. Results were correlated with clinicopathological data, disease-free and overall survival.

Results Immunohistochemistry studies in pancreatic tumour tissues revealed a significant upregulation of MST1, MST2,
pLATS, pYAP and 14-3-3, representing the active Hippo pathway, in non-metastasized patients (p <0.01). In turn, the
pathway is more inactive in metastasized patients and relating liver metastases as LATS1, LATS2, YAP, transcriptional
factors TEAD2 and TEAD3 were upregulated in these patients (p <0.01). A higher pYAP expression was associated with
a favorable OS and DFS.

Conclusion The Hippo pathway is inactive in metastasized patients releasing the pro-metastatic and proliferative potential
of the pathway. Furthermore, our study underlines the prognostic relevance of the Hippo pathway as a shift in the balance
towards the inactive pathway predicts an unfavorable OS and DFS.

Keywords Hippo pathway - Pancreatic cancer - Metastasis - PDAC - Prognosis

Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) remains a chal-
lenging disease with a poor prognosis. The 5-year survival
rate is between 4 and 8% with surgical resection remain-
ing the only curative option (Ilic and Ilic 2016; Ferlay et al.
2013). At the time of diagnosis only 15-20% of patients
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are eligible for surgery and up to 50% of patients display
hepatic metastasis (Siegel et al. 2018; Vincent et al. 2011).
Ultimately 70% of the patients die from metastatic disease
(Hogendorf et al. 2018; Ryan et al. 2014a, b).

The Hippo pathway consists of a large network of pro-
teins, which control end organ size of different tissues, by
regulating proliferation, cell growth, and apoptosis (Yu et al.
2015; Zhao et al. 2007; Saucedo and Edgar 2007). The path-
way comprises of a core kinase cascade, starting with an
activation of a pair of serine/threonine kinases mammalian
STE20-like protein kinase (MST1/2), which activate another
set of kinases, pair large tumour suppressor kinase (LATS).
LATS1/2 phosphorylates the transcriptional activator Yes-
associated protein (YAP), causing it to be transported from
the nucleus to the cytoplasm. As a result, phosphorylated
YAP (pYAP) accumulates with 14-3-3 protein, which
causes cytoplasmatic sequestration (Boggiano et al. 2011;
Poon et al. 2011; Glantschnig et al. 2002; Hergovich et al.
2006; Meng et al. 2015; Chan et al. 2005, p. 20). When the
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pathway is inactive, YAP can be found in the nucleus and
interacts with transcription factors there, like TEAD 1-4
(Holden and Cunningham 2018; Lin et al. 2017a, b). The
localization and phosphorylation of YAP are often used as
a measure of Hippo pathway activity. Several studies prove
that an overexpression of YAP is active in human cancer
and successfully demonstrate that a higher expression or
activity of YAP is linked with worse patient prognoses in
various tumour entities (Wu et al. 2017; Poma et al. 2018;
Yu et al. 2015; Harvey et al. 2013; Liu et al. 2018a, b; Zhang
et al. 2015a, b; Zanconato et al. 2016). Furthermore, there
is evidence that YAP is sufficient to drive cancer metastasis
(Lamar et al. 2012; Nallet-Staub et al. 2014; Lau et al. 2014;
Guetal. 2016; Liet al. 2017, p. 1; Kim et al. 2017; Liu et al.
2016, p. 4, 2018a, b; Diepenbruck et al. 2014; Wang et al.
2018; Han et al. 2017, p. 16; Qiao et al. 2017; Zhou et al.
2016). In PDAC, the Hippo pathway has a pivotal role in
disease progression, with formation of metastasis and YAP
overexpression, which both correlate with an unfavorable
OS (Xie et al. 2015; Salcedo Allende et al. 2017; Chen et al.
2015; Zhang et al. 2014). Here, we present the expression of
all major proteins of the Hippo pathway in the largest trial
population to date. The immunohistochemical results are
linked with clinicopathological data including OS and DFS,
which demonstrates the clinical impact of the pathway on
patients with PDAC.

Materials and methods
Ethics approval

All patients’ data were fully anonymized, and the study was
performed according to the standards set in the Declaration
of Helsinki 1975. The tumour tissue used was remaining
from material that initially had been collected for diagnostic
purposes. All diagnostic procedures had already been fully
completed when the samples were retrieved for the study.
The study was approved by the Ethics Committee Hamburg,
Germany (approval number PV5510).

Patients’ characteristics

A total of 103 patients (female, n =51; male, n=152; median
age, 67.8 years) diagnosed with PDAC, all of whom had
undergone surgery between 2010 and 2018 at the Depart-
ment of Surgery, Asklepios Hospital Barmbek-Hamburg
(Germany) were included. The diagnosis was histologically
confirmed and TNM classification was assessed according to
the AJCC 7th edition. The R-status was obtained pathologi-
cally via the circumferential resection margin. All patients
had a follow-up either up to their death (n=76), or their
most recent contact (n=27) on June 30, 2020.

@ Springer

Immunohistochemical analysis

Immunohistochemistry was employed to determine the intra-
cellular localization and expression of all proteins. Immuno-
histochemical staining was performed using paraffin-embed-
ded tissue. The tissue sections (4 pm) were deparaffinized in
xylene and rehydrated in a descending alcohol set followed
by heated antigen retrieval with 10 mM sodium citrate buffer
(pH 6.0) or Tris—EDTA buffer (pH 8.0) for 5 or 30 min,
respectively. Coverplates™ (ThermoFisher Scientific)
were also used. Endogenous peroxidase activity was sup-
pressed with Peroxide Block (Zytomed Systems). Primary
monoclonal antibodies were diluted with Antibody Diluent
(Zytomed Systems). Sections were covered with antibody
and incubated at 4 °C for 24 h. Subsequently, ZytoChem
Plus (HRP) Polymer Bulk Kit (Zytomed Systems) were used
before staining with DAB (diaminobenzidin) Substrate Kit
(Zytomed Systems). Gill’s hematoxylin III (Carl Roth) was
used as a counterstaining agent, including a 10 s hydro-
chloric acid bath (5%) for differentiation. Sections were
then dehydrated and mounted with EcoMount (Zytomed
Systems).

Following primary antibodies were used: MST1 (1:150,
Abcam (UK), ab51134), MST2 (1:100, Abcam (UK),
ab52641), LATS1 (1:150, Abcam (UK), ab234820), LATS2
(1:50, Abcam (UK), ab135794), pLATS1 +2 (1:50, Abcam
(UK), ab111344), YAP (1:100, Abcam (UK), ab52771),
pYAP-S127 (1:100, Abcam (UK), ab76252), 14-3-3-c
(1:50, Abcam (UK), ab14123), TEAD1 (1:500, Abcam
(UK), ab133533), TEAD?2 (1:75, Abcam (UK), ab196669),
TEAD3 (1:500, Abcam (UK), ab237766) and TEAD4
(1:250, Abcam (UK), ab97460).

Methods of evaluation

An immunoreactive score (IRS) was implemented for the
evaluation of protein expression, which was based on the
intensity and quantity of immune staining in the pancreatic
cancer cells. The IRS score was applied as described by
Kaemmerer and Remmele et al. (Kaemmerer et al. 2012;
Remmele and Stegner 1987).

The intensity of staining was graded as negative (0), mild
(1), moderate (2) and intense (3). The percentage of positive
cells was evaluated as 0 (no positive cells), 1 (< 10% positive
cells), 2 (10-50% positive cells), 3 (51-80% positive cells)
and 4 (> 80% positive cells). The IRS score was obtained by
multiplying these two individual scores. As a result, every
tissue sample was classified into negative (IRS points 0-1),
weak (2-3), mild (4-8) or strong (9-12). Two independ-
ent reviewers then evaluated the protein expression without
prior knowledge of the patient characteristics.
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Statistical analysis

Differences in continuous variables were analyzed with
the Mann—Whitney U test and differences in proportions
were analyzed with the Chi-square test or Fisher exact test.
Overall and disease-free survival was evaluated with the
Kaplan—Meier method. Univariate and multivariate Cox
proportional hazards models were used to assess the effects
of variables on OS and DFS and to also compute mortality
hazard ratios (HR). The Spearman rank order correlation
was used for the pairwise correlation analyses of expres-
sion between proteins. A two-sided p value less than 0.05
was considered as statistically significant. All analyses were
performed using SPSS Inc. (Chicago, IL, USA).

Results
Study population

A total of 103 patients who had been diagnosed with
PDAC and undergone surgery between 2010 and 2018 were
enrolled in this study. The patients had a median age of
67.8 years and 51 were female (49.5%). Features are listed in
Table 1. Eight patients (7.8%) received neoadjuvant chemo-
therapy with FOLFIRINOX due to locally advanced PDAC.
The majority of the tumours was located in the pancreas
head (78.6%). Due to the most common tumour location,
a pancreaticoduodenectomy (PDPP) was performed in the
most cases (67.9%). Most patients suffered from a T3 stage
(67.9%), nodal-positive (75.7%) and poorly differentiated
(65.0%) tumour. The study population included patients in
all possible variations of tumour stages and progression.
Forty-two patients (40.8%) suffered from metastatic dis-
ease at the time of surgery. Of these metastasized patients,
the majority presented with liver metastases (83.3%), while
four patients had distant lymph node metastasis (9.5%) and
three patients had peritoneal carcinomatosis (7.2%). Seven
of these patients were evaluated as not resectable during
surgery. After surgery, 88 patients (85.4%) were treated with
adjuvant chemotherapy, mainly gemcitabine.

Expression of kinases MST1/2, LATS1/2 and pLATS

The Hippo pathway comprises of a core kinase cascade,
starting with the activation of a pair of MST1/2, which phos-
phorylate and activate another pair of kinases—LATS1/2. A
positive expression of all kinases was found in the major-
ity of cases: MST1 was found in 71.8%, MST?2 in 84.5%,
LATSI1 in 89.3%, LATS2 in 66.0% and pLATS in 65.1%.
MST1, MST2 and LATS1 expression was upregulated
compared with the corresponding healthy pancreatic tissue
(p<0.01, Table 2). In contrast, pLATS was downregulated
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in cancer cells (p <0.01, Table 2). The association between
the expression of kinases and tumour characteristics revealed
significant correlations in our study (Table 1). In metasta-
sized patients we observed a significantly lower IRS score
of MST1, MST2 and pLATS (p <0.01), which represents
the active conformation of the Hippo pathway. In con-
trast, LATS1 and LATS2 were upregulated in metastasized
patients (p <0.01).

Of the metastasized patients, 29 corresponding liver
metastases were examined. We did not find any significant
difference between the expression of all kinases in pancre-
atic cancer cells of the metastasized primary tumour and
the cells in the corresponding metastasis (Table 2). Notably
LATS2 was expressed more frequently in the healthy liver
tissue compared to the pancreatic cancer cells within the
liver parenchyma (< 0.01).

Alongside the metastatic status, MST2 IRS score was
found to be significantly lower in tumours with lymphatic
invasion (p =0.04) and in tumours with a diameter larger
than 3.5 cm (p <0.01). Furthermore, a lower IRS score of
pLATS was significantly correlated with lymphatic invasion,
nodal-positive and more undifferentiated tumours (p <0.01).

Expression of YAP, pYAP and 14-3-3

Expression of pYAP was detected in the cytoplasm, while
YAP was mainly expressed in the nucleus of pancreatic
cancer cells (Fig. 1). Both components, YAP and pYAP,
were upregulated in PDAC compared to the corresponding
healthy pancreatic tissue (p <0.01). We observed a higher
IRS score of YAP in patients receiving neoadjuvant chemo-
therapy (p <0.04, Table 1B).

A lower expression of pYAP and the interacting 14-3-3
protein in pancreatic cancer cells was associated with
the presence of metastases at time of surgery (p <0.01,
Table 1B). In contrast, YAP was more frequently expressed
in these metastasized patients (p <0.01, Table 1B). As
already elucidated with the upstream kinases LATSI,
LATS2 and pLATS, there was no significant difference
regarding the expression of YAP, pYAP and 14-3-3 between
the metastasized primary tumour and the relating liver
metastases. Furthermore, the proteins had a similar expres-
sion in the surrounding liver parenchyma (Table 2).

Expression of transcriptional factors TEAD1-4

In the inactive Hippo pathway, YAP is located in the nucleus
and can interact with transcription factors TEAD1, TEAD2,
TEAD3 and TEAD4 resulting in cell growth and prolif-
eration. Therefore, we evaluated the nuclear expression of
TEADI1, TEAD2, TEAD3 and TEAD4. All forms of TEAD
were found to be upregulated in PDAC compared with cor-
responding healthy pancreatic tissue (Table 2).
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2 A significantly higher TEAD2 and TEAD3 expression
_, S was observed in metastasized patients (p < 0.01, Table 1B).
™ - - o o No significant associations were found for TEAD1, while
o S 7° TEAD4 was more frequently expressed in nodal-negative
3 — 5 Y a—- tumours (p=0.03, Table 1B).
é - 5§ —© o The liver metastases showed similar intensities of expres-
«~ sion, as found in metastasized primary tumours. However,
S TEAD1, TEAD2 and TEADA4, but not TEAD3, were upregu-
= lated in the liver metastases in comparison with the respec-
: ; : ; : tive surrounding liver parenchyma (Table 2).
gl-| a~ee Activity of the Hi th indicat
2 y of the Hippo pathway as an indicator
Els ST for post-surgical prognosis
O
N S Data for overall survival was available for all 103 patients
© N o with 27 people (26.2%) living at the end of the study. Data
oo — regarding the time of recurrence was available to us for 84
ol « of the patients and of these 84 patients, 56 patients (66.7%)
2= SN suffered a recurrence. The majority (66.1%) had liver metas-
Els AN tases. Seven patients suffered lung metastases (12.5%), five
Q patients from peritoneal carcinomatosis (8.9%) and another
= S seven patients from local recurrence (12.5%).
“ : ° : z Focusing on the association between the activity of the
AN o Hippo pathway and the survival of the patients, we created
21— SR a ratio of YAP and pYAP, which compared the IRS score
Els gy directly between both parameters and is also representative
0 of pathway activity. A higher IRS score of YAP than pYAP
N < (YAP > pYAP) resulted in a significantly shorter OS with
q oo o < a median survival of 13.0 months. In turn, a pYAP > YAP
o o % ratio was prognostically favorable with a median OS of
N © i3 28.0 months (p =0.003, Fig. 2h). Furthermore, patients with
2} - S Z‘; a mildly or strongly positive IRS score of pLATS (p=0.037,
Tle gooal = Fig. 2e) and pYAP (p=0.001, Fig. 2f) had a significant
3 é longer OS. In contrast, an upregulation of transcription
< E) factor TEAD2 corresponds to a worse prognosis regarding
a - o g the OS (p=0.025, Fig. 2k). However, the YAP expression
: o« ri itself was not significantly associated with the OS (p=0.558,
o o Z Fig. 2g). In a multivariate analysis, pYAP expression (HR:
a |- xo—-e .é 0.51;95% CI 0.22-2.01; p=0.07) and metastatic status (HR:
e & R z 0.47; 95% CI 0.18-1.22; p=0.03) was associated with OS
e E (Table 3).
N S T) The activity of the Hippo pathway seems to be an
cm ool B8 important factor in predicting the time until recurrence.
o : 4 é ; As observed for the OS, a YAP > pYAP ratio was signifi-
™ N z 5 cantly associated with a shorter DFS than a pYAP > YAP
2 | — 4—-e-° § 8 ratio (p=0.004, Fig. 3h). The median DFS in patients with
=P ol ~ & a higher IRS score of YAP was 9.0 months, as compared
2 o8 L« - E % with 17.0 months in patients with a pYAP > YAP ratio. In
E z = ‘E ® - gb “3 addition, a negative or weakly positive IRS score of YAP
g o § 3 ; EE itself was correlated with a shorter DFS (p=0.001, Fig. 3g).
: 2 TE - . i 5 s Of all other components of the Hippo pathway, only LATS1
o g 2 58% 2 i g (p=0.013, Fig. 3d) and TEADI (p=0.019, Fig. 3k) had a
e e e -~ statistical significance in predicting time until recurrence.
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Table2 Overview of Hippo Antibody PDAC  Healthy p PDAC Liver p  Liver  Healthy p
pathway prf)tems inP DAC,’ pancreatic metasta- metasta- liver tissue
corresponding pancreatic tissue, tissue sis sis
liver metastasis and surrounding
liver tissue of metastasized MST1
patients Negative 29 18 <001 17 23 0.64 23 5 0.33
Weak 26 45 11 3 3 10
Mild 37 35 1 2 2 8
Strong 11 5 0 1
MST2
Negative 16 13 <001 9 16 0.08 16 13 0.19
Weak 20 20 11 11 11 15
Mild 50 64 9 1 1 0
Strong 17 6 0 1 1 1
LATS1
Negative 11 1 <001 2 1 089 1 1 0.83
Weak 37 34 6 7 7 8
Mild 32 68 13 15 15 15
Strong 23 0 8 6 6
LATS2
Negative 35 7 012 2 3 035 3 1 <0.01
Weak 22 38 5 10 10 5
Mild 36 54 18 15 15 22
Strong 10 4 4 1 1 1
pLATS
Negative 30 6 <0.01 23 23 0.58 23 10 0.08
Weak 12 25 6 3 3 7
Mild 22 35 0 3 3 12
Strong 10 8 0 0 0 0
pYAP
Negative 36 33 <0.01 18 20 0.15 20 18 0.72
Weak 13 38 8 7 7 9
Mild 28 26 2 2 2 2
Strong 23 3 1 0 0 0
YAP
Negative 31 48 <0.01 2 6 0.06 6 12 0.08
Weak 22 36 6 4 4 6
Mild 35 19 15 13 13 11
Strong 15 0 6 6 6 0
14-3-3
Negative 26 18 <0.01 16 21 0.58 21 11 0.08
Weak 18 27 6 6 6 12
Mild 47 49 7 2 2 6
Strong 12 9 0 0 0 0
TEADI1
Negative 37 60 <001 4 20 026 20 27 <0.01
Weak 38 32 9 5 5 2
Mild 27 11 15 3 3 0
Strong 1 0 1 1 1 0
@ Springer
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Table 2 (continued)

Antibody PDAC  Healthy )4 PDAC Liver p Liver Healthy p
pancreatic metasta- metasta- liver tissue
tissue sis sis
TEAD2
Negative 37 45 <0.01 2 5 067 5 5 <0.01
Weak 28 23 9 6 6 11
Mild 27 30 11 15 15 12
Strong 11 5 7 3 3 1
TEAD3
Negative 33 72 <0.01 4 9 055 9 13 0.55
Weak 25 26 5 8 8 12
Mild 40 5 16 11 11 4
Strong 5 0 4 1 1 0
TEAD4
Negative 34 76 002 7 13 032 13 17 0.03
Weak 34 22 7 11 11 10
Mild 33 5 15 5 5 2
Strong 2 9 0 0 0 0

pPYAP

Fig. 1 a—f Immunohistochemical staining of pYAP and YAP. Representative images of pYAP and YAP in non-metastasized (a, d) and metasta-
sized patients (b, e) with their corresponding liver metastases (c, f). Scale bar, 50 pm

Applying multivariate analysis, ratio YAP>pYAP (HR:  stage (HR: 3.23; 95% CI 1.57-6.63; p=0.003) and nodal
7.39; 95% CI 1.89-29.5; p=0.005), YAP expression (HR: status (HR: 0.09; 95% CI 0.03-0.36; p=0.001) was associ-
0.2; 95% CI 0.04-0.96; p=0.04), pYAP expression (HR: ated with DFS (Table 4).

5.55; 95% CI 1.09-28.4; p=0.04), tumour pathological
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Fig.2 a-m Kaplan—-Meier curves of overall survival for each protein of the Hippo pathway. a MST1, b MST2, ¢ LATS1, d LATS2, e pLATS, f

100
pressi 100}
MST1 Ex i MST2 Expression
— negative [N=29, 22 events] — negative [N=16, 12 events]
— positive, weak [N=26, 18 events] — positive, weak [N=20, 15 events]
80 — positive, mild [N=37, 28 events] 80) — positive, mild [N=50, 38 events)
. — positive, strong [N=11, § events] — positive, strong [N=17, 11 events]
- p=0783 £ p=0718
£ o z
3 £ 60
H 3
& 5
s =
£49 R
3 i :
o L
20)
0
of
12 24 ) 60 72
Overall Survival [months] 1’ 2 % = n ”
D Overall Survival [months]
100§ N
LATS1 Expression ™ LATS2 Expression
— hegative [N=11, 10 events] negative [N=35, 25 events)
— positive, weak [N=37, 26 events] — positive, weak [N=22, 16 events)
9 — positive, mild [N=32, 23 events] 80} — positive, mild [N=36, 26 events]
— positive, strong [N=23, 17 events] = Boative; biong S90S ovents)
£ p=0.461 £ p=0301
£ o 60
3
s g
& [
- 3
3 £ o
a 3
L @
20) 20
9 o
12 24 E3 8 60 72 2 En 3 rm 0 72
Overall Survival [months] Overall Survival [months]
PLATS Expression F
109 — negative [N=36, 29 events] 100} -
— positive, weak [N=21, 16 events] PYAP Expression
— positive, mild [N=36, 25 events] — negative [N=36, 29 events)
— positive, strong [N=10, 6 events] — positive, weak [N=13, 12 events]
* p=0.037 L — positive, mild [N=30, 18 events]
o — positive, strong [N=24, 17 events]
? £ p=0.001
£ o £ o
$ 2
< &
= s
2z adf 2 40
z
S
3 3
204 204
0 " 1 o
12 24 % a8 60 72 2 24 36 48 60 2
Overall Survival [months) Overall Survival [months)
% YAP Ex i 100}
pression -
— negative [N=31, 24 events] YARIpYAP Exprassion
— positive, weak [N=22, 14 events] PYAP > YAP [N=53, 34 events)
0 =
positive, mild [N=35, 27 events] 80} — YAP > pYAP [N=50, 42 events]
— positive, strong [N=15, 11 events]
£ p =0.558 £ P *0.003
£
: i
: :
s
$ 4 w®
£Y § 40
’ -I'I_| )
2 20§
o | J
12 24 36 48 60 72

Overall Survival [months]

12

24

3% 48 &0

Overall Survival [months]

pYAP, g YAP, h ratio YAP/pYAP, i 14-3-3 protein, j TEAD1, k TEAD2, 1 TEAD3 and m TEAD4

@ Springer

72

31



Journal of Cancer Research and Clinical Oncology

i
1004 r 100§
14555 Exprension TEAD1 Expression
— negative [N=26, 19 events] negative [N=37, 26 events)
— positive, weak [N=18, 14 events| s il e s,
P I A w' [ ] — positive, weak [N=38, 30 events)
80l — positive, mild [N=47, 31 events] 20l " 1d [N=27. 20 "
- positive, strong [N=12, 12 events] e OGNV, S T2l events)
5 — positive, strong [N=1, 0 events]
; p=0.083 E p=0257
£ 60 f 60}
; K]
H 2
H 3
: o
i ag % o
: £
: 3
H w
)
2 ;'L 2
o 0)
0 12 24 36 48 60 72 [] 12 24 3B 48 60 72
Overall Survival [months] Overall Survival [months]
100 100}
TEAD2 Expression TEAD3 Expression
— negative [N=37, 25 events] — negative [N=33, 23 events]
— positive, weak [N=28, 25 events] — positive, weak [N=25, 20 events]
80§ — positive, mild [N=27, 17 events] 80§ — positive, mild [N=40, 29 events]
— positive, strong [N=11, 9 events] — positive, strong [N=5, 4 events]
£ p=0.025 ® p=0.089
£ o £ e
K B3
g F
o S
g 49 % 40
a @
204 20}
0 o
0 12 24 36 48 60 72 [ 12 24 36 48 60 72
Overall Survival [months] Overall Survival [months]
100}
TEAD4 Expression
— negative [N=34, 21 events]
— positive, weak [N=34, 26 events]
80l — positive, mild [N=33, 28 events]
— positive, strong [N=2, 1 event]
g p=0393
£ ¢
=
2
£
o
g 40]
i
=
@
20)
0} 1
0 12 24 36 48 60 72

Overall Survival [months]

Fig.2 (continued)

Discussion

PDAC is one of the most aggressive oncological diseases
with limited therapeutic options for patients who often
present with metastases at the time of diagnosis. This ren-
ders the prognosis by and large as unfavorable. Finding

32

an efficient therapy to inhibit further metastases remains
an almost insurmountable challenge but is necessary for
improving patient survival. Therefore, understanding the
molecular mechanisms that underlie metastatic processes is
fundamental. In our study, we used immunohistochemical
techniques to assess expression levels of the most important
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Table 3 Cox proportional hazard for overall survival (n=103)

Variable No. Median OS Univariate Multivariate
[months] B ;
Hazard ratio (95% CI) p value Hazard ratio (95% CI) p value

Ratio pYAP/YAP expression

PYAP>YAP 53 19.0 1.00 1.00

YAP>pYAP 50 13.0 1.34 (0.86-2.11) 0.20 1.57 (0.53-4.71) 042
YAP expression

Negative 31 17.0 1.00 1.00

Positive, weak 22 24.0 0.66 (0.34-1.28) 0.22 0.34 (0.13-0.89) 0.78

Positive, mild 35 14.0 0.89 (0.51-1.56) 0.69 1.19 (0.16-1.54) 0.12

Positive, strong 15 13.0 1.01 (0.52-2.20) 0.84 1.03 (0.19-2.43) 0.49
PYAP expression

Negative 36 13.0 1.00 1.00

Positive, weak 13 9.0 1.79 (0.90-3.56) 0.09 1.27 (0.49-3.24) 0.62

Positive, mild 28 25.5 0.47 (0.26-0.84) 0.01 0.41 (0.17-0.99) 0.04

Positive, strong 23 21.0 0.69 (0.36-1.23) 0.19 1.42 (0.40-4.96) 0.59
Tumour pathological stage

T1 8 19.0 1.00 1.00

T2 12 10.0 1.66 (0.39-6.97) 0.49 0.94 (0.19-4.47) 0.94

T3 70 9.0 2.64 (0.83-8.46) 0.10 1.30 (0.37-4.62) 0.69

T4 13 13.0 2.74 (0.75-10.1) 0.13 2.14 (0.56-8.23) 0.27
Nodal status

NO 25 23.0 1.00 1.00

N1 70 16.0 1.74 (0.95-3.19) 0.08 1.90 (0.94-3.85) 0.13

N2 8 9.0 2.85(0.91-8.98) 0.07 3.09 (0.84-11.4) 0.52
Metastasis status

MO 61 20.0 1.00 1.00

Ml 42 11.5 1.66 (1.05-2.62) 0.03 2.19 (0.71-6.83) 0.17
Tumour differentiation

Well-differentiated 7 33.0 1.00 1.00

Moderately differentiated 24 20.0 2.19 (0.72-6.65) 0.17 2.06 (0.58-7.33) 0.26

Poorly differentiated 67 14.0 3.10 (1.10-8.65) 0.03 2.65 (0.84-8.39) 0.09

Anaplastic 5 16.0 1.96 (0.43-8.87) 0.38 1.51(0.28-8.23 0.64
Resection margin

RO 68 17.0 1.00 1.00

R1 35 14.0 1.24 (0.77-2.01) 0.37 1.08 (0.61-1.92) 0.78

CI confidence interval

Hippo pathway components in 103 patients diagnosed with
PDAC and treated with curative intention at our department.
To the best of our knowledge, this is the largest cohort study
investigating all major components of the Hippo pathway
and correlating expression levels with clinicopathological
results including OS and DFS.

The Hippo pathway is known for regulating cell prolifera-
tion, tissue homeostasis and organ size. Its role has broad-
ened in cancer research in the past decade and it has been
found to be a promoter of tumorigenesis and tumour migra-
tion (van Rensburg and Yang 2016; Han 2019; Moroishi
et al. 2015; Lei et al. 2008). There is evidence that an inac-
tivated pathway results in a higher nuclear YAP expression

@ Springer

and in turn an unfavorable prognosis. All of this incurs a
higher probability of spread of metastases in numerous
malignancies (van Rensburg and Yang 2016; Zygulska
etal. 2017; Yu et al. 2015; Harvey et al. 2013). Focusing on
PDAC, Allende et al. associated a YAP overexpression with
liver metastases and a poorer survival under 30 months in
64 curative treated patients (Salcedo Allende et al. 2017).
Furthermore, different studies emphasize the importance
of a YAP-driven cancer progression in PDAC in vitro and
in vivo (Xie et al. 2015; Yang et al. 2015; Diep et al. 2012;
Kapoor et al. 2014).

Returning to our study, we observed a significant upreg-
ulation of nearly all Hippo pathway components, except
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Fig. 3 a-n Kaplan—Meier curves of disease-free survival for HSP27 and each protein of the Hippo pathway. a HSP27, b MST1, ¢ MST2, d
LATS1, e LATS2, f pLATS, g pYAP, h YAP, i ratio YAP/pYAP, j 14-3-3 protein, k TEAD1, 1 TEAD2, m TEAD3 and n TEAD4
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Fig.3 (continued)

LATS?2, in PDAC compared to healthy pancreatic tissue.
Regarding the impact of the Hippo pathway upon tumour
characteristics, we found a highly significant inactive
shift in patients with metastases (Table 1). The proteins
MSTI1, MST2, pLATS, pYAP and 14-3-3, representing the
active pathway, were more frequently expressed in non-
metastasized patients. In turn, we observed a significant
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upregulation of LATS1, LATS2 and YAP in patients suf-
fering metastases. These results are comparable to previous
findings by Allende et al. where YAP was found to be over-
expressed in metastasized patients (Salcedo Allende et al.
2017). Our results confirm the involvement of the whole
Hippo pathway in metastatic processes of PDAC and proves
previous experimental results in a real-life cohort study (Xie
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Table 4 Cox proportional hazard model for disease-free survival (n=75)

Variable No. Median DFS Univariate Multivariate
[months] - X
Hazard ratio (95% CI) p value Hazard ratio (95% CI) p value

Ratio pYAP/YAP expression

PYAP>YAP 39 11.0 1.00 1.00

YAP>pYAP 36 9.0 1.26 (0.75-2.14) 0.39 3.18 (0.62-16.3) 0.02
YAP expression

Negative 21 9.0 1.00 1.00

Positive, weak 17 12.0 0.77 (0.36-1.65) 0.49 0.57 (0.13-2.50) 0.45

Positive, mild 24 9.5 1.01 (0.52-1.98) 0.97 0.93 (0.17-5.24) 0.94

Positive, strong 13 10.0 1.71 (0.69-3.09) 0.12 1.92 (0.24-15.3) 0.04
pYAP expression

Negative 24 8.5 1.00 1.00

Positive, weak 11 5.0 1.01 (0.47-2.14) 0.99 0.33 (0.09-1.25) 0.10

Positive, mild 22 18.0 0.27 (0.13-0.57) <0.01 0.10 (0.03-0.35) <0.01

Positive, strong 18 10.5 0.48 (0.24-0.98) 0.04 0.27 (0.04-1.65) 0.16
Tumour pathological stage

Tl 7 19.0 1.00 1.00

T2 11 10.0 2.69 (0.71-10.2) 0.14 1.83 (0.34-9.75) 0.48

T3 50 9.0 2.62 (0.81-8.50) 0.11 1.72 (0.44-6.70) 0.44

T4 7 13.0 3.83 (0.95-15.4) 0.06 6.08 (1.15-32.3) 0.03
Nodal status

NO 18 18.0 1.00 1.00

N1 49 10.0 1.63 (0.81-3.29) 0.17 2.03 (0.87-4.70) 0.10

N2 8 3.0 6.91 (2.60-18.3) <0.01 9.59 (2.52-36.5) <0.01
Metastasis status

MO 44 11.0 1.00 1.00

Ml 31 9.0 1.62 (0.95-2.75) 0.07 1.17 (0.22-6.12) 0.85
Tumour differentiation

Well-differentiated 4 325 1.00

Moderately differentiated 18 11.5 6.31 (0.8248.5) 0.07 6.92 (0.77-62.1) 0.08

Poorly differentiated 51 9.0 7.92 (1.08-58.2) 0.04 7.55 (0.89-64.4) 0.06

Anaplastic 2 22.0 3.42 (0.21-55.2) 0.39 9.04 (0.41-200.6) 0.16
Resection margin

RO 50 10.0 1.00 1.00

R1 25 10.0 1.09 (0.63-1.91) 0.74 1.77 (0.97-3.23) 0.08

CI confidence interval

et al. 2015; Yang et al. 2015; Wei et al. 2017; Yuan et al.
2016). In addition, we observed similar expression levels of
all proteins in the relating liver metastases compared to their
metastasized primary tumours. When comparing the expres-
sion of the metastasis with the surrounding liver tissue, we
could not find a significant difference indicating a dysregula-
tion of the Hippo pathway in the whole liver parenchyma. A
supposed predisposition for more liver metastases growing
but not detectable at time of surgery is hypothesized.

In the current literature, only three studies investigate the
impact of Hippo pathway components on patient survival.
Allende et al. found a significantly lower expression of YAP
in patients with an OS under 30 months, but no differences
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in Kaplan—Meier analysis of OS and DFS (Salcedo Allende
et al. 2017). A recently published study by Zhou et al.
revealed YAP as an independent prognostic marker as a
higher protein expression was associated with a shorter OS
and DFS in 140 patients (Zhou et al. 2020). Another study
led by Rozengurt et al. identified multiple YAP/TEAD-
regulated genes as predictors with unfavorable survival by
using the Human Protein Atlas (Rozengurt et al. 2018). As
our study presents all of the important Hippo pathway com-
ponents in the largest study population to this date, we cor-
related the expression of every single protein with the OS
and DFS. Kaplan—Meier analysis revealed a favorable OS
in patients with a higher expression of pLATS and pYAP
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Fig.4 Tllustration of the path-
way in non-metastasized and
metastasized patients according

Non-metastasized situation
Hippo pathway active

Metastasized situation
Hippo pathway inactive

to our immunohistochemical
results. p value refers to the
difference of protein expres-
sion in regard to the metastatic
status. Correlations are shown
between expression of pathway
components and their immedi-
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analyses
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lP|
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(Fig. 2). In addition, patients with a higher expression of
pYAP than YAP had a significantly longer OS. Almost simi-
lar results were observed regarding the DFS, where a higher
PYAP expression and a pYAP > YAP ratio significantly cor-
related with a longer DFS (Fig. 3). These results underline
the clinical importance of the Hippo pathway activity, meas-
ured by YAP and pYAP correlating to patient survival.

The effects of the Hippo pathway on proliferation, cell
growth and homeostasis are mainly regulated by the nuclear
transcription factors of the TEAD family including TEADI,
TEAD2, TEAD3 and TEADA4. It is widely accepted that
TEAD takes plays a significant role in human cancer and the
dissemination of cancer cells. However, TEAD activity and
expression varies between different malignancies and has
to be evaluated separately (Lamar et al. 2012; Holden and
Cunningham 2018; Lin et al. 2017a, b; Huh et al. 2019). We
therefore investigated the expression of each TEAD member
to identify the major target of YAP after nuclear transloca-
tion in PDAC. Firstly, we found that all forms of TEAD were
upregulated in PDAC compared with healthy pancreatic tis-
sue. However, TEAD2 and TEAD3 were more frequently
expressed in metastasized patients and their correlating liver
metastasis, thus indicating that YAP promotes metastasis
mainly through TEAD2 and TEAD3 (Fig. 4).

Focusing on prospective results, we envision huge poten-
tial in targeting the Hippo pathway to improve the prognosis

@ Springer

R=0.44, p<0.001

R=-0.38, p<0.001 (LATS2)

* PI
R=0.49, p<0.001 I *P.| R=0.47, p<0.001

R=0.19, p=0.046 (TEAD1)
R=0.23, p=0.018 (TEAD2)
R=0.28, p=0.005 (TEAD3)
R=0.35, p<0.001 (TEAD4)

| Nuclear translocation

TEAD1 TEAD2

I Target gene expression |

of patients suffering from PDAC by preventing the meta-
static spread or slowing down the rate of metastasis.

Numerous options of inhibiting the signaling pathway
have been investigated as each component of the pathway
could be potentially influenced. As there is evidence that
crossover with other pathways exist, targeting YAP or the
YAP-TEAD interaction as downstream effectors would be
the preferable option (Holden and Cunningham 2018; War-
ren et al. 2018; Wu and Yang 2018). In addition, concentrat-
ing on YAP target genes is another promising approach as
directly targeting YAP, e.g. with verteporfin. When further
investigated, verteporfin was found to act as a competitor
to TEAD binding site on YAP and is capable of disrupting
the YAP-TEAD interaction (Liu-Chittenden et al. 2012).
However, treatment with verteporfin is associated with sub-
stantial toxic side effects (Konstantinou et al. 2017; Zhang
et al. 2015a, b). Nonetheless no active agents targeting YAP-
driven genes promoting cancer growth, progression and
metastasis have been approved for clinical use in PDAC,
but it is a highly promising objective in the era of targeted
therapy.

In conclusion, our study clearly shows that the Hippo
pathway is inactive in metastasized patients resulting in
nuclear translocation of YAP and an enhanced target gene
expression via transcriptional factors TEAD2 and TEAD3
with pro-metastatic and proliferative effects. Furthermore,
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we revealed that the Hippo pathway has a huge impact on
disease progression with metastatic spread and is clinically
highly relevant as a shift in the balance towards the inactive
pathway predicts an unfavorable OS and DFS. Therefore,
we are confident that targeting the Hippo pathway could
improve the outcome of patients suffering from PDAC and
this role needs to be elucidated in prospective studies.
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Background: Transcriptional enhanced associated domain (TEAD) transcription factors are nuclear ef-
fectors of several oncogenic signalling pathways including Hippo, WNT, TGF-8 and EGFR pathways that
interact with various cancer genes. The subcellular localization of TEAD regulates the functional output of
these pathways affecting tumour progression and patient outcome. However, the impact of the TEAD
family on pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and its clinical progression remain elusive.
Methods: A cohort of 81 PDAC patients who had undergone surgery was established. Cytoplasmic and
nuclear localization of TEAD1, TEAD2, TEAD3 and TEAD4 was evaluated with the immunoreactive score
(IRS) by immunohistochemistry (IHC) using paraffin-embedded tissue. Results were correlated with
clinicopathological data, disease-free and overall survival.

Results: Nuclear staining of all four TEADs was increased in pancreatic cancer tissue. Patients suffering
from metastatic disease at time of surgery showed a strong nuclear staining of TEAD2 and TEAD3
(p < 0.05). Furthermore, a nuclear > cytoplasmic ratio of TEAD2 and TEAD3 was associated with a shorter
overall survival and TEAD2 emerged as an independent prognostic factor for disease-free survival.
Conclusion: Our study underlines the importance of TEAD transcription factors in PDAC as a nuclear
localization was found to be associated with metastatic disease and an unfavourable prognosis after
surgical resection.

© 2020 Published by Elsevier B.V. on behalf of IAP and EPC.

Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most
lethal cancers and remains a challenging disease with a poor
prognosis. The 5-year survival rate is between 4 and 8%, with sur-
gical resection remaining the only curative option [1]. At the time of
diagnosis only 15—20% of patients are eligible for surgery and up to
50% of patients display hepatic metastasis [2]. Ultimately 70% of
patients die from metastatic disease [3].

The transcriptional enhanced associated domain (TEAD) family
consists of four highly conserved TEAD/TEF transcription factors
(TEAD 1, TEAD 2, TEAD 3 and TEAD 4). The TEA binding domain is

* Corresponding author. Lohmiihlenstrae 5-9, 20099, Hamburg, Germany.
E-mail address: richard.drexler@semmelweis-hamburg.de (R. Drexler).
! These authors contributed equally to this work.
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common to all four and transcriptional coactivators are necessary
for transcription activation [4]. TEADs integrate with and regulate
many signal transduction pathways [5]. It has been proven that
TEADs are the central transcription factors of the Hippo pathway
with most studies from the last few years focusing on the inter-
action between Yes-associated protein (YAP) and TEAD [6-8].
Hippo independent regulators and modulators have only recently
come to light. However, TEAD activity is also influenced by up-
stream signal transduction pathways, such as Wnt, TGF-B and
epidermal growth factor pathways [5]. Furthermore, the discovery
of TEADs molecular mechanisms, such as post-translational mod-
ifications and nucleocytoplasmic shuttling, have highlighted the
importance of TEAD’s transcriptional activity [9—12]. It is indis-
pensable that TEAD is located in the cell nucleus in order for
interaction with various cofactors and to allow for its full tran-
scriptional activity. There is a broad spectrum of stressors like os-
motic stress, high cell density and cell suspension, inducing TEAD
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Table 1

Pancreatology 21 (2021) 170-179

Comparison of nuclear and cytoplasmic staining of TEAD1-4 in tumour tissue with adjacent non-tumorous tissue and corresponding liver metastases [1]. data show the
comparison of protein levels between the primary tumour and their corresponding liver metastases of 23 synchronous metastasized patients. IRS score is classified as
0 (negative), 1 (positive, weak staining), 2 (positive, mild staining) and 3 (positive, strong staining). All statistically significant variables are highlighted in bold. Statistical test:

chi-square test.

Transcription factor, n (%) PDAC (n =81) Adjacent non-tumorous tissue (n =81) p PDAC (n = 23) [1] Corresponding liver metastasis (n = 23) [1] p
TEAD1 nuclear
negative 32 (39.5) 53 (65.4) <0.01 15 (65.3) 19 (82.7) 0.87
weak 24 (29.6) 15 (18.5) 5(21.7) 3(13.0)
mild 14 (17.3) 13 (16.0) 3(13.0) 1(4.3)
strong 11 (13.6) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
TEAD1 cytoplasmic
negative 40 (49.4) 50 (61.8) <0.01 11 (47.8) 17 (74.0) 0.11
weak 27 (33.3) 24 (29.6) 9(39.2) 5(21.7)
mild 14 (17.3) 7 (8.6) 3(13.0) 1(4.3)
strong 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
TEAD2 nuclear
negative 26 (32.1) 55 (67.9) <0.01 8(34.8) 8(34.8) 0.74
weak 20 (24.7) 15 (18.5) 4(17.4) 4(174)
mild 19 (23.5) 9 (11.1) 6 (26.1) 8 (34.8)
strong 16 (19.7) 2 (2.5) 5(21.7) 3(13.0)
TEAD2 cytoplasmic
negative 36 (44.4) 37 (45.7) <0.01 17 (74.0) 12 (52.2) 0.47
weak 18 (22.2) 18 (22.2) 3(13.0) 4(17.4)
mild 13 (16.1) 21 (25.9) 2(8.7) 6 (26.1)
strong 14 (17.3) 5(6.2) 1(4.3) 1(4.3)
TEAD3 nuclear
negative 43 (53.1) 63 (77.8) <0.01 13 (56.5) 17 (74.0) 0.51
weak 25 (30.9) 14 (17.3) 6 (26.1) 2(8.7)
mild 11 (13.6) 4(4.9) 4(17.4) 3(13.0)
strong 2(24) 0(0.0) 0(0.0) 1(4.3)
TEAD3 cytoplasmic
negative 26 (32.1) 49 (60.5) <0.01 8(34.8) 14 (60.9) 0.85
weak 21(25.9) 21(25.9) 8(34.8) 6(26.1)
mild 31(38.3) 11 (13.6) 7 (30.4) 3(13.0)
strong 3(3.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
TEAD4 nuclear
negative 41 (50.6) 56 (69.1) 0.02 11 (47.8) 17 (74.0) 0.51
weak 15(18.5) 20 (24.7) 5(21.7) 2(8.7)
mild 20 (24.7) 5(6.2) 6 (26.1) 3(13.0)
strong 5(6.2) 0(0.0) 1(4.3) 1(4.3)
TEAD4 cytoplasmic
negative 27 (33.3) 29 (35.8) 0.32 8 (34.8) 16 (69.7) 0.89
weak 32 (39.5) 35 (43.2) 6 (26.1) 3(13.0)
mild 17 (21.0) 14 (17.3) 7 (30.4) 3(13.0)
strong 5(6.2) 3(3.7) 2(8.7) 1(4.3)

cytoplasmic translocation [12]. However, other cellular events like
energy starvation, oxidative stress or cytotoxic agents lead to the
inhibition of TEAD transcriptional outputs, but do not alter TEADs’
subcellular location or level of expression [5]. One underlying
mechanism is a p38 MAPK-induced cytoplasmic translocation of
TEAD in a Hippo-independent manner, indicating that influencing
the nucleocytoplasmic shuttling of TEAD could be an effective
therapeutic target [12].

As the functional output of several interacting pathways, TEAD
plays a major role during organ development, cell growth, regen-
eration and tissue homeostasis. This is achieved through their
transcriptional target genes, such as connective tissue growth factor
(CTGF), Cysteine-rich angiogenic inducer (Cyr61) and Myc. TEAD
hyperactivity and overexpression has been observed in multiple
stages of cancer progression and it is well known that TEAD con-
tributes to tumour initiation, promotes cancer progression,
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and metastasis [5].
Overexpression of TEAD can be seen in various malignancies, such
as medulloblastoma, lung, ovarian and breast cancer [13—17].

Additional data have shown that the activation of TEAD target
genes mediate metastases in various malignancies. In breast cancer
the activation of CTGF enhances the colonisation of malignant cells
and myocardin-related transcription factor (MRTF) induced breast
cancer cell metastases to the lung [18,19]. In colorectal cancer TEAD
activation is triggered by RAR-y via the Hippo pathway, which in
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turn promotes EMT, invasion and metastasis [20]. Nonetheless
higher TEAD expression and its localization in the nucleus of
colorectal cancer cells induced EMT and metastasis via a Hippo-
independent mechanism [21]. In bone metastasis the activation
of TEAD induces ROR1-HER3-mediated osteoclast differentiation
through the Hippo-YAP pathway [22].

Interestingly in PDAC, a few studies revealed that disrupting the
YAP-TEAD interaction could be a promising therapeutic target to
supress tumour cell growth and metastatic processes [23—25]. In
addition, Cebola et al. unveiled a central role of TEAD and YAP as
regulators of multipotent pancreatic progenitors [26]. Rozengurt
et al. found that numerous TEAD target genes have been associated
with an unfavourable prognosis [27]. However, no study investi-
gated the prognostic impact of TEAD staining itself in PDAC.

The aim of our study was to demonstrate the clinical impact of
TEADs in patients with PDAC, regardless of their upstream signal-
ling pathways.

Materials and methods
Ethics approval
All patients’ data were fully anonymised, and the study was

performed according to the standards set in the Declaration of Hel-
sinki 1975. The tumour tissue used was remaining from material that
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TEAD4

Fig. 1. Representative images of immunohistochemistry staining of TEAD1, TEAD2, TEAD3 and TEAD4 in PDAC, adjacent non-tumorous tissue and liver metastases. (A)—(D)
represents a predominantly nuclear staining of each transcription factor in pancreatic cancer cells. Original magnification 40x, scale bar 50um. (E)—(H) shows a predominantly
cytoplasmic staining of each transcription factor in pancreatic cancer cells. Original magnification 40x, scale bar 50um. (I)—(L) represents the staining in adjacent non-tumorous
tissue. Original magnification 40x, scale bar 50um. (M)—(P) pictures the staining of each transcription factor in a corresponding liver metastasis. Original magnification 20x, scale

bar 100um.

initially had been collected for diagnostic purposes. All diagnostic
procedures had already been fully completed when the samples
were retrieved for the study. The study was approved by the Ethics
Committee Hamburg, Germany (approval number PV5510).

Patients characteristics

A total of 81 patients (female, n = 41; male, n = 40; median age,
65.2 years) diagnosed with PDAC, all of whom had undergone
surgery between 2012 and 2018 at the Department of Surgery,
Asklepios Hospital Barmbek-Hamburg (Germany) were included.
Patients’ clinicopathological characteristics are shown in Table 1.
The diagnosis was histologically confirmed and TNM classification
was assessed according to the AJCC 7th edition. The R-status was
obtained pathologically via the circumferential resection margin.
All patients had a follow-up either up to their death (n = 56), or
their most recent contact (n = 25) on April 30, 2020.

Immunohistochemical analysis

Immunohistochemistry was employed to determine the
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subcellular localization and staining of the proteins. Immunohis-
tochemical staining was performed using paraffin-embedded tis-
sue. The tissue sections (4 um) were deparaffinized in xylene and
rehydrated in a descending alcohol set followed by heated antigen
retrieval with Tris-EDTA buffer (pH 8,0) for 5 min. Endogenous
peroxidase activity was suppressed with Peroxide Block (Zytomed
Systems). Primary monoclonal antibodies were diluted with Anti-
body Diluent (Zytomed Systems). Sections were covered with
antibody and incubated at 4 C for 24 h. Subsequently, ZytoChem
Plus (HRP) Polymer Bulk Kit (Zytomed Systems) were used before
staining with DAB (diaminobenzidin) Substrate Kit (Zytomed Sys-
tems). Gill’s hematoxylin III (Carl Roth) was used as a counter-
staining agent, including a 10 s hydrochloric acid bath (5%) for
differentiation. Sections were then dehydrated and mounted with
EcoMount (Zytomed Systems). Following primary antibodies were
used: TEAD1 (1:500, Abcam (UK), ab133533), TEAD2 (1:75, Abcam
(UK), ab196669), TEAD3 (1:500, Abcam (UK), ab237766) and TEAD4
(1:250, Abcam (UK), ab97460). Negative and positive controls were
used as recommended by Abcam (UK).



R. Drexler, R. Fahy, M. Kiichler et al.

Table 2

Pancreatology 21 (2021) 170-179

Correlation between tumour characteristics and the ratio of TEAD1, TEAD2, TEAD3 and TEAD4. TEAD ratio results from direct comparison of nuclear and cytoplasmic IRS
score. IRS score is classified as 0 (negative), 1 (positive, weak staining), 2 (positive, mild staining) and 3 (positive, strong staining). All statistically significant variables are
highlighted in bold. Nuc: nuclear; Cyt: cytoplasmic [1]; data was available for 62 patients. Statistical test: chi-square test.

Feature, n (%) TEAD1 ratio TEAD2 ratio TEAD3 ratio TEADA4 ratio
Nuc Cyt P Nuc Cyt P Nuc Cyt P Nuc Cyt P
> > > > > > > >
Cyt Nuc Cyt Nuc Cyt Nuc Cyt Nuc
Gender
Female 25(61.0) 16(39.0) 0.93 24 (58.5) 17(415) 0.75 15(36.6) 26(634) 038 18(43.9) 23(56.1) 041
Male 24 (60.0) 16 (40.0) 22 (55.0) 18 (45.0) 11(27.5) 29(72.5) 14 (35.0) 26 (65.
Neoadjuvant treatment
No 46 (61.3) 29(38.7) 059 42(56.0) 33(44.0) 0.61 23(30.7) 52(69.3) 033 28(37.3) 47(62.7) 0.16
Yes 3(50.0) 3(50.0) 4 (66.7) 2(33.3) 3(50.0) 3(50.0) 4 (66.7) 2(33.3)
Tumour pathological stage
T1 2(28.6) 5(71.4) 0.09 3(42.9) 4(57.1) 0.71 4(57.1) 3(42.9) 019  3(429) 4(57.1) 0.75
T2 4 (40.0) 6 (60.0) 6 (60.0) 4(10.0) 1(10.0) 9 (90.0) 4 (40.0) 6 (60.0)
T3 38(69.1) 17(30.9) 33(60.0) 22 (40.0) 19 (34.5) 36(65.5) 20(36.4) 35(63.6)
T4 5(55.6) 4 (444) 4(444) 5(55.6) 2(22.2) 7(77.8) 5(55.6) 4 (444)
Nodal status
NO 10(47.6) 11(524) 0.36 11(524) 10(476) 053 7 (33.3) 14 (66.7) 0.84 10 (47.6) 11(524) 049
N1 36(65.5) 19(34.5) 31(56.4) 24 (43.6) 18(32.7) 37(67.3) 21(38.2) 34(61.8)
N2 3(60.0) 2 (40.0) 4 (80.0) 1(20.0) 1(20.0) 4 (80.0) 1(20.0) 4 (80.0)
Metastatic status
MO 34(694) 15(30.6) 0.04 24(49.0) 25(51.0) 0.031 11(224) 38(776) 0.02 18(36.7) 31(63.3) 0.53
M1 15(46.9) 17(53.1) 22(68.8) 10(31.3) 15 (53.1) 11 (46.9) 14 (43.8) 18 (56.3)
Lymphatic invasion
LO 20(57.1) 15(42.9) 0.59 19 (54.3) 16 (45.7) 0.69 11(314) 24(686) 091 13(37.1) 22(629) 0.70
L1 29(63.0) 17(37.0) 27(58.7) 19(41.3) 15(32.6) 31(674) 19 (41.3)  27(58.7)
Venous invasion
\'( 30 (68.2) 14(31.8) 0.12  26(59.1) 18 (40.9) 0.65 13(29.5) 31(705) 0.59 16 (36.4) 28(63.6) 0.53
\'4! 19(51.4) 18(48.6) 20(54.1) 17 (45.9) 13(35.1) 24(64.9) 16 (43.2) 21(56.8)
Perineural infiltration
Pn0 30(68.2) 14(31.8) 0.69 4 (444) 5(55.6) 043 4 (44.4) 5(55.6) 040 5(55.6) 4 (444) 0.29
Pn1 19(51.4) 18(48.6) 42 (58.3) 30(41.7) 22(30.6) 50 (69.4) 27 (37.5) 45(62.5)
Resection margin
RO 36(64.3) 20(357) 029 32(57.1) 24(429) 092 20(35.7) 36(643) 029 22(393) 34(60.7) 0.95
R1 13(52.0) 12(48.0) 14 (56.0) 11 (44.0) 6 (24.0) 19 (76.0) 10(40.0) 15(60.0)
Tumour differentiation
Well-differentiated 5(71.4) 2(28.6) 0.86 1(14.3) 6 (85.7) 0.03 0(0.0) 7(100.0) 0.03 2(286) 5(71.4) 0.86
Moderately differentiated 11(64.7) 6(35.3) 8(47.1) 9(52.9) 3(17.6) 14 (82.4) 6 (35.3) 11 (64.7)
Poorly differentiated 31(574) 23 (42.6) 34(63.0) 20(37.0) 23(426) 31(574) 23 (42.6) 31(574)
Anaplastic 2 (66.7) 1(33.3) 3(100.0) 0(0.0) 0(0.0) 3(100.0) 1(33.3) 2 (66.7)
Tumour size [1]
<35cm 27(659) 14(341) 0.76 21(51.2) 20(488) 0.66 13 (31.7) 8(68.3) 0.52 14 (341) 27(659) 0.50
>3.5cm 13(61.9) 8(38.1) 12 (57.1) 9(42.9) 5(23.8) 16 (76.2) 9 (42.9) 12 (57.1)

Methods of evaluation

An immunoreactive score (IRS) was implemented for the eval-
uation of protein staining in pancreatic cancer cells, which was
based on the intensity and quantity of immune staining. The IRS
score was applied as described by Kaemmerer and Remmele and
colleagues [28,29]. Subcellular localization and staining levels were
determined for both cytoplasmic and nuclear fractions by the in-
tensity of staining graded as negative (0), mild (1), moderate (2)
and intense (3). In addition, the percentage of positive cells was
evaluated as O (no positive cells), 1 (<10% positive cells), 2 (10—50%
positive cells), 3 (51—-80% positive cells) and 4 (>80% positive cells).
The IRS score was obtained by multiplying these two individual
scores. As a result, every tissue sample was classified into negative
(IRS points 0—1), weak (2—3), mild (4—8) or strong (9—12). Two
independent reviewers then evaluated the protein staining without
prior knowledge of the patient characteristics. Furthermore, a ratio
was set up for each TEAD by comparing the protein staining be-
tween nuclear and cytoplasmic localization. The TEAD ratio results
from direct comparison of nuclear and cytoplasmic IRS score. In the
following, a predominantly nuclear staining is classified as
nuc > cyt and a predominantly cytoplasmic staining as cyt > nuc. In
total, 81 patients diagnosed with PDAC were evaluated using the

173

IRS. We separately scored the protein staining in pancreatic cancer
cells and adjacent non-tumorous tissue for each patient. Further-
more, we evaluated the protein levels of TEAD in corresponding
liver metastases of 23 synchronous metastasized patients.

Statistical analysis

Differences in continuous variables were analysed with the
Mann-Whitney U test and differences in proportions were analysed
with the chi-square-test or Fisher exact test. Overall and disease-
free survival was evaluated with the Kaplan-Meier method. Uni-
variate and multivariate Cox proportional hazards models were
used to assess the effects of variables on OS and DFS and to also
compute mortality hazard ratios (HR). A two-sided p-value less
than 0.05 was considered as statistically significant. All analyses
were performed using SPSS Inc. (Chicago, IL, USA).

Results
Study population

A total of 81 patients who had been diagnosed with PDAC and
undergone surgery between 2012 and 2018 were enrolled in this
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Fig. 2. Kaplan-Meier survival analyses of overall survival (OS) of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) based on the subcellular localization of TEAD1-4. (A) No sig-
nificant difference was observed for nuclear or cytoplasmic protein levels of TEAD1 (p = 0.581, log-rank test) (B) Patients with a higher IRS of nuclear TEAD2 had a significantly
shorter OS (p = 0.015, log-rank test). The median OS of patients with a nuclear > cytoplasmic TEAD2 ratio was 16.0 months versus 28.0 months in patients with a
cytoplasmic > nuclear TEAD2 ratio. (C) Patients with a predominantly nuclear staining of TEAD3 had an unfavourable OS (p < 0.0001, log-rank test). The median OS for a higher
nuclear staining of TEAD3 was 14.0 months compared to 27.0 months in patients with cytoplasmic > nuclear TEAD3 ratio. (D) The subcellular localization of TEAD4 had no sig-

nificant association with the OS (p = 0.316, log-rank test).

study. The patients had a median age of 65.2 years and 41 were
female (50.6%). 6 patients (7.4%) received neoadjuvant chemo-
therapy with mFOLFIRINOX. The majority of the tumours was
located in the pancreas head (80.2%). Due to the most common
tumour location, a pancreaticoduodenectomy (PDPP) was per-
formed in the most cases (71.6%). Most patients suffered from a T3
stage (67.9%), nodal-positive (74.1%) and poorly differentiated
(66.7%) tumour. 32 patients (39.5%) suffered from liver metastases
at the time of surgery.

Protein levels of TEAD in PDAC

We examined the nuclear and cytoplasmic TEAD staining in
pancreatic cancer cells using the IRS score and compared the
staining in both, nucleus and cytoplasm, directly to each other by
creating a ratio. Staining of TEAD was seen in all 81 patients but
varying in intensity and subtype (Fig. 1). Representative images of
immunohistochemical staining are shown in Fig. 1. A predomi-
nantly nuclear staining of each transcription factor is illustrated in
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Fig. 1A—D while a predominantly cytoplasmic staining can be seen
in Fig. 1E—H.

Compared to the adjacent non-tumorous tissue, the staining of
TEAD1, TEAD2 and TEAD3 was increased in both, the nucleus and
cytoplasm of pancreatic cancer cells (Fig. 1I-L, Table 1, p < 0.01).
Nuclear TEAD4 was significantly increased in pancreatic cancer cells
(p = 0.02). However, we did not observe any significant difference of
cytoplasmic TEAD4 staining between cancer cells and adjacent non-
tumorous tissue (p = 0.32). Regarding tumour characteristics, we
found a lower IRS score of nuclear TEAD1 (p < 0.001) and a higher
cytoplasmic > nuclear ratio in metastasized patients (p = 0.04). In
contrast, the IRS score of nuclear TEAD2 and TEAD3 was significantly
higher in metastasized patients (p < 0.01). The TEAD2 and TEAD3
ratio was shifted towards the nuclear fraction in these patients
(p < 0.05). In addition, a higher nuclear > cytoplasmic ratio of TEAD2
and TEAD3 was found in more undifferentiated tumours (p = 0.03).
The protein level of TEAD4 was not associated with any feature
(Table 2).
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Table 3
Cox proportional hazard model for overall survival (n=81). All statistically significant variables are highlighted in bold. CI: confidence interval.
Variable No. Median OS [months] Univariate Multivariate
Hazard ratio (95% CI) p-value Hazard ratio (95% CI) p-value

TEAD1 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 49 19.0 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 32 21.0 1.16 (0.67—-2.02) 0.59 1.12 (0.54—-2.47) 0.71
TEAD2 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 46 16.0 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 35 28.0 0.42 (0.13—1.48) 0.03 0.89 (0.47-1.62) 0.039
TEAD3 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 26 14.0 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 55 27.0 0.33 (0.18—0.61) <0.001 0.29 (0.13-0.62) 0.002
TEAD4 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 32 215 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 49 19.0 0.72 (0.41-1.26) 0.26 0.88 (0.42—1.82) 0.73
Tumour pathological stage

T1 7 25.0 1.00 1.00

T2 10 14.0 2.85(0.52—15.75) 0.23 5.47 (0.82—36.61) 0.08

T3 55 19.0 3.02 (0.73—-12.52) 0.13 3.69 (0.71-19.02) 0.12

T4 9 18.0 3.96 (0.82—19.16) 0.09 5.16 (0.91-29.36) 0.06
Nodal status

NO 21 23.0 1.00 1.00

N1 55 19.0 1.79 (0.87—3.68) 0.12 1.65 (0.73-3.73) 0.23

N2 5 7.0 3.81(0.79—-18.44) 0.09 3.12 (0.52—19.39) 0.21
Metastasis status

MO 49 25.0 1.00 1.00

M1 32 135 1.60 (0.94—-2.73) 0.08 1.56 (0.79—-3.06) 0.19
Tumour differentiation

Well-differentiated 7 33.0 1.00 1.00

Moderately differentiated 17 23.0 1.91 (0.59-6.21) 0.28 1.34 (0.33-5.41) 0.68

Poorly differentiated 54 16.0 2.73 (0.96—7.73) 0.06 1.39 (0.39—-4.91) 0.61

Anaplastic 3 34.0 0.75 (0.08—6.77) 0.79 0.61 (0.06—6.63) 0.68
Resection margin

RO 56 20.5 1.00 1.00

R1 25 18.0 1.08 (0.60—1.92) 0.81 0.92 (0.46—1.83) 0.80

Protein levels of TEAD in liver metastases

We pondered the question if the transcription factors are
equally higher stained in the corresponding liver metastases of
synchronous metastasized patients (Fig. 1IM—P, Table 1). To address
that, we investigated the liver metastases of 23 patients and
compared the IRS with them of the corresponding primary tumour.
No significant difference was found, and all transcription factors
had comparable nuclear and cytoplasmic IRS score as well as
similar distributions between nucleus and cytoplasm in the liver
metastases compared to their primary tumour (Table 1, p > 0.05).

Association of TEAD with outcome

Data for OS was available for all 81 patients with 25 patients
(30.9%) still living. Data regarding the time of recurrence was avail-
able to us for 60 of the patients and of these 60 patients, 41 patients
(68.3%) suffered a recurrence. Using Kaplan-Meier analysis, there
was no significant association between TEAD1 and the OS of the
cohort (Fig. 2A). More interestingly, a significant correlation was
found between the TEAD2 and TEAD3 protein level and patient OS
(Fig. 2B and C). Patients with a higher IRS score of nuclear TEAD2 and
TEAD3 compared to the cytoplasmic staining had a significant
shorter OS. The median OS of patients with a nuclear > cytoplasmic
TEAD?2 ratio was 16.0 months while a cytoplasmic > nuclear TEAD2
ratio came along with a median OS of 28.0 months (p = 0.015).
Almost equal results were observed for TEAD3 ratio with a median
OS of 14.0 months for nuclear > cytoplasmic patients compared to
27.0 months in patients with cytoplasmic > nuclear TEAD3 ratio
(p < 0.0001). In a multivariate analysis, TEAD2 ratio (HR: 0.89; 95%
Cl: 0.47 to 1.62; p = 0.039) and TEAD?3 ratio (HR: 0.29; 95% CI: 0.13 to
0.62; p = 0.002) was associated with OS (Table 3). However, TEAD4
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was not significantly associated with OS (Fig. 2D).

Focusing on the DFS of our study population, a shift to the
nuclear fraction of TEAD seems to be an important factor in pre-
dicting the time until recurrence as TEAD1, TEAD2 and TEAD4
were significantly associated with the DFS while TEAD3 showed
no correlation (Fig. 3A—D). As observed for the OS, a
nuclear > cytoplasmic TEAD2 ratio was associated with a signifi-
cantly shorter DFS (p = 0.008, Fig. 3B). The median DFS in patients
with a higher IRS score of nuclear TEAD2 in comparison to cyto-
plasmic TEAD2, was 10.0 months as compared with 19.0 months
in patients with a cytoplasmic > nuclear TEAD?2 ratio. In addition,
a nuclear > cytoplasmic ratio of TEAD1 and TEAD4 was associated
with a shorter DFS (Fig. 3A,D). However, TEAD3 seems to be only a
predictor for the OS, but not for DFS (Fig. 3C). Applying multi-
variate analysis, only the TEAD2 ratio (HR: 0.42; 95% CI: 0.18 to
0.97; p = 0.042) emerged as an independent factor for DFS
(Table 4).

Discussion

In our study, we used immunohistochemical techniques to
assess protein levels and subcellular localization of all members of
the TEAD family. This was carried out on 81 patients diagnosed
with PDAC. As TEAD could only interact with their target genes
when located in the cell nucleus, we wondered if a nuclear locali-
zation of TEAD is associated with tumour progression and an
unfavourable prognosis following surgery. To our knowledge, this
study is the first investigating the clinical impact of TEAD staining
in PDAC.

Several studies have investigated the relevance of TEAD in
various malignancies and found TEAD as an important promoter for
tumour initiation, cancer progression and metastatic spread [5,30].
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Fig. 3. Kaplan-Meier survival analyses of disease-free survival (DFS) of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) based on the subcellular localization of TEAD1-4. (A)
Predominantly nuclear staining of TEAD1 was significantly associated with a shorter DFS in our study population (p = 0.046, log-rank test). (B) Patients with a nuclear > cytoplasmic
TEAD?2 ratio had a significantly shorter DFS (median DFS: 10.0 months) than patients with a cytoplasmic > nuclear ratio (median DFS: 19.0 months) (p = 0.008, log-rank test). (C)
The subcellular localization of TEAD4 had no significant association with the DFS (p = 0.327, log-rank test). (D) Patients with a predominantly nuclear staining of TEAD4 had an

unfavourable DFS (p < 0.041, log-rank test).

As a result, a stronger TEAD staining is associated with a poor
prognosis in gastric, colorectal, prostate and breast cancer
[16,17,21,31—-34]. However, these results indicate that each member
of the TEAD family has its own role in different tumour entities and
they must be considered separately for every malignancy.

Our results are consistent with the aforementioned studies of
other tumour entities, attributing TEAD with a central role in
tumour progression, which results in an unfavourable prognosis for
patients with PDAC. We found TEAD1, TEAD2 and TEAD3 were
significantly increased in the nucleus and cytoplasm of pancreatic
cancer cells when compared to adjacent non-tumorous pancreatic
tissue. Furthermore, we determined whether TEAD was more
prevalent in the cytoplasm or in the nucleus. Kaplan-Meier analysis
revealed that a higher IRS score of the nuclear fraction compared to
the cytoplasmic fraction of TEAD2 and TEAD3 is associated with a
poor OS and a nuclear shift of TEAD1, TEAD2 and TEAD4 is
concomitant with a shorter DFS. In multivariate analysis, TEAD2
and TEAD3 emerged as independent factors for the OS and TEAD2
was an independent prognostic factor for the DFS. These results
prove that the TEAD family plays an important role in PDAC tumour
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progression with a significant impact on patient outcome. More-
over, our results indicate that TEAD2 could be the most relevant
member of the TEAD family in PDAC, as it was revealed as an in-
dependent prognostic factor for OS and DFS.

Early micrometastatic spread is a major restrictive factor that
contributes to the poor prognosis of patients with resectable PDAC
[35]. Current literature has established that PDAC is a systemic
disease, even when it presents as a local disease [36]. These results
underscore that poor overall outcomes are more likely attributable
to the metastatic character of PDAC. Bearing this in mind, we
hypothesised that TEAD could be involved in the formation of
metastasis in PDAC, also contributing to the poor outcome. Various
studies shed light on TEADs transcriptional output driving cell
transformation by stimulating EMT [37—40]. Moreover, the prom-
etastatic effect of TEAD target genes, such as CTGF and MRTF, was
proven in breast cancer and colorectal cancer [18—20,22]. In
particular case of PDAC, most studies focussed on the YAP-TEAD-
interaction as a driver for metastasis and tumour progression, but
the role of each TEAD in metastatic processes in a real-life cohort
remains elusive.
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Table 4
Cox proportional hazard model for disease-free survival (n=60). All statistically significant variables are highlighted in bold. CI: confidence interval.
Variable No. Median DFS [months] Univariate Multivariate
Hazard ratio (95% CI) p-value Hazard ratio (95% CI) p-value

TEAD1 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 35 10.0 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 25 16.0 0.65 (0.34—1.23) 0.048 0.53 (0.13—-0.95) 0.091
TEAD2 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 35 10.0 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 25 19.0 0.68 (0.36—1.29) 0.039 0.42 (0.18-0.97) 0.042
TEAD3 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 19 10.0 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 41 13.0 0.72 (0.37-1.42) 0.34 0.54 (0.23—-1.23) 0.17
TEAD4 IRS score

Nuclear > Cytoplasmic 22 8.0 1.00 1.00

Cytoplasmic > Nuclear 38 17.0 0.52 (0.27—-0.98) 0.04 0.72 (0.32—-1.61) 0.42
Tumour pathological stage

T1 6 215 1.00 1.00

T2 10 9.5 3.76 (0.78—18.15) 0.10 6.27 (0.99—39.7) 0.051

T3 39 11.0 2.93 (0.69—-12.37) 0.14 1.42 (0.23—8.79) 0.71

T4 5 13.0 5.29 (0.96—19.19) 0.046 13.83 (1.69—21.62) 0.015
Nodal status

NO 16 19.0 1.00 1.00

N1 39 11.0 1.63 (0.74-3.61) 0.27 2.97 (1.05-8.46) 0.041

N2 5 3.0 10.49 (3.15—-34.97) <0.001 15.46 (3.02—-19.23) 0.001
Metastasis status

MO 35 17.0 1.00 1.00

M1 25 9.0 1.91 (1.03-3.54) 0.039 3.69 (1.32—-10.37) 0.013
Tumour differentiation

Well-differentiated 4 325 1.00 1.00

Moderately differentiated 15 19.0 5.83 (0.75—45.8) 0.09 19.66 (1.74—-32.15) 0.016

Poorly differentiated 41 10.0 7.07 (0.95-52.4) 0.06 18.99 (1.77-23.01) 0.015
Resection margin

RO 41 11.0 1.00 1.00

R1 19 12.0 1.06 (0.45—1.69) 0.69 1.12 (0.13—1.58) 0.26

Focusing on our study, we observed a higher IRS score of nuclear
TEAD2 and nuclear TEAD3 in patients suffering from liver metas-
tasis at time of surgery. The ratio of nuclear and cytoplasm staining
of TEAD2 and TEAD3 was shifted towards the nuclear fraction in
metastasized patients. In addition, TEAD2 and TEAD3 were pre-
dominantly shifted towards the nucleus of the metastatic cancer
cells in the liver. These findings were consistent with the staining in
the primary tumours. These results support our hypothesis, that the
TEAD family takes a sufficient role in metastatic formation and
tumour progression. According to our findings, TEAD2 and TEAD3
might be important drivers of PDAC progression as these tran-
scription factors were found to be more localized in the nucleus in
progressive disease resulting in an unfavourable outcome.
Furthermore, the upregulation and nuclear localization of TEAD2
and TEAD3 in the relating liver metastases underlines the impor-
tance of the TEAD family in metastatic seeding by disseminated
pancreatic cancer cells and are consistent with a study by Er et al.
who found a L1CAM-ILK-YAP-TEAD signalling axis essential for
metastatic colonisation [44].

A key point of our study was the evaluation of the TEAD protein
levels depending on the subcellular localization, as only nuclear
TEAD can interact with target genes and the role of cytoplasmic
TEAD is not understood. Our results revealed that patients suffering
from metastatic and progressive disease had a nuclear shift of TEAD2
and TEAD3. This regulation of nucleocytoplasmic shuttling warrants
great interest and future study. TEADs have minimal inherent tran-
scriptional activity and therefore require coactivators to stimulate
target gene expression for releasing their protumorigenic and
prometastatic potential [4]. One extensively studied coactivator is
YAP. The YAP-TEAD complex is the nuclear transcriptional module of
the Hippo pathway and it is well established that YAP-TEAD is suf-
ficient to drive cancer metastasis and promotes tumour progression
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of PDAC [45—49]. However, there is evidence that the activity and
subcellular localization of TEAD is also regulated in a Hippo-
independent manner [5,12,21]. The Wnt pathway is a well-
established upstream signal transduction pathway, which regulates
TEAD via both Hippo dependent and independent mechanisms
[50—52]. Another interesting pathway participating in the TEAD
regulation is the TGF-R pathway. The interaction between the TGF-f
and Hippo pathways is centred on the relationship between Smad
and TEAD [5]. As a result, TGF-f induces an increased expression and
activity of TEAD [42,53,54]. All of this evidence emphasizes TEADs
importance as an effector of the TGF-8 pathway during tumour
genesis. Lastly, TEAD is also a mediator of the EGFR-RAS-RAF-MAPK
pathway as one of the most commonly deregulated pathways in
human malignancies [5,55]. However, our study focussed on the
transcriptional output of TEAD itself regardless of interactions with
upstream signalling pathways. Based on our results, TEAD2 and
TEAD3 are highly clinically relevant in PDAC and therefore, we see a
huge potential in regulating the activity or the nucleocytoplasmic
shuttling as a novel therapeutic approach. Inhibiting the interaction
of TEAD with its target genes would have the great advantage of
silencing several pathways at once, as TEAD is the crossroad of many
oncogenic signals.

Each TEAD is mainly composed of structured domains [56]. The
development of a TEAD antagonist may prove to be a formidable
challenge, as the inhibitor needs to gain nuclear access and bind to
TEAD with high affinity and specificity. Unlike well-established
enzymes, which possess one active site, there are multiple poten-
tial vectors for antagonising TEAD therapeutically. As there is no
clear consensus on the functional role of each paralog, it is uncer-
tain if an inhibitor must be specific for one member of the family or
specific for all human TEAD proteins. According to our results, the
inhibition of TEAD2 and TEAD3 could make a huge impact as these
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were found to be prometastatic and prognostically relevant. How-
ever, TEAD1 and TEAD4 were also increased in our study popula-
tion when compared with the adjacent non-tumorous tissue but
without having a major impact on patients’ outcome. Targeting the
DNA Binding Domain (DBD) of TEAD selectively has not yet been
reported on and thus far there are no inhibitors currently available
[57—59]. This region is pan specific to all TEADs but the highly
charged nature of the protein-DNA interaction would not easily
lend itself to disruption from a small molecule, thus potentially
limiting the membrane permeability required to gain access to the
nucleus [57,60].

The most promising therapeutic option available is the targeting
of the TEAD-YAP interface. This class of drugs target YAP itself or the
TEAD-YAP interaction includes verteporfin, K-975 and VGLL4
[63—66]. Verteporfin was found to act as a competitor to TEADs
binding site on YAP and is capable of disrupting the YAP-TEAD
interaction [67]. This drug is certainly the most favoured YAP in-
hibitor, however caution should be exercised as some of the tumour
inhibitory effects have been described as YAP independent [68,69].
K-975 is another potent TEAD inhibitor that disrupts the YAP-TEAD
interaction and had antineoplastic properties in mesothelioma cell
lines [70,71]. Jiao et al. presented VGLL4-mimicking peptide which
directly competes with YAP for binding TEAD and seems a prom-
ising therapeutic agent in gastric cancer [63]. However, these
therapeutic agents are not sufficient against the transcriptional
output of TEAD induced in a YAP-independent manner and, ac-
cording to the current literature cannot completely inhibit the
nuclear activity of TEAD.

Conclusion

Our study demonstrated that a nuclear shift of TEAD2 and
TEAD3 could have a major impact on metastatic and progressive
disease in PDAC. Furthermore, TEAD2 has emerged as an inde-
pendent prognostic factor for OS and DFS and emphasizes the
clinical relevance of the TEAD family. According to our results,
inhibiting TEAD proteins directly or influencing the nucleocyto-
plasmic shuttling towards a cytoplasmic sequestration of TEADs
could be a novel and very promising therapeutic approach. This
inhibition would target both the Hippo/YAP-dependent and inde-
pendent regulation mechanism of TEAD.
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Abstract

Background: The two-stage surgical technique of associated liver partition and portal vein ligation for
staged hepatectomy (ALPPS) enables extensive liver resection and promotes future liver remnant
regeneration (FLR), in part by inhibiting the Hippo signalling pathway. Its main effector, Yes-associated
protein (YAP), has low intrinsic transcriptional activity and requires the transcription enhanced associated
domain factor (TEAD) family members as cofactors for target gene transcription. We evaluated the
intracellular localization and expression of TEAD1-4, hypothesized to regulate the activity of YAP and,
consequently, liver regeneration.

Methods: The intracellular localization of TEAD1-4 was characterized in tumor-free liver (TFL) tissue
samples from 44 ALPPS patients obtained during the two stages of ALPPS surgery. Expression levels
were correlated with clinical and pathological data as well as liver regeneration metrics.

Results: TEAD family members are simultaneously expressed in individual hepatocytes and show re-
lations with liver regeneration, clinical outcome and outcome parameters when comparing TFL tissue
obtained at different stages of ALPPS surgery. Furthermore, differences in TEAD expression and
localization within hepatocytes appeared to be independent of global factors.

Conclusion: TEAD1-4 expression correlates with liver regeneration outcomes. Specifically, cytoplasmic
and nuclear expression scores of TEAD1 serve as predictive markers for clinical outcomes following
ALPPS.
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Lay summary

ALPPS is a two-step surgical technique designed to enhance liver regeneration by inhibiting the Hippo pathway in
patients with oncological liver conditions. Members of the TEAD1-4 family are essential co-factors for the transcription
of target genes activated by Hippo pathway effectors. Our study demonstrates that TEAD1-4 expression at different
intracellular locations can serve as a predictive indicator of liver regeneration.
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Introduction

Associating liver partition and portal vein ligation for staged
hepatectomy (ALPPS) is a two-step surgical technique.' Step 1
involves a combination of portal vein occlusion (PVC) and in-situ
liver partitioning. After sufficient regeneration of the future liver
remnant (FLR), the diseased hemi-liver is resected in step 212
ALPPS facilitates extensive liver resections in patients who would
otherwise be considered non-resectable.’” While primarily
employed in patients with colorectal liver metastasis (CRLM) due
to its favorable oncological outcomes,* ALPPS can also be applied
to other indications.” The ALPPS technique engages multiple
regeneration mechanisms. For instance, the rapid reduction in
liver tissue mass during in-situ splitting leads to a decrease in cell
density, while portal vein occlusion results in increased blood
pressure. These factors contribute to the inhibition of the Hippo
signaling pathway,® which plays a crucial role in regulating organ
size and growth.®”” When this pathway is inhibited, its down-
stream effector, Yes-associated protein (YAP), is dephosphorylated,
allowing it to accumulate in the nuclei of liver cells, particularly
hepatocytes. For YAP to transcribe its target genes, it must form a
complex with a transcription factor, most notably the TEAD1-4
family of transcriptional enhanced associated domain factors.'

TEAD1-4 are highly conserved and are expressed in a cell- and
tissue-specific manner across nearly all mammalian tissues.
These transcription factors have a DNA-binding domain at the
N-terminus and a YAP-binding domain at the C-terminus.'"'?
TEAD alone has minimal transcriptional activity,'>'* but when
paired with a co-factor, it can influence cell growth, proliferation,
epithelial-mesenchymal transition (EMT), migration, and tissue
homeostasis.''® TEAD proteins also play a critical role in the
transition from proliferation to cell cycle arrest'” and exhibit
tissue-specific expression patterns.'®'? Each TEAD member has
distinct developmental and tissue-specific functions.'**~>* The
WNT pathway, among others, is a well-characterized upstream
signaling pathway that regulates TEAD activity.'>*’

TEAD1-4 are also recognized for their roles in tumor pro-
gression. Dysregulation or overexpression of these transcription
factors is associated with pro-oncogenic effects and poor clinical
outcomes across various cancer types.”*>* For example, Drexler
et al. (2021) identified TEAD?2 localization as an independent
prognostic factor for disease-free survival (DFS) and metastasis
in pancreatic cancer.”

TEAD is thought to regulate the Hippo pathway’s outcomes
through its intracellular localization.”> While the YAP-TEAD
complex is believed to form exclusively in the nucleus,’® there
are conflicting findings, such as those from Lin and colleagues,
who suggest alternative locations.”” TEAD proteins can localize
in both the cytoplasm and nucleus, with TEAD4 also observed
within mitochondria.”® The regulation of TEAD localization is
not fully understood, and various factors, including hyper-

35,39,40 37

osmotic stress, cell density, and detachment,” influence

this localization. Notably, high levels of TEAD4 expression
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induce its nuclear localization.”> The expression and localization
of TEAD1-4 in the context of ALPPS intervention steps have not
yet been explored. It remains unclear whether TEAD expression
is influenced by global factors such as age, gender, or primary
diagnosis, and whether their localization can predict clinical
outcomes in ALPPS-treated patients, including the duration of
the interstage (time between step 1 and step 2) and the effec-
tiveness of liver regeneration.

In this study, we analyze the expression of TEAD1-4 in ALPPS
surgical specimens and assess its potential prognostic value in
relation to liver regeneration, overall survival, and disease-free
survival in ALPPS patients.

Material & methods

Ethics approval

All patient data were fully anonymized, and the study was
performed according to the standards set in the Declaration of
Helsinki 1975. The study was approved by the Ethics Committee
Hamburg, Germany (approval number WF061/21).

Study population and tissue samples

A total of 44 Patients (31 male/13 female) with a median (Q1,
Q3) age of 61 years (53, 70) had undergone ALPPS surgery at
Asklepios Hospital Barmbek, Germany, between March 2011 and
May 2017. Thirty four of them were primary diagnosed with
colorectal liver metastasis (CLRM) and 10 had non CLRM dis-
eases (including: HCC, CCC, breast cancer, pancreatic cancer,
malignant melanoma, leiomyosarcoma; for patients character-
istics and clinical data see Supplementary Table 1).

Liver tissue samples were taken at step 1 and step 2 respec-
tively. Each liver specimen was examined by a pathologist to
make sure that only functional and tumor-free liver tissue (TFL-
tissue) was analyzed. All included patients had follow-up till the
December 31st of 2021 or death.

ALPPS-technique

The ALPPS procedure is a two-stage liver resection technique
that involves an extensive hypertrophy of the FLR. During the
first step, the portal vein of the liver lobe with most of the tumor
burden is ligated and a transection of the liver parenchyma is
performed in the intended line of resection. If tumor infiltration
is present in the FLR, local resections are performed to achieve a
tumor free FLR. During the interstage period, only the tumor
free FLR is supplied with portal venous blood, inducing a hy-
pertrophy of the FLR. After 2—4 weeks, the volume of the FLR is
analyzed with CT-scans. If the volume of the FLR is sufficient,
the deportalized liver lobe is removed during the second step.

Multiple immunofluorescence staining

Multiple immunofluorescence staining (4-fold) was employed to
verify TEAD1-4 expression within single hepatocytes on liver
sections. We used different conjugation kits to conjugate our
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established primary antibodies (see Supplementary Table 1 for
further information).

Paraffin embedded tissue sections (4 lm) were deparaffinized
and rehydrated followed by heated antigen retrieval. Afterwards
sections were processed, coated with primary antibody solution
and incubated in the dark. Next, slides were washed, counter-
stained and mounted with Canada balm. Slides were evaluated
and imaged using fluorescence Microscope BX-40, (Olympus,
Germany) with EXFO X-Cite Series 120 Q Lamp (Olympus,
Germany) and a DP72 Camera (Olympus, Germany). For a
detailed staining protocol please refer to the supplementary
information.

Immunohistochemical analyses

Immunohistological analyses were established to investigate
intracellular localization and expression of TEADI-4. Sliced
paraffin-embedded liver tissue sections (4 {m) were used for
immunohistochemistry. Paraffin embedded tissue sections
(4 pm) were deparaffinized and rehydrated followed by heated
antigen retrieval.

Then, sections were covered with dilution of a single primary
antibody (see Supplementary Table 1) incubated for 24h at 4 °C.
Next, slides were washed and coated with secondary antibody kit.
Finally, DAB staining and hematoxylin counterstaining were
processed, followed by mounting with Coverslides. Evaluation
and imaging was done using IX-70 Microscope (Olympus,
Germany) and UC-90 Camera (Olympus, Germany). For a
detailed staining protocol please refer to the supplementary
information.

Methods of evaluation - IRS

An immuno reactive score (IRS) was implemented for the
evaluation of TEAD expression, based on the intensity and
quantity of immune staining. The IRS was applied as described
by Kaemmerer (2012) and Remele and Stegner (1987).*%2 The
score was determined separately for cytoplasmic (c) and nuclear
(n) fractions. The intensity of staining was graded as negative (0),
mild (1), moderate (2) and intense (3). The percentage of pos-
itive cells was evaluated as 0 (no positive cells), 1 (<10 % positive
cells), 2 (10—-50 % positive cells), 3 (51-80 % positive cells) and
4 (>80 % positive cells). The IRS was obtained by multiplying
these two individual scores. Three independent reviewers,
including an experienced pathologist, evaluated expressions
without prior knowledge of patient characteristics and clinical
background (see Supplementary Table 1 for IRS data).

Statistics

Descriptive methods were used to describe patient’s cohort.
Continuous data were shown with means and standard de-
viations as well as medians and 25th and 75th percentiles. Cat-
egorical data were presented as absolute and relative frequencies.
Overall survival and disease-free survival were estimated using
the Kaplan—Meier method.*»** Survival tables and plots were

HPB 2025, 27, 470-479

56

shown.” Effects of demographic data and comorbidities on
TEAD expressions were examined using linear regression

models.*®

Results were presented using parameter estimates,
95 % confidence intervals and p-values. TEAD expression scores
were analyzed using correlation plots based on Spearman cor-
relations.”” A linear mixed model with patients as random effects
and ALPPS step, TEAD expression and intracellular localization
as fixed effects was estimated to determine parameter effects on
IR Scores using the R package glmmTMB.*® Cox proportional
hazards model was used to associate TEAD expression scores
with overall and disease-free survival. Results were presented
using hazard ratios (90 % and 95 % confidence intervals) and p-
values. Because of our small sample group, we considered p-
value <0.1 as mentionable.

Results

We examined 44 patients undergoing two-step ALPPS-inter-
vention. Our patient cohort showed an overall survival after 12,
24, 36 months of 76, 60, 46 % including a median OS of 30 [/:12]
months and a disease-free survival rate of 55, 21, 7 % including a
median DFS of 12 [7:18] months (Fig. 1).

To answer the question of multiple TEAD expression and their
localization within hepatocytes, we used immunofluorescence
colouring. Results showed a simultaneous expression of TEADI,
2, 3, 4 within single hepatocytes (Fig. 2). Furthermore, we
observed TEADs expressed in different intracellular locations
(cytoplasm vs nucleus).

The immunohistological results (Fig. 3) showed distinct
expression patterns of TEADs within the same ALPPS step
(Fig. 3, black arrows). Differences in expression were also
observed between ALPPS step 1 and step 2 within the same
TEAD (Fig. 3, blue arrows) and between different TEADs (Fig. 3,
white arrows). Some TEADs showed stable expression levels
across the ALPPS steps (Fig. 3, green arrows). The graphical
representation of the TEAD expression values between ALPPS
step 1 and 2 highlights the differences (Fig. 4; Arrow colors are
the same as in; Fig. 3).

We considered if TEAD1-4 expression within hepatocytes is
influenced by global factors like gender, age, primary diagnosis,
or comorbidities. We calculated linear models for baseline data.
Only gender was related to cytoplasmic TEAD4 (T4c; p = 0.083).
Female gender showed an almost one-unit higher expression
score compared to men (0.983 [0.133, 2.097], parameter estimate
and 95 % confidence interval). All other TEAD expression
profiles were independent with regard to the measured baseline
data.

To determine if TEAD1-4 expression scores are linked to
clinical liver regeneration values, we used a linear model. The
following values are used to evaluate the success of liver regen-
eration: absolute growth of FLR (ABS.GR), relative growth of
FLR (REL.GR), degree of hypertrophy (DH), kinetic growth rate
(KGR) and future liver remnant to bodyweight ratio (FLRBWR).
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Overall survival

Overall survival (%)

Disease-free survival

Disease-free survival (%)
8

] 3 12 18 2 ) 3

Number at risk

- 37 31 2% 21 16 1"

) 6 12 2 30 36

8
Follow up (months)

Number at risk

- 32 19 8 7 3 1

Figure 1 Overall and disease-free survival of ALPPS-patient cohort. Kaplan-Meyer curves including patients at risk for ALPPS patient
cohort. OS after 12, 24, 36 months = 76, 60, 46 %. DFS after 12, 24, 36 months = 55, 21, 7 %

To assess possible prognostic power between TEAD expression
and regeneration values we included only expression scores of
step 1 (Fig. 5).

Our results showed negative relations between cytoplasmic
TEAD1 (T1lc) and KGR, FLRBWR. If Tlc expression score is
raised by one unit, KGR is decreased by 5 % (—0.011 unit;
p = 0.028) and FLRBWR is decreased by 7 % (—0.035 unit;
p = 0.024). Then, we found nuclear TEAD4 (T4n) expression is
related to ABS.GR. If T4n expression score is increased by one
unit, ABS.GR is decreased by 4 % (—21.077 ml; p = 0.027).

With a confidence interval at 90 % (in accordance with a
significance level of 10 %) all mentioned liver regeneration values
were negatively affected by Tlc. ABS.GR (p = 0.06 |esti-
mate: —14.239| which is equal to —2.6 % of entire liver tissue),
REL.GR (p = 0.051|estimate = —0.066] —5.7 %) and DH
(p = 0.054]|estimate = —0.009| —3.4 %).

Next, we calculated correlations for TEAD1-4 cytoplasmic and
nuclear expressions of step 2 with liver regeneration values.
Spearman correlation coefficient (SCC) only showed a weak
negative correlation between FLRBWR and cytoplasmic TEAD3
(T3¢; —0,356). All other SCC’s did not reach the border for low
relation (SCC >0.3) (not shown).

To examine the effects of TEAD1-4 expression at step 1 on
clinical process and outcome parameters we calculated SCC’s for
TEAD1-4 c/n expressions and length of hospital stay after step 1
(VWD), interstage (time [weeks] between step 1 and 2), KGR,
and absolut FLR to BWR ratio (AFLR) (Fig. 6).

We found correlations between T1c and AFLR (-0.369) as well
as KGR (-0.386) and nuclear TEAD1 (T1n) and AFLR (-0.430)
and KGR (-0.324).

Because TEADI is connected to all considered regeneration
values we calculated the effects of changed basic conditions like
localization and expression of other TEADs for step 1 and 2
individually.

At step 1 the average score for Tlc compared to TEAD2, 3, 4
increased the score by 2.777 (£0.332), 2.277 (£0.332), 2.970
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(£0.332) significantly (p < 0.001). If T1c and T1n expression is
considered the estimated
(p < 0.001) by 0.936 (+0.235).
The average score for Tlc at step 2 compared to TEAD2, 3, 4
increased the score by 1.489 (£0.349), 1.129 (£0.349), 1.640
(£0.349) significantly (p = 0.001). If T1c and T1n expression is
considered the estimated
(p < 0.001) by 1.261 (+0.247).
The linear mixed model showed significant main effects for
ALPPS step 1 or 2, TEADI1-4 expression and intracellular
localization (all p < 0.001). Post-hoc contrasts were also esti-
mated for the model using the emmeans R package *° showing
that expression also differs between ALPPS step 1 and 2
(p < 0.001), in intracellular localization (p < 0.001) and for
TEADI1 when compared with TEAD2 or 3 or 4 (all p < 0.001).
To assess the impact of T1-4 ¢/n expression within step 1 and 2

score decreased significantly

score decreased significantly

against OS and DFS, we calculated one dimensional linear
models of OS and DFS vs examined TEAD1-4 expression scores.
None of the investigated TEADs showed relations to overall
survival. For DFS our model showed that an increase of Tlc
expression score at step 1 by one unit, increased the risk of an
event by 18.8 % (p = 0.081).

For step 2 specimens our model showed that a one unit higher
T1c expression score significantly increases the risk of an event
by 20.9 % (p = 0.017). Otherwise, an increase of T3n expression
score at step 2 by one decreases the risk of an event by 11 %
(p = 0.099).

Discussion

The TEAD family of transcription factors is highly conserved and
specialized, playing essential roles in developmental pro-

50,51

cesses. After embryogenesis, TEADs contribute to various

tissues by acting as cofactors and forming complexes with
downstream effectors to regulate target gene transcription.'’

TEADs also interact with other signaling pathways, including
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Figure 2 4 fold Immunofluorescence staining of a liver tissue
specimen from ALPPS step 2. a: representative image of immuno-
fluorescence staining with TEAD1 at 350 nm, TEAD2 at 568 nm,
TEAD3 at 647 nm and TEAD4 at 488 nm. All images are at 20x
magnification, color of TEAD3 changed to purple for better differenti-
ation. All Images taken without changing the image spot.

b: Merged picture of 4 fold staining with TEADs in their titled color. Top
merge square shows TEAD1+3+4. Right merge square shows
TEAD2+3+4. Left merge square shows TEAD1+2+4. Bottom merge
square shows TEAD1+2+3. Center square shows merge of all TEADs.
The figure is not intended to show significant differences or to highlight
specific TEAD expression combinations. See Supplementary Fig. 1 for
additional information

VGLL1-4, WNT, TGFE, Notch, and BMP.*”>>? Notably, the absence
of TEAD in the nucleus halts DNA transcription, regardless of
downstream effector activity. In liver regeneration, hepatocytes
are the principal drivers, with the Hippo signaling pathway,
particularly its effector YAP, playing a central role in regulating
organ size. Dysregulation of this pathway can lead to
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Figure 3 Immunohistological Analysis of TEAD1-4 Expression in
ALPPS steps 1 and 2. Representative images at 10x and 32x
magnification show the localization and expression levels of TEAD1-4
in liver tissues from patients undergoing ALPPS. Scale bars are
consistent across images. Distinct TEAD expression patterns were
observed within the same step (A, black arrows), between step 1 and
step 2 within the same TEAD (B, blue arrows) and across different
TEADs (C, white arrows). Some TEADs exhibited stable expression
levels across steps (D, green arrows).

(A) TEAD2 showed higher expression within the cytoplasm in step 2
compared to the nucleus [12.00 (10.67, 12.00) vs. 7.33 (4.25, 10.67)].
(B) TEAD1 exhibited increased expression in hepatocyte nuclei in step
2 [8.00 (7.17, 11.25)] compared to step 1 [6.67 (3.67, 8.08)], and T4n
maintained similar expression levels in both steps [step 2: 10.67 (8.00,
12.00); step 1: 8.00 (8.00, 11.25)].

(C) cytoplasmic TEAD2 (T2c) expression was higher in step 2 [10.67
(9.33, 12.00)] compared to step 1 [5.33 (4.00, 8.00)].

(D) cytoplasmic TEADS (T3c) and cytoplasmic TEAD4 (T4c) expression
remained unchanged between step 1 [9.33 (8.00, 10.67)] and step 2
[9.33 (8.00, 12.00)].

Data are presented as median [Q1, Q3]. Arrows indicate related
expression changes or consistency. Detailed immunohistochemical
analysis provides insights into TEAD dynamics during liver regenera-
tion in ALPPS

malformations and degenerative growth, and has also been
associated with tumorigenesis due to the proliferation of
degenerated cells.®

This study aimed to evaluate the expression and intracellular
localization of all four TEAD transcription factors in human liver
and to relationship with liver

tissues, investigate their
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Figure 4 Boxplot for the expression of TEAD1-4 in ALPPS step 1 and 2, shown separately for cytoplasm and nuclear localization. The
boxplots underline the immunohistological findings of the differences between the TEAD expressions. For the sake of clarity, the arrows are
shown in the same color as in Fig. 3. Black arrows: Different expression of TEAD2 depending on the intracellular localization. Blue arrows:
Expression shifts between steps 1 and 2 within cytoplasmic TEAD1 and nuclear TEAD4 - corresponding arrows are at the same level/height and
connected by patterned lines. White arrow: different expression values for cytoplasmic TEAD1 and 2 within step 1. Green arrows: cytoplasmic
TEADS and 4 expressions that remained at the same score level regardless of the ALPPS step - corresponding arrows are at the same level and
connected by patterned lines. Due to the small sample size, no statistical analyses were calculated for the simple expression scores collected

regeneration outcomes in patients undergoing ALPPS surgery.
By correlating TEAD1-4 expression patterns with clinical liver
regeneration metrics, we sought to assess the prognostic poten-
tial of TEADs in improving patient selection and surgical plan-
ning. Our key findings include: (1) Immunofluorescence
revealed simultaneous expression of TEADI1-4 in individual
hepatocytes, with distinct intracellular localizations; (2) Cyto-
plasmic TEADI and nuclear TEAD4 were negatively correlated
with liver regeneration; (3) Cytoplasmic and nuclear TEADI1
expressions were consistently higher than TEAD2-4 at both step
1 and step 2, indicating distinct regulatory roles; (4) TEAD
expression was not significantly influenced by patient gender,
age, or diagnosis.

Compared to the CAPRA study” involving 451 patients, our
complication rates after step 1 of ALPPS (15.9 %) were higher
than those reported in CAPRA (11.3 %). However, our 90-day
mortality rate was lower at 11.6 % compared to 14.5 % in
CAPRA. Additionally, our overall survival rates at 12 and 24
months (Fig. 1) are consistent with other ALPPS studies,”*”°
though the disease-free survival (DFS) rate at 36 months was
slightly lower. The reduced DFS rate at 36 months is likely
influenced by the small number of patients at risk, with each
event having a significant impact on the statistics.

Hepatocytes are central to liver regeneration, primarily regu-
lated by the Hippo signaling pathway and its key effector, YAP.
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This pathway controls organ size and, when dysregulated, can
lead to malformations and degenerative growth, including
tumorigenesis.” TEAD, as a DNA-binding factor, plays a crucial
role in regulating target gene transcription and thus the output of
the Hippo pathway. Without TEAD, the pathway is unable to
execute its transcriptional functions.>>°! In fact, TEAD is the
primary binding partner for YAP in mouse liver tissue.”® Our
analysis that
TEADI1-4 are co-expressed in individual hepatocytes (Fig. 2),
emphasizing their evolutionary importance in diverse cellular
processes.‘w’56 Moreover, no significant association was found
between TEAD expression and patient characteristics such as sex,
age, or primary diagnosis. The independent and simultaneous
expression of all four TEADs in relation to patient characteristics
and intracellular localization underscores their diverse roles in

multi-color immunofluorescence confirmed

liver function.

Upon liver injury or resection, YAP translocates from the
cytoplasm to the nucleus within 4 h, triggering regenerative re-
sponses.® However, TEAD1 remains in the cytoplasm as a co-
factor or is actively transported there after YAP enters the nu-
cleus.””® This observation supports the hypothesis that the
intracellular distribution of TEAD plays a crucial role in regulating
Hippo pathway output.”™' Additionally, some studies suggest
that the YAP-TEAD complex forms in the cytoplasm and only
later migrates to the nucleus.” Our results confirm that TEAD1-4
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Figure 5 Forest plots of TEAD1-4 expressions at step 1 (OP1) and liver regeneration values. Nuclear TEAD4 (T4n) showed a negative effect
on ABS.GR (p = 0.027). Cytoplasmic TEAD1 (T1c) expression showed significant negative effects to KGR (p = 0.028) and FLRBWR (p = 0.024).
With a confidence interval of 90 % all other liver regeneration values are significantly affected by T1c expression (ABS.GR (p = 0.06), DH
(p = 0.054) and REL.GR (p = 0.051)). Confidence interval 90 % = red lines; Confidence interval 95 % = gray lines; with ABS.GR = absolute
growth, DH = Degree of hypertrophy, FLRBWR = future liver remnant to body weight ratio; KGR = kinetic growth rate; REL.GR = relative growth

localize to both the cytoplasm and nucleus. We were also able to
show that the expression of TEAD1-4 differs between ALPPS step
1 and 2 in different variants (Fig. 4). Furthermore, recent studies
show YAP binding to TEAD1,” while other studies indicate that
YAP forms a complex with TEAD4.%

In our analysis, TEAD1 had a significant negative effect on
liver regeneration. This was evident through clinically relevant
parameters, such as absolute liver growth, degree of hypertrophy,
future liver remnant to body weight ratio (FLRBWR) and kinetic
growth rate (KGR). Cytoplasmic TEAD1 was consistently asso-
ciated with a negative prognostic outcome: a one-unit increase in
TEADI expression reduced KGR by 5 % and FLRBWR by 7 %,
indicating slower liver growth and reduced liver size relative to
body weight (Fig. 5). Although liver size alone is not an indicator
of functionality, reduced growth increases the risk of post-
operative liver failure.*"** Additionally, elevated nuclear TEAD4
expression decreased absolute liver growth (ABS.GR) by 4 %.
Establishing baseline TEAD expression levels will be essential for
future clinical application.

TEADT’s role in liver regeneration appears distinct from that of
TEAD?2-4, as evidenced by its independent expression pattern in
our tissue samples. TEAD1’s expression was closely linked to
clinical outcomes, particularly its negative impact on liver
regeneration and DFS. However, while a statistical correlation was
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Figure 6 Correlation plot for clinical values and TEAD1-4 expres-
sion scores of step 1. Plot shows dependencies for clinical values as
well as negative correlations for TEAD1c/n underlining the negative
relation to FLR growth and kinetic growth rate (KGR)

-1

© 2024 International Hepato-Pancreato-Biliary Association Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights are reserved, including those for

text and data mining, Al training, and similar technologies.



HPB

477

observed between TEADI expression and DFS, the mechanism
remains unclear. There are likely many factors contributing to
DFS beyond the expression of a single protein. Nonetheless, the
observation that individual TEAD family members have specific
roles in different tissues is consistent with prior findings.?”****%

In addition, the mixed model analysis further demonstrated
that TEAD1 expression was significantly higher than that of
TEAD2, TEAD3, and TEAD4 (p < 0.001), with substantial
variation between ALPPS steps 1 and 2, influenced by intracel-
lular localization (cytoplasmic vs. nuclear). This prompts the
question of why TEADI shows elevated expression levels relative
to other TEADs in liver tissue. A plausible hypothesis is that
TEADI has a specialized function in the regenerative response
following ALPPS, potentially serving as a crucial mediator of the
Hippo-YAP signaling pathway during hepatocyte proliferation
and tissue remodeling. Future studies are essential to elucidate
the specific regulatory mechanisms and functional significance of
TEAD1’s predominant role in this context, which could have
implications for enhancing clinical outcomes in liver surgery and
regenerative medicine.*!

These findings indicate that TEAD1, TEAD3, and TEAD4 are
involved in liver regeneration and may serve as predictors of
clinical outcomes. However, the aim of our study was not to
develop a clinical prediction model, but rather to identify re-
lationships between TEAD expression and liver regeneration.
Increased T1c expression was correlated with poorer KGR and
FLRBWR, while elevated T4n expression was associated with
reduced ABS.GR. To the best of our knowledge, this is the first
study to demonstrate these associations in human liver tissues.

Investigating Tlc/n and T4n expression may offer prognostic
insight into KGR, FLRBWR, and ABS.GR of the future liver
remnant (FLR), making these TEADs potential laboratory pa-
rameters for predicting liver regeneration outcomes. In combi-
nation with the CAPRA score, which was introduced in 2022 to
estimate the risk of postoperative liver failure based on various
patient factors,” TEAD expression could be integrated into clinical
practice to improve patient selection for ALPPS. By enhancing
preoperative planning with TEAD expression data, clinicians may
be better equipped to predict a patient’s ability to regenerate liver
tissue at the cellular level, leading to improved outcomes.

Further studies with larger cohorts and comprehensive
experimental setups are necessary to clarify why elevated T1c and
T4n expression negatively impact liver regeneration in ALPPS
patients. A more detailed understanding of TEAD’s regulatory
role in liver tissue could ultimately refine its use as a prognostic
tool in clinical settings.

Limitations

This study only included two sampling times, limiting our ability
to assess changes in TEAD expression during liver regeneration.

HPB 2025, 27, 470-479

Conclusion

All four TEADs are expressed in hepatocytes and are present in
both the cytoplasm and nucleus. Increased expression of cyto-
plasmic and nuclear TEAD1 and nuclear TEAD4 prior to ALPPS
surgery negatively impacts liver regeneration. A combination of
CAPRA scores and TEAD expression could improve clinical
decision-making, particularly in selecting patients suitable for
ALPPS and planning the timing of step 2 surgery.
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4 Diskussion

Das PDAC ist eine der aggressivsten onkologischen Erkrankungen mit nur sehr wenigen thera-
peutischen Optionen. Haufig wird die Diagnose erst gestellt, wenn das Karzinom schon metasta-
siert hat, was fiir die meisten Patient:innen mit einer deutlich schlechteren Uberlebensprognose
einhergeht. Die Standardtherapie ist auch heute noch die R@ Resektion. Je nach Krankheitsstand
und Tumorart empfehlen die aktuellen Leitlinien, adjuvante Chemotherapien vorwegzuschalten
und — bei gutem Ansprechen — anschlieRend die R@ Resektion anzustreben [13].

Seit Jahren schon ist das Hauptaugenmerk der Wissenschaft auf eine effiziente Therapie oder
Diagnosemadglichkeit gerichtet. Eine Therapie, welche sowohl die Verbreitung der Metastasen
verhindert als auch das Tumorwachstum hemmt, scheint eine unidberwindbare Herausforde-
rung. Sie ist aber zwingend erforderlich, um das Uberleben der Patient:innen zu sichern oder
zumindest zu verbessern. Um dieses Ziel zu erreichen, bildet das Entschlisseln der molekularen
Prozesse und das Verstandnis hinter dem Metastasierungsprozess und der Tumorprogression ei-

nen Grundpfeiler.

41 Der Hipposignalweg im Adenokarzinom des Pankreas

411 Aufgaben des Hippo-Signalwegs

In der ersten Studie dieser kumulativen Dissertation wurde Pankreasgewebe von 103 mit
PDAC diagnostizierten Patient:innen immunhistologisch aufgearbeitet. Alle Patient:innen wur-
den nach den aktuellen Leitlinien behandelt. Die Expression der wichtigsten Hippo-Signalwegs
Komponenten wurde durch immunhistologische Farbungen auf Paraffingewebeschnitten des
Primartumors und des umliegenden Pankreasgewebes nachgewiesen und anschliefend mittels
eines Immunreaktiven-Scores (IRS) bewertet. Zum Zeitpunkt der Verdffentlichung handelte es
sich um die grofite bisher analysierte Studienkohorte, in der die wichtigsten Komponenten des
Hippo-Signalwegs analysiert und mit klinikopathologischen Daten inklusive des OS und des DFS
korreliert wurden [131].

Die Hauptaufgaben des Hippo-Signalwegs sind die Steuerung der Zellproliferation, der Gewebe-
homoostase und der Organgraf3e. Hinzu kommen pro-onkologische Rollen in der Tumorgenese

und der Tumormigration [155, 186—-188].
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Kapitel 4. Diskussion

Um herauszufinden, ob der Hippo-Signalweg auch im PDAC eine wichtige Rolle spielt, wurden
die Enzymexpressionen der einzelnen Komponenten des Hippo-Signalwegs gemessen. Es gibt
wissenschaftliche Nachweise dafir, dass ein inaktivierter Hippo-Signalweg zu einer hdheren
YAP-Expression im Zellkern fiihrt und dies wiederum mit einer schlechteren Uberlebensprogno-
se fUr den/die Patient:in verbunden ist. Auch verursacht dies eine héhere Wahrscheinlichkeit des

Metastasenwachstums in verschiedensten Tumorentitdten [112, 113, 186, 189].
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Abbildung 4.1: Kaplan-Meyer Analysen Fiir die Hippo-Signalweg-Komponenten pLATS (A),
PpYAP (B) und YAP (C) sowie die Ratio von pYAP und YAP (D). Sowohl pLATS und pYAP zei-
gen signifikante Unterschiede im Gesamtiberleben (0S) in Abhangigkeit der Expressionsstarke. YAP -
Expressionsunterschiede sind nicht signifikant, aber die pYAP und YAP Ratio zeigt ein deutlich verbesser-
tes Uberleben wenn die pYAP-Expression gegeniiber der YAP-Expression erhoht ist. Modifiziert aus [131].

Salcedo—Allende et al. (2017) vermuteten zudem, dass fiir PDAC-Patient:innen eine YAP-
Uberexpression inklusive Lebermetastasen mit einer schlechteren Uberlebensrate verbunden
ist [135]. Zudem gibt es mehrere Studien, welche YAP allein im PDAC eine pro-onkologische

Funktion zuordnen und es mit Tumorprogression in Verbindung bringen [133, 190-192].
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41.2 Immunhistologische Analyse des Hippo-Signalwegs in PDAC

In unserer Studie Drexler et al. (2020) konnten wir eine signifikante Uberexpression von fast al-
len Komponenten des Hippo-Signalwegs im PDAC im Vergleich mit gesundem Pankreasgewebe
nachweisen [131]. Interessant hierbei war, dass der Signalweg bei Patient:innen mit metastasier-
tem PDAC inaktiv war. Im Vergleich dazu waren MST1/2, pLATS, pYAP und 14—-3 -3 in Patient:innen
ohne Metastasen hoher exprimiert, was fir einen aktiven Hippo-Signalweg spricht. Dies passt
zu bisherigen Ergebnissen von Salcedo—Allende et al. (2017), wo ebenfalls eine Uberexpression
von YAP in metastasierten PDAC-Patient:innen nachgewiesen werden konnte [135]. Unsere Er-
gebnisse bestatigen die Rolle des gesamten Hippo-Signalwegs im Metastasierungsprozess von
PDAC und untermauern friihere experimentelle Ergebnisse [133, 181, 193, 194] in einer realen
Studienpopulation.

Zudem konnten wir in den korrespondierenden Lebermetastasen ahnliche Proteinexpressions-
level des Hippo-Signalwegs nachweisen. Das umliegende Lebergewebe zeigte keine Fehlregu-
lation des Hippo-Signalwegs. Jedoch wird vermutet, dass es eine Pradisposition fir vermehrtes
Lebermetastasenwachstum gibt; diese war aber zum Zeitpunkt der Operation in unserem Kol-
lektiv (noch) nicht nachweisbar [111, 195].

In der aktuellen Literatur beschaftigen sich nur wenige Arbeiten mit dem Zusammenhang zwi-
schen Hippo-Signalweg und dem Uberleben der Patient:innen. Salcedo—Allende et al. konnten
eine signifikant geringere YAP-Expression bei Patient:innen mit einem OS von unter 3@ Mona-
ten finden; allerdings gab es keine Abweichungen bei der Kaplan-Meier-Analyse von OS und
DFS [135]. Eine aktuellere Studie identifizierte YAP als unabhangigen prognostischen Marker,
wobei in der Studienpopulation von 140 Patient:innen eine héhere Expression mit einem kir-
zeren 0S und DFS assoziiert war [182]. Rozengurt und Kolleg:innen konnten 2018 mithilfe des
Human Protein Atlas verschiedene YAP/TEAD-regulierte Gene identifizieren, welche ebenfalls

als Pradiktoren fiir ein schlechteres Uberleben gelten [179].

4.3 Prognostische Bedeutung der pLATS-, pYAP- und YAP-Expressionen

Die Ergebnisse der ersten Verdffentlichung von Drexler et al. (2020a) zeigten ein verbesser-
tes OS bei Patient:innen mit hohen pLATS- und pYAP-Expressionen (Abbildung 4.1) [131]. Zu-
dem konnten wir nachweisen, dass Patient:innen mit einer héheren pYAP-Expression ebenfalls
signifikant langere DFS-Zeiten zeigten. Hierbei korrelierten besonders die pYAP-Expressionen

sowie das Verhaltnis von pYAP > YAP mit einem ldngeren DFS (Abbildung 4.2). Diese Ergebnis-
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se unterstreichen die klinische Relevanz der Hippo-Signalwegsaktivitat, gemessen an der YAP-

und pYAP-Expression, sowie die Korrelation dieser Expressionen mit dem OS und DFS der Pati-

ent:innen.
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Abbildung 4.2: Kaplan-Meyer Analysen Fiir die Hippo-Signalweg-Komponenten pLATS (A),
PYAP (B) und YAP (C) sowie die Ratio von pYAP und YAP (D). Sowohl pLATS und YAP zeigen keine
signifikanten Unterschiede im krankheitsfreien Uberleben (DFS) in Abhangigkeit der Expressionsstarke.
pYAP -Expressionsunterschiede sind hingegen hoch signifikant. Auch die pYAP und YAP Ratio zeigt ein
deutlich langeres DFS wenn die pYAP-Expression gegeniber der YAP-Expression erhcht ist. Modifiziert
aus [131].

YAP ist der Haupteffektor des Hippo-Signalwegs, weist jedoch selbst nur eine sehr geringe Tran-
skriptionsaktivitat auf [109]. Fir die Zielgentranskription bendtigt YAP einen Co-Faktor, mit dem
es einen Komplex bildet. Uber den Phosphorylierungsstatus von YAP orchestriert der Hippo-
Signalweg Zellproliferation, -wachstum und -homaoostase. Ist YAP nicht phosphoryliert, kann es
im Zellkern mit den dort lokalisierten TEAD1—4 Transkriptionsfaktoren einen Komplex bilden und
so die Zielgentranskription regulieren. Es ist weitestgehend akzeptiert, dass TEAD einen signi-
fikanten Beitrag zum Tumorgeschehen und zur Verbreitung von Tumorzellen leistet. Allerdings

schwankt die TEAD-Aktivitat und -Expression zwischen verschiedenen Tumorentitaten und muss
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fir jede Tumorentitat gesondert betrachtet werden [107, 108, 111, 144, 164].

TEAD1-4 sind die bekanntesten Co-Faktoren von YAP im Pankreas. Um zu differenzieren, ob
ein spezifisches TEAD als primarer Co-Faktor fungiert, wurde die Expression von TEADT-4 im
Zellkern von PDAC-Zellen ausgewertet. Im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe zeigte sich
eine generelle Uberexpression von TEAD im PDAC. Bei Patient:innen mit metastasiertem PDAC
konnten insbesondere TEAD2 und 3 in erhdhter Expression gefunden werden. Dies gilt sowohl
im PDAC als auch in den zugehdrigen Metastasen, was die Vermutung nahelegt, dass YAP die
Metastasierung Uber TEAD2 und 3 antreibt.

Alle Bestandteile des Hippo-Signalwegs sind gut erforscht und es ist bekannt, dass es bei der
Aktivitat zu Uberschneidungen mit anderen Signalwegen kommen kann. Die aktuelle Forschung
richtet deshalb die Aufmerksamkeit auf YAP und den YAP/TEAD-Komplex als medizinisch nutz-
bares Werkzeug zur Behandlung von PDAC-Patient:innen [108, 195, 196]. Die gezielte Manipu-
lation des YAP-TEAD-Komplexes stellt einen vielversprechenden Ansatz dar, zum Beispiel durch
Verteporfin. Zwar fehlen bislang weitere wissenschaftliche Analysen dazu, aber Verteporfin wur-
de als TEAD-Co-Faktor identifiziert, der mit YAP um die Bindungsstelle an TEAD konkurriert und
so die YAP-TEAD-Komplexbildung hemmt [197]. Es gilt allerdings zu berlcksichtigen, dass Ver-
teporfin teilweise toxische Nebenwirkungen haben kann [114, 198, 199].

Ein weiterer Ansatz ist die direkte Interaktion mit YAP-gesteuerten Genen. Diese beeinflussen
das Wachstum, die Progression und die Metastasierung von Krebs, jedoch sind bislang noch
keine Wirkstoffe, die gezielt auf YAP-regulierte Gene abzielen, fir den klinischen Einsatz bei
PDAC zugelassen. Weitere Forschung muss aufzeigen, ob dies ein vielversprechender Ansatz in

der Ara der gezielten (Krebs-)Therapie ist.

4.4 Bedeutung der TEAD-Transkriptionsfaktoren und ihre intrazellulare Lokalisa-

tion

Die erste Studie dieser kumulativen Dissertation zeigt, dass der Hippo-Signalweg in metasta-
sierten PDAC-Patient:innen inaktiv ist (Abbildung 4.3), was zu einer Ansammlung von YAP im
Zellkern und der Komplexbildung mit TEAD2 und 3 fUhrt. Dies wiederum steigert die Proliferation
und die pro-metastatischen Effekte. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Hippo-Signalweg
einen grof3en Einfluss auf das Fortschreiten der Erkrankung und die Bildung von Metastasen
hat. Er ist klinisch hoch relevant, da der Wechsel vom aktiven Hippo-Signalweg zum inaktiven

Hippo-Signalweg zu schlechteren Prognosen des OS und des DFS fihrt. Zusammengenommen
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Hippo-Signalwegs bei PDAC Patient:innen mit
Metastasen und ohne Metastasen. Unsere Ergebnisse zeigen deutlich, dass der Signalweg bei Pati-
ent:innen mit Metastasen inaktiv ist und YAP im Zellkern mit TEAD 2 und 3 einen Komplex bildet. Dieser
Sorgt wiederum fiir die Zielgentranskribierung. Aus [131].

zeigen diese Ergebnisse, dass der Hippo-Signalweg im PDAC ein enormes Potential als medi-
zinisches Ziel von Praparaten haben kénnte, da die Inaktivitat sowohl die Prognose verbessern

als auch die Metastasierungsrate verringern oder verlangsamen kann.

Der Co-Faktor TEAD ist essenziell fur die Hippo-abhangige Zielgentranskription, da YAP allein
nur eine sehr geringe Transkriptionsaktivitat hat [109]. Bei der Auswertung der Bestandteile
des Hippo-Signalwegs innerhalb der PDAC-Zellen beobachteten wir vermehrt auch TEAD1-4-
Expression im Zytoplasma. Lin et al. (2017) konnten zeigen, dass TEAD1—4 nur im Zellkern als
Co-Faktor interagieren kann und eine Aufgabe innerhalb des Zytoplasmas bisher noch nicht
bekannt ist [164]. Es entstand die Frage, ob im speziellen Fall von PDAC die zytoplasmatische
Expression von TEAD1-4 im Vergleich mit der Expression im Zellkern regulativen Einfluss auf

das Fortschreiten der Erkrankung oder das Uberleben der Patient:innen haben kénnte.
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4.2 TEAD 1-4 Expression in PDAC und Lebermetastasen

4.21 Intrazellulare Lokalisation und prognostische Relevanz von TEAD in PDAC

Die zweite Arbeit dieser kumulativen Dissertation untersuchte die intrazelluldre Lokalisation von
TEAD1-4 in PDAC und seinen (Leber-)Metastasen. Die Studie verwendete immunhistologische
Techniken, um Proteinlevel und intrazellulare Lokalisation von TEAD1-4 zu analysieren. Hier-
fir wurde ein Kollektiv von 81 Patient:innen, welche mit PDAC diagnostiziert waren, untersucht.
Es handelt sich nach unserem Wissen um die erste Arbeit, welche den klinischen Einfluss von
TEAD1-4 im PDAC untersucht. Verschiedene andere Arbeiten haben untersucht, welche Ein-
flisse TEAD1-4 in unterschiedlichen Tumorentitaten hat und konnten TEAD als wichtigen Pro-
motor fir die Tumorinitiierung, die Tumorprogression und die Metastasierung nachweisen [124,
144]. Demnach ist eine hohere TEAD-Expression mit einer schlechteren Uberlebensprognose in
Magen-, Darm-, Prostata- und Brustkrebs assoziiert [123, 176, 178, 200 -204]. Diese Ergebnis-
se induzieren, dass jedes einzelne TEAD in der bisher bekannten TEAD1-4 seine eigene Rolle
in verschiedenen Tumorentitaten einnimmt, weshalb die Rollen fir jede Tumorentitat eigens
definiert werden sollten.

Unsere Ergebnisse unterstreichen die zentrale Rolle von TEAD in der Tumorprogression. Wie
auch die vorher genannten Studien fir andere Tumorentitaten gezeigt haben, fihrt eine erhéh-
te TEAD-Expression unweigerlich zu einer schlechteren Uberlebensprognose auch bei PDAC. Es
zeigte sich, dass TEAD1, TEAD2 und TEAD3 in PDAC-Zellen signifikant héher im Zellkern und
Zytoplasma exprimiert werden als in gesundem Pankreasgewebe. Mittels der verwendeten im-
munhistologischen Farbungen konnten wir zudem unterscheiden, ob TEAD1-4 im Zytoplasma
oder im Zellkern exprimiert war. Eine Kaplan-Meier-Analyse konnte zeigen, dass hohere IRS-
Scores im Zellkern bei TEAD2 und 3 im Vergleich zum Zytoplasma mit einem schlechteren 0S as-
soziiert sind (Abbildung 4.4). AuRerdem zeigte eine Expressionsverschiebung von TEAD1, TEAD2
und TEAD4 in den Zellkern fir Patient:innen ein geringeres und kirzeres DFS (Abbildung 4.5).

Mittels einer multivarianten Analyse konnten wir TEAD2 und TEAD3 als unabhangige Faktoren
fir das OS lokalisieren und TEAD2 zudem als unabhangigen prognostischen Faktor fir das DFS.
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die TEAD1-4 eine wichtige Rolle in der Progression des
PDAC spielt und einen signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patient:innen hat. Zudem
deuten unsere Ergebnisse an, dass TEAD2 maglicherweise das wichtigste Mitglied der TEAD1-4

im PDAC ist, da es sowohl ein unabhangiger Prognosefaktor fur OS als auch DFS ist.
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Abbildung 4.4: Kaplan-Meier Analysen der intrazelluldren TEAD-Expressionsverteilung in
PDAC in Bezug auf das Gesamtiiberleben. Verglichen werden Patient:innengruppen, kategori-
siert nach dem Verhaltnis der zytoplasmatischen und nuklearen Expressionshdhe der einzelnen TEAD-
Familienmitglieder in Bezug auf das Gesamtiiberleben (0S). TEAD1 (A) und TEAD4 (D) zeigen keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Patient:innengruppen. TEAD2 (B) zeigt signifikant verbessertes
Uberleben bei Patient:innen mit hoherer zytoplasmatischer TEAD2 Expression. TEAD3 (C) zeigt hoch si-
gnifikante Unterschiede im Gesamtiberleben fir Patient:innen, welche eine hohere TEAD3 Expression
im Zytoplasma haben als im Zellkern. Modifiziert aus [170].

Ein weiterer bekannter Grund fiir sehr schlechte Uberlebensprognosen bei PDAC sind die zum
Teil sehr friihe Metastasierung bei Patient:innen, die ein eigentlich resektables PDAC hatten [23].
Aktuelle Literatur liefert immer mehr Hinweise darauf, dass PDAC mehr als systemische und
weniger als lokale Krankheit gesehen werden muss [2@5]. Diese Erkenntnis unterstreicht die
Wichtigkeit und Dringlichkeit von prognostischen Werkzeugen, um der schlechten Uberlebens-
prognose durch frihe Metastasierung des PDAC entgegenzuwirken. Unter Bertcksichtigung un-
serer vorangegangenen Ergebnisse stellen wir die Hypothese auf, dass TEAD1—-4 an der Entste-
hung von PDAC-Metastasen beteiligt ist und so ebenfalls zur schlechten Uberlebensprognose

des PDAC beitragt.
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Abbildung 4.5: Kaplan-Meier Analysen der intrazelluldren TEAD-Expressionsverteilung in
PDAC in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben. Verglichen werden Patient:innengruppen, ka-
tegorisiert nach dem Verhaltnis der zytoplasmatischen und nukledren Expressionshohe der einzelnen
TEAD-Familienmitglieder in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben (DFS). TEAD3 (C) zeigt keinen si-
gnifikanten Unterschied zwischen den Patient:innengruppen. TEAD1 (A) und TEAD4 (D) zeigen ein leicht
verbessertes krankheitsfreies Uberleben bei Patient:innen mit hoherer zytoplasmatischer TEADT und
TEAD4 Expression. TEAD2 (C) zeigt hoch signifikante Unterschiede im krankheitsfreien Uberleben Ffiir

Patient:innen welche eine hohere TEAD2 Expression im Zytoplasma als im Zellkern haben. Modifiziert
aus [170].

Ein Schlisselvorgang wahrend der Metastasierung ist die Epitheliale-Mesenchymale-
Transition (EMT) [27]. Verschiedene Studien haben sich mit dem Vorgang der, durch TEAD-
Transkriptionsoutput induzierten, EMT beschaftigt. Sie konnten nachweisen, dass Uber die Tran-
skriptionsfaktoren Slug und zinc-finger-enhancer binding protein 1 (ZEB1) EMT stimuliert wer-
den kann [111, 144, 145, 154, 206]. Hinzu kommen Prometastasierungseffekte durch Gene wie
connective tissue growth factor (CTGF) und myocardin related transcription factor (MRTF), wel-
che in Zellen von Brust- und Darmkrebs nachgewiesen wurden [126, 180, 207, 208].

Im Fall von PDAC haben die meisten Studien nur die YAP-TEAD-Interaktion als Promotor fir

73



Kapitel 4. Diskussion

Metastasierung und Tumorprogression untersucht, aber die Rolle von TEAD1-4 allein ist noch
ungeklart. Unsere Analyse (menschliche Kohorte mit immunhistochemischen Gewebeanalysen)
konnte fur Patient:innen mit Lebermetastasen zum Zeitpunkt der Operation héhere IRS-Werte
von TEADZ und TEAD3 im Zellkern nachweisen. Zusatzlich zeigte sich eine Expressionsverschie-
bung bei Patient:innen mit metastasiertem PDAC von TEAD2 und TEAD3 vom Zytoplasma in den
Zellkern. Auch in den Krebszellen der Lebermetastasen war die TEAD2- und TEAD3-Expression
Uberwiegend vom Zytoplasma in den Zellkern verschoben. Diese Ergebnisse untermauern unsere
Hypothese, dass die TEAD1-4 eine wichtige Rolle in der Metastasenbildung und Tumorprogres-
sion einnimmt. Zusatzlich zu unseren Ergebnissen sind TEAD2 und TEAD3 wichtige Faktoren in
der PDAC-Progression, da die Transkriptionsfaktoren im Nukleus vermehrt auftreten, wenn die
Erkrankung weiter fortgeschritten ist. Die Uberexpression von TEAD2 und TEAD3 im Zellkern der
Lebermetastasen unterstreicht die Rolle der TEAD1—-4 in der Metastasenentstehung von zirku-
lierenden disseminierten Pankreaskrebszellen und sind konform zu einer Studie von Er et al.
(2019), welche herausgefunden hat, dass eine LICAM-ILK-YAP-TEAD-Signalkaskade essenziell

fir die Metastasenkolonisation ist [209].

Ein Hauptpunkt unserer Studie war die Evaluation der TEAD1-4-Expression in Bezug auf die
intrazelluldre Verteilung. Nach unserem Verstandnis kann TEAD1-4 nur im Zellkern mit den Co-
Faktoren interagieren, zudem sind die Aufgaben von zytoplasmatischem TEAD bisher noch nicht
verstanden. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Patient innen, die mit einer metastasierenden und
fortgeschrittenen PDAC-Erkrankung zu tun haben, ein Expressionsgefalle vom Zytoplasma zum
Zellkern von TEADZ2 und TEAD3 zeigen. Dieses kann nur durch spezielle Vorgange und Transporte
in der Zelle erreicht werden. Der sogenannte nukleo-zytoplasmatische Transport (engl: nucleo-
cytoplasmatic shuttling, NCS), welcher auch fir diese Expressionsverschiebung verantwortlich

sein konnte, weckt grolRes Interesse fir zukinftige Studien.

TEAD allein weist, ahnlich wie YAP, nur eine minimale transkriptionelle Aktivitat auf und bend-
tigt verschiedene Co-Faktoren, um die Zielgenaktivitat des jeweilig ansteuernden Signalwegs
zu stimulieren und so die jeweils spezifischen Zielgene freizusetzen. Diese kénnen auch pro-
onkologisch und pro-metastasierend sein [143]. Der YAP-TEAD-Komplex ist einer der am besten
erforschten Komplexe und das nukleare-transkriptionelle Modul des Hippo-Signalwegs. Es ist
allgemein anerkannt, dass YAP-TEAD in der Lage ist, Krebsmetastasierung und Tumorprogres-

sion in PDAC zu beglnstigen [119, 126, 133, 210, 211].

Die Aktivitat und intrazellulare Verteilung von TEAD kann auf eine Hippo-abhangige und -
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unabhangige Art reguliert werden [107, 123, 144]. Ein Regulator, der sowohl abhangig als auch
unabhangig beeinflussen kann, ist der WNT-Signalweg [212—-214]. Auch interessant ist der TGF-
(B-Signalweg, bei dem die Interaktion von Hippo und TGF-g zentral Gber ein SMAD- und TEAD-
Zusammenspiel gesteuert wird [144]. Im Ergebnis induziert TGF- 4 eine erhohte Expression und
Aktivitat von TEAD [215-217]. All dies deutet darauf hin, dass TEAD ein wichtiger Effektor des
TGF-5-Signalwegs und der daraus resultierenden Tumorgenese ist. Zudem ist TEAD ein wichti-
ger Mediator des EGFR-RAS-RAF-MAPK-Signalwegs, welcher der am haufigsten fehlregulierte

Signalweg in humanen Tumorentitaten ist [144, 218].

4.2.2 Regulatorische Netzwerke und therapeutische Angriffspunkte der TEAD—

Familie

Unsere Studie Drexler et al. 2020b [17@] richtet ihr Augenmerk auf die gesamte Expression von
TEAD1-4, unabhangig davon, durch welchen Signalweg sie reguliert wird oder mit welchem
Effektor TEAD zusammenarbeitet. Aufgrund unserer Ergebnisse scheinen TEAD2 und TEAD3 kli-
nisch hoch relevant fiir PDAC-Patient:innen zu sein, und wir vermuten hohes Potential in der Re-
gulierung der Aktivitat oder des NCS als neuen mdéglichen therapeutischen Ansatz. Das Inhibie-
ren von TEAD und seiner Interaktion mit verschiedensten Zielgenen hat einen massiven Einfluss
auf verschiedene Signalwege, da TEAD von diversen Signalwegen beeinflusst wird. Jedes TEAD
ist aus ahnlichen Domanen aufgebaut, wodurch die Entwicklung eines TEAD-Antagonisten eine
enorme Herausforderung darstellt [136]. Zudem muss ein Inhibitor sowohl Zugang zum Zellkern
haben als auch hochspezifisch an das jeweilige TEAD binden.

Im Gegensatz zu den bekannten Enzymen, die nur eine aktive Bindungsstelle besitzen, gibt es
mehrere potenzielle Vektoren, um TEAD1-4 therapeutisch zu adressieren. Da es keinen kla-
ren Konsens Uber die funktionelle Rolle der einzelnen Paraloge gibt, ist bisher ungewiss, ob
ein Inhibitor spezifisch fir ein Mitglied der TEAD1-4 oder spezifisch fir alle menschlichen
TEAD-Proteine sein muss. Unseren Ergebnissen zufolge kdnnte die Hemmung von TEAD2 und
TEAD3 einen grofRen Einfluss fir PDAC-Patient:innen haben. TEAD2 und 3 erwiesen sich als
pro-metastatisch und prognostisch relevant. TEAD1 und 4 zeigten in unserer Studienpopulation
zwar eine erhéhte Expression, aber keinen messbaren Effekt auf das Patient:innen-Outcome.
Auch auf die DNA-Bindedoméne (DNA-BD) von TEAD1-4 abzuzielen, wurde bisher nicht versucht
bzw. nicht berichtet und aktuell sind dafiir auch keine selektiven Inhibitoren bekannt [108, 139,

219]. Die DNA-BD-Region ist PAN-spezifisch fir alle TEADs und es ist fraglich, ob ein kleines
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Molekdl in der DNA-BD verhindern kdnnte, dass der hochspezifische DNA-Bindeprozess ablauft.
Hinzu kommt die potenzielle Membranwand, welche nicht jedes Molekil in den Zellkern diffun-
dieren 3sst [108, 220]. Die aktuell vielversprechendste therapeutische Option ist das Abzielen
auf die TEAD-YAP-Interaktion. Diese Klasse der Medikamente (Verteporfin, K-975 und VGLL4)
zielen auf das YAP selbst, die TEAD/YAP-Interaktion oder fungieren als YAP-Konkurrent [163,
221-223]. Verteporfin funktioniert als Konkurrent um die Bindungsstelle von YAP und stért
so die YAP-TEAD-Interaktion [197]. Dies scheint aktuell die beste Option und der potentes-
te YAP-Inhibitor zu sein, jedoch muss hier erwahnt werden, dass es auch YAP-unabhangige
Tumorprogressionsfaktoren gibt [198, 224]. K-975 ist ebenfalls ein potenter TEAD-Inhibitor,
welcher die TEAD-YAP-Interaktion hemmt. FUr diesen konnten auch antineoplastische Fahig-
keiten in Mesotheliomazelllinien nachgewiesen werden [225, 226]. Jiao et al. (2014) zeigten
mittels eines VGLL4-Nachahmungspeptides die direkte Konkurrenz mit YAP um die TEAD1-4-
Bindungsstellen, welches ein mogliches Therapeutikum bei Magenkrebs darstellt [163]. Die-
se Therapeutika reichen jedoch nicht aus, um die YAP-unabhangige Transkriptionsleistung von
TEAD zu stoppen und kdnnen nach derzeitigem Kenntnisstand die nukleare Aktivitat von TEAD

nicht vollstdndig hemmen.

4.2.3 Nukledre Translokation von TEAD2, 3 und Auswirkungen auf Metastasierung

und Leberfunktion

Unsere Studie hat gezeigt, dass eine nukleare Verschiebung von TEAD2 und TEAD3 einen we-
sentlichen Einfluss auf die Metastasierung und das Fortschreiten der Erkrankung bei PDAC-
Patient:innen haben kdnnte. DarUber hinaus hat sich TEADZ2 als unabhangiger prognosti-
scher Faktor fur OS und DFS erwiesen und unterstreicht die klinische Relevanz der TEAD-
Proteinfamilie. Unseren Ergebnissen zufolge kdnnte die direkte Hemmung von TEAD-Proteinen
oder die Beeinflussung des NCS zu einer zytoplasmatischen Sequestrierung von TEAD ein neu-
er und vielversprechender therapeutischer Ansatz sein. Diese Hemmung wirde sowohl auf den
Hippo/YAP-abhangigen als auch auf den unabhangigen Regulationsmechanismus von TEAD
abzielen.

Die Unterschiede der TEAD-Expression zwischen Zytoplasma und Zellkern haben einen Effekt
auf das Outcome von PDAC-Patient:innen. Da es bei PDAC zum Teil schon sehr frih zur Me-
tastasierung kommt und die Prognose fur Patient:innen mit Metastasen deutlich schlechter

ausfallt [23, 24], muss neben der angestrebten R@-Resektion auch ein Behandlungskonzept fir
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die Leber vorhanden sein. Zumeist bleibt nur, die Leber mittels eines Hypertrophiekonzeptes zu
behandeln und sich die eigentliche Aufgabe des Hippo—Signalwegs, welche unter anderem in
der Regulation der Organgréfie und Zellproliferation besteht, zunutze zu machen. Hierbei wird
durch Induktion der Hypertrophie das Lebergewebe zur Regeneration angeregt. Wenn die Lo-
kalisation der Expression von TEADT—4 im Tumor und seinen Metastasen einen Einfluss auf die
Krankheitsentwicklung hat, dann kdnnte Ahnliches auch fiir gesunde Zellen und deren eigentli-
chen Aufgaben gelten. Wir stellten deshalb die Hypothese auf, dass die intrazellulare Expression

von TEAD in Hepatozyten einen Einfluss auf die Regenerationsfahigkeit des Lebergewebes hat.

4.3 TEAD als moglicher Prognosefakor in der Leberregeneration

431 TEAD-Expression in tumorfreiem Lebergewebe und Verlauf in ALPPS-
Schritten

Die dritte Arbeit dieser kumulativen Dissertation Kichler et al. 2024, [185] beschéftigte sich mit
der TEAD—Expression in tumorfreiem Lebergewebe. Es wurde tumorfreies Lebergewebe mit im-
munhistologischen und Immunfluoreszenzantikdrpern gefarbt und die erhobenen IRS-Werte mit
klinisch relevanten Leberregenerationsmetriken verglichen. Durch die Korrelation der Expressi-
on von TEADT-4 mit klinischen Leberregenerationsmetriken wollten wir das prognostische Po-
tenzial von TEAD1-4 zur Verbesserung der Patient:innenauswahl und chirurgischen Planung
bewerten.

Im Gegensatz zu anderen Studien, die sich meist auf TEAD1-4 und seine Co-Faktoren oder die
TEAD—-Expression innerhalb einer Krebserkrankung konzentrieren [144], ist unsere Studie die
erste, die TEAD—Expressionen in Lebergewebe untersucht. Wir kdnnen eindeutig zeigen, dass
alle TEADs in einzelnen Hepatozyten gleichzeitig exprimiert werden (Abbildung 4.6 und 4.7),
was ihre evolutiondre Bedeutung fir verschiedene zellulare Prozesse unterstreicht [107, 108,
185]. Aufgrund der Funktion von TEAD als DNA-Transkriptionsfaktor wird angenommen, dass
die TEAD-Lokalisierung im Zytoplasma eine regulierende Funktion hat [107]. Es bleibt jedoch
zu erforschen, ob TEAD zudem auch spezifische zytoplasmatische Funktionen hat.

Die TEAD-Familie von Transkriptionsfaktoren ist stark konserviert und spezialisiert. Sie spielt ei-
ne wesentliche Rolle in diversen entwicklungsbiologischen Prozessen [154, 227]. Nach der Em-
bryogenese fungieren TEAD1-4 als Co-Faktoren, bilden Komplexe mit Signalwegs-Effektoren,

um die Transkription von Zielgenen zu regulieren und Uben weitere wichtige Funktionen in ver-
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Abbildung 4.6: Vierfache Immunfluoreszenzfarbung eines tumorfreiem Lebergewebeschnit-
tes aus der ALPPS-0P 2. Reprasentatives Bild der Immunfluoreszenzfarbung mit TEAD1 bei 350 nm,
TEAD2 bei 568 nm, TEAD3 bei 647 nm und TEAD4 bei 488 nm. Alle Bilder sind bei 20 x VergrofRerung
aufgenommen, die Farbe von TEAD3 wurde Ubersichtshalber in Lila geandert. Alle Bilder wurden ohne
Verdnderung der Bildposition aufgenommen. Aus [185].

schiedenen Geweben aus [142]. Bemerkenswerterweise stoppt das Fehlen von TEAD im Zellkern
die DNA-Transkription, unabhangig von der Aktivitat nachgeschalteter Effektorproteine. So auch
bei der Leberregeneration. Hier spielt der Hippo—Signalweg, insbesondere sein Effektor YAP,

eine zentrale Rolle bei der Regulierung der OrgangréRRe [228].

Hepatozyten sind hauptverantwortlich fir die erste Leberregeneration nach Gewebeschadigung
und werden unter anderem durch den Hippo—Signalweg und seinen Effektor YAP reguliert. Die-
ser Signalweg kontrolliert die OrgangroRe und kann bei Dysregulation zu Fehlbildungen und
degenerativem Wachstum fihren, einschlieBlich Tumorentstehung [228]. TEAD, als Transkripti-
onsfaktor, spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Transkription von Zielgenen
des Hippo-Signalwegs. Ohne TEAD ist der Signalweg nicht in der Lage, seine transkriptionel-
len Funktionen auszufihren [154, 227, 228]. Zudem ist TEAD der primare Bindungspartner fir
YAP im Lebergewebe von Mausen [173]. Unsere Multicolor-Immunfluoreszenzanalyse bestatig-

te, dass TEAD1-4 in einzelnen Hepatozyten koexprimiert werden, was ihre evolutionare Bedeu-
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TEAD 1 Merge TEAD 3

TEAD 4
¥ dvil

TEAD 2
cavil

TEAD 1 Merge TEAD 3

Abbildung 4.7: Uberlagerungsbild der vierfachen Immunfluoreszenzfirbung. Zusammenge-
setztes Bild der vierfachen Farbung mit den TEADs in ihren jeweiligen Farben. Das obere ,Merge”-
Quadrat zeigt TEAD1+3+4. Das rechte ,Merge”-Quadrat zeigt TEAD2+3+4. Das linke ,Merge”-Quadrat
zeigt TEAD1+2+4. Das untere ,Merge”-Quadrat zeigt TEAD1+2+3. Das mittlere Quadrat zeigt alle TEADs.
Die Abbildung zeigt keine signifikanten Unterschiede oder Kombinationen der TEAD-Expression. Aus
[185].

tung in verschiedenen zelluldren Prozessen unterstreicht [108, 164, 185]. Dariiber hinaus wurde
keine signifikante Assoziation zwischen der TEAD-Expression und Patient:innen-Eigenschaften
wie Geschlecht, Alter oder primarer Diagnose gefunden [185]. Die unabhangige und gleichzei-
tige Expression aller vier TEADs in Bezug auf Patient:innen-Eigenschaften und intrazellulare

Lokalisation unterstreicht ihre vielfaltigen Rollen in der Leberfunktion.

Interessant waren die gefundenen Zusammenhange in der Verschiebung der TEAD1-4-
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Abbildung 4.8: Boxplot fiir die Expression von TEAD1—4 in den ALPPS-Schritten 1 und 2,
separat fiir die zytoplasmatische und nukledre Lokalisation. Die Boxplots unterstreichen die im-
munhistologischen Befunde der Unterschiede der TEAD-Expressionen: Schwarze Pfeile: Unterschiedli-
che Expression von TEADZ je nach intrazellularer Lokalisation. Blaue Pfeile: Expressionen von TEAD1 im
Zytoplasma und TEAD4 im Zellkern, die zwischen den Schritten T und 2 verschoben sind — entsprechen-
de Pfeile befinden sich auf derselben Hohe und sind durch gestrichelte Linien verbunden. WeiRRe Pfeile:
Unterschiedliche Expression von zytoplasmatischem TEAD1 und TEADZ2 im Schritt 1. Griine Pfeile: Zyto-
plasmatische Expressionen von TEAD3 und TEADA4, die unabhangig vom ALPPS-Schritt auf demselben
Expressionsniveau blieben — entsprechende Pfeile befinden sich auf der gleichen Hohe und sind durch
gestrichelte Linien verbunden. Aufgrund der kleinen Stichprobengrdf3e wurden keine statistischen Ana-
lysen fir die einfachen Expressionsergebnisse durchgefihrt. Aus [185].

Expression zwischen den einzelnen ALPPS-Schritten (Abbildung 4.8). Es konnten:

- Expressionsunterschiede innerhalb eines TEAD und seiner Lokalisation innerhalb dessel-
ben ALPPS—Schritts gefunden werden (schwarze Pfeile),

+ Expressionsunterschiede zwischen ALPPS—Schritt 1 und 2 innerhalb des gleichen TEADs
beobachtet werden (blaue Pfeile),

- Expressionsunterschiede zwischen verschiedenen TEADs im selben ALPPS—Schritt beob-
achtet werden (weiRRe Pfeile),

- stabile Expressionsniveaus tber die ALPPS—Schritte hinweg beobachtet werden (griine
Pfeile) [185].

Bei Leberverletzungen oder -resektionen transloziert YAP innerhalb von vier Stunden vom Zy-

toplasma in den Zellkern und lost regenerative Reaktionen aus [228]. TEAD1 verbleibt jedoch
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im Zytoplasma oder wird aktiv dorthin transportiert, nachdem YAP in den Zellkern eingetreten
ist [229, 230]. Diese Beobachtung unterstitzt die Hypothese, dass die intrazelluldre Verteilung
von TEAD eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Ausgabe des Hippo-Signalwegs
spielt [107, 227]. Ob der YAP-TEAD-Komplex im Zellkern oder im Zytoplasma gebildet wird,
ist nicht vollstandig verstanden; eine Studie von Lin et al. (2017) deutet darauf hin, dass der
YAP—-TEAD—-Komplex im Zytoplasma gebildet wird und erst spater in den Zellkern migriert [107].
Unsere Ergebnisse bestatigen allerdings, dass TEAD1—4 sowohlim Zytoplasma als auch im Zell-
kern lokalisiert sind [185]. Weitere Studien zeigen zudem die Bindung von YAP an TEAD1 [231]
und TEADA4 [232].

4.3.2 Einfluss von TEAD1 und TEAD4 auf Leberregenerationsmetriken

In unserer Analyse hatte TEAD1 einen signifikant negativen Einfluss auf die Leberregeneration
(Abbildung 4.9). Dies war an klinisch relevanten Parametern wie dem absoluten Leberwachstum
(ABS.GR), dem Grad der Hypertrophie (DH), Verhéltnis von zukinftigem Leberrest zum Korperge-
wicht (FLRBWR) und der kinetische Wachstumsrate (KGR) ersichtlich. Zytoplasmatisches TEAD1
war konsequent mit einem negativen prognostischen Ergebnis verbunden: Eine Erh6hung der
TEAD1-Expression um eine Einheit reduzierte die KGR um 5 % und das FLRBWR um 7 %, was
auf langsameres Leberwachstum und eine verringerte LebergrofRe im Verhaltnis zum Kérper-
gewicht hinweist [185]. Obwohl die LebergréRe allein kein Indikator fir die Funktionalitat ist,
erhoht reduziertes Wachstum das Risiko eines postoperativen Leberversagens [233, 234]. Dar-
Uber hinaus verringerte eine erhohte nukleare TEAD4-Expression das ABS.GR um 4 % [185]. Zur
besseren Vergleichbarkeit, wird die Festlegung von Baseline-TEAD1-4-Expressionswerten fir
eine zukUnftige klinische Anwendung und Einordnung entscheidend sein.

Die Rolle von TEAD1 bei der Leberregeneration scheint sich von der von TEAD2-4 zu unter-
scheiden, was durch sein unabhangiges Expressionsmuster in unseren Gewebeproben belegt
wird. Die Expression von TEAD1 war eng mit klinischen Ergebnissen verknipft, insbesondere mit
ihrem negativen Einfluss auf die Leberregeneration und dem DFS. Wahrend eine statistische
Korrelation zwischen der TEAD1-Expression sowohl von Schritt 1 als auch 2 und der TEAD3-
Expression von Schritt 2 und dem DFS beobachtet wurde, bleibt der Mechanismus unklar [185].
Interessant ist allerdings, dass die Ergebnisse fir erhdhte TEAD1-Expression negativ waren und
fir erhohte TEAD3-Expression positiv. Es gibt viele Faktoren, die zum DFS Uber die Expres-

sion eines einzelnen Proteins hinaus beitragen. Dennoch ist die Beobachtung, dass einzelne
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Abbildung 4.9: Forest Plot der Expressionen von TEAD1-4 in ALPPS Schritt 1 (OP1) und den
Leberregenerationswerten. Nukledres TEADA zeigte einen negativen Einfluss auf ABS.GR (p = 0,027).
Die zytoplasmatische TEAD1-Expression zeigte signifikante negative Effekte auf KGR (p = 0,028) und
FLRBWR (p = 0,024). Mit einem Konfidenzintervall von 9@ % beeinflusste die zytoplasmatische TEAD1-
Expression alle berlcksichtigten Leberregenerationswerte signifikant (ABS.GR (p = 8,06), DH (p = 0,854)
und REL.GR (p = 8,051)). Konfidenzintervall 9@ % = rote Linien; Konfidenzintervall 95 % = graue Linien;
mit ABS.GR = absolutes Wachstum, DH = Grad der Hypertrophie, FLRBWR = Verhaltnis von verbleibendem
Lebergewebe zum Korpergewicht, KGR = kinetische Wachstumsrate, REL.GR = relatives Wachstum. Aus
[185].

TEAD1-4-Familienmitglieder spezifische Rollen in verschiedenen Geweben haben, konsistent

mit friheren Ergebnissen [123, 170, 178, 235].

Zusatzlich zeigte die Analyse eines gemischten Modells, dass die TEAD1—-Expression signifikant
héher war als die von TEAD2, TEAD3 und TEAD4 (p < 0,801). Zwischen den ALPPS—Schritten 1
und 2 gab es erhebliche Schwankungen, welche durch die intrazelluldre Lokalisation (zytoplas-
matisch vs. nuklear) beeinflusst wurden [185]. Dies wirft die Frage auf, warum TEAD1 im Ver-
gleich zu anderen TEADs in Lebergewebe erhdhte Expressionswerte zeigt. Eine plausible Hy-
pothese ist, dass TEAD1 eine spezialisierte Funktion in der regenerativen Antwort nach ALPPS
hat und moglicherweise als entscheidender Mediator des Hippo—Signalwegs wahrend der He-
patozytenproliferation und Gewebeumstrukturierung dient. Zukinftige Studien sind notwendig,
um die spezifischen regulatorischen Mechanismen und die funktionelle Bedeutung der vorherr-

schenden Rolle von TEAD1 in diesem Zusammenhang zu klaren. Dies kénnte Auswirkungen auf
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die Verbesserung der klinischen Ergebnisse bei Leberoperationen und in der regenerativen Me-

dizin haben [236].

4.3.3 Prognostische Relevanz der TEAD Expression in gesundem Lebergewebe

Sowohl die Kombination der TEAD1-4—Expression mit Leberregenerationsmetriken als auch die
Analyse des gemischten Modells deuten darauf hin, dass TEAD1, 3 und 4 an der Leberregene-
ration beteiligt sind und als Pradiktoren fir klinische Ergebnisse dienen kdnnen. Das Ziel unse-
rer Studie war jedoch nicht, ein klinisches Vorhersagemodell zu entwickeln, sondern vielmehr
Beziehungen zwischen der TEAD1-4—Expression und der Leberregeneration zu identifizieren.
Eine erhdhte cytoplasmatische TEADT (T1c)—Expression war mit einer schlechteren kinetische
Wachstumsrate (KGR) und FLRBWR korreliert, wahrend eine erhdhte nukledre TEAD 4 (T4n)—
Expression mit reduziertem ABS.GR assoziiert war [185]. Soweit wir wissen, ist dies die erste
Studie, die diese Verbindungen in menschlichem Lebergewebe zeigt.

Die Untersuchung der nukledren TEADT— (T1n), Tlc— und T4n—Expression konnte zudem
prognostische Einblicke in die KGR, FLRBWR und ABS.GR des FLR erlauben, wodurch diese
TEADs potenzielle Laborparameter flr die Vorhersage von Leberregenerationsergebnissen dar-
stellen. In Kombination mit dem 2022 eingefihrten prioperativen ALPPS-Risiko— (CAPRA)-
Score, der das Risiko eines postoperativen Leberversagens basierend auf verschiedenen Pati-
ent:innenfaktoren schatzt [237], konnte die TEAD1-4—Expression in die klinische Praxis inte-
griert werden, um die Patient:innenauswahl fir ALPPS zu verbessern. Durch die Verbesserung
der prdoperativen Planung mit TEAD1—4—Expressionsdaten kdnnten Kliniker:innen besser in der
Lage sein, die Fahigkeit eines/einer Patient:in zur Regeneration von Lebergewebe auf zellularer
Ebene vorherzusagen, was zu verbesserten Ergebnissen fihrt.

Weitere Studien mit groReren Kohorten und umfassenden experimentellen Setups sind erfor-
derlich, um zu klaren, warum eine erhdhte T1c— und T4n—Expression die Leberregeneration
bei ALPPS-Patient:innen negativ beeinflusst. Ein detaillierteres Verstandnis der regulatorischen
Rolle von TEAD im Lebergewebe kdnnte dessen Nutzung als prognostisches Werkzeug in klini-

schen Settings verfeinern.

83






5 Conclusion

Unsere Ergebnisse verdeutlichen die zentrale Bedeutung der TEAD-Familie fir Progression
und Prognose des Pankreaskarzinoms, insbesondere durch ihre subzellulare Lokalisation
und funktionelle Interaktion mit Signalwegen wie Hippo, WNT und TGF-Z3. In metastasiertem
PDAC-Gewebe zeigte sich eine nukledre Verschiebung von TEAD2 und TEAD3 — korreliert mit
ungunstigen Uberlebensdaten (kurzer OS und DFS), was noch verstérkt in Lebermetastasen
zu beobachten war. Fir die Leberregeneration nach ALPPS haben cytoplasmatisches sowie
nukledres TEADT und nukleares TEADA4 einen negativen Einfluss auf wichtige klinische Regene-

rationsmetriken (KGR, FLRBWR, ABS.GR).

Zusammengefasst kann die Analyse der TEADT-4-Expression und -Lokalisation unmittelbar
zur klinischen Entscheidungsfindung beitragen: Sie liefert nicht nur prognostische Marker
fir das Uberleben von PDAC-Patient:innen, sondern erlaubt auch eine individuellere Planung
komplexer leberchirurgischer Interventionen. Insbesondere eine Kombination etablierter Scores
wie CAPRA mit TEAD-Expressionsprofilen konnte die Patient:innenauswahl und die prognos-
tische Risikoabschatzung fir ALPPS verbessern. Die simultane Expression aller vier TEADs in
Hepatozyten unterstreicht zudem ihre evolutive Bedeutung fir Wachstum, Homdostase und

Regeneration, unabhangig von Patient:innencharakteristika wie Alter oder Grunderkrankung.

ZukUnftig eroffnen diese Ergebnisse neue therapeutische Ansatze: Die gezielte Hemmung der
TEAD-Funktion (durch Inhibitoren oder Interventionen auf das nucleocytoplasmatic shuttling)
konnte sowohl die Tumorprogression als auch die Metastasierung beeinflussen und die
regenerative Kapazitat der Leber modulieren. Um die Nutzung als prognostisches Werkzeug
und als Zielstruktur fir innovative Therapien weiter zu verbessern, sind jedoch umfangreichere

Studien mit groReren Patient:innenkohorten und experimentellen Ansatzen nétig.
Insgesamt leistet diese Arbeit einen Beitrag zum Verstandnis der molekularen Mechanismen

im PDAC und der Leberregeneration und zeigt, wie multidimensionale Analysen translationale

Bricken von der Grundlagenforschung zur klinischen Chirurgie schlagen kdnnen.
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