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2 Hintergrund und Rationale

Im gerade angebrochenen Jahrzehnt ist sowohl in den USA als auch in Deutschland
mit einer deutlichen Zunahme der Todesfalle durch ein duktales Adenokarzinom
des Pankreas zu rechnen (1, 2). Sollten die aktuellen epidemiologischen
Projektionen zutreffen wurde das Pankreaskarzinom im Jahr 2030 in Deutschland
die zweithaufigste krebsbedingte Todesursache darstellen. Diese Entwicklung ist
durch die steigende Inzidenz bei einer unverandert hohen Mortalitatsrate zu
erklaren. Wahrend sich die Fiinfjahres-Uberlebensraten anderer
Tumorerkrankungen in den letzten 40 Jahren deutlich verbessert haben, lasst sich
im selben Zeitraum fur das Pankreaskarzinom lediglich eine geringe Verbesserung

des FUnfjahres—UberIebens von 2,5% auf 8,5% feststellen (3).

Einer der Hauptgrinde fur diese nur moderate Prognoseverbesserung ist das
Fehlen von zielgerichteten Therapien. Fur die meisten anderen Tumorentitaten
sind mittlerweile Medikamente verfugbar welche direkt an bestimmten
Treibermutationen oder immunologischen Zielstrukturen angreifen. Trotz
intensiver Forschungsanstrengungen ist es bislang nicht gelungen ahnliche

Therapiekonzepte fur Pankreaskarzinompatienten zu entwickeln.

Die Arbeitsgruppe von Herrn Professor Bock und Herrn Professor Heinemann fuhrt
seit mehr als 20 Jahren klinische Phase I-Ill Studien und translationale Analysen
zur Therapieoptimierung des Pankreaskarzinoms durch. Dadurch hat unsere
Arbeitsgruppe Zugriff auf eine Vielzahl von klinischen Daten sowie Gewebe- und

Blutproben von Patienten mit Pankreaskarzinom.

Diese Daten und Proben wurden fur das aktuelle Habilitationsprojekt verwendet
um ein besseres Verstandnis der Tumorbiologie des Pankreaskarzinoms zu
erhalten. In der vorliegenden, kumulativen Habilitationsschrift werden Arbeiten
zusammengefasst die sich mit den folgenden Themen beschaftigt haben: Hand-

FuB-Syndrom als Indikator fur ein Ansprechen auf eine Therapie mit Capecitabin;
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Prognostische Bedeutung der Zeit bis zur Therapieeinleitung beim metastasierten
Pankreaskarzinom; Prophylaxe und Management von thromboembolischen
Ereignissen; seltene Patientensubgruppen und deren Bedeutung fur das
Verstandnis der Tumorbiologie sowie neue Biomarker fur Prognose und
Therapieansprechen (zirkulierende Tumor-DNA, losliche Formen von Programmed

death receptor 1 und Programmed death receptor ligand 1).
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Parameter zur Einschatzung der Tumorbiologie des

Pankreaskarzinoms

3.1.1 Hand-FuB-Syndrom als Indikator fir ein Ansprechen auf eine Therapie

mit Capecitabin

Als orales ,,Prodrug” wird Capecitabin durch enzymatische Prozesse in der Leber
und im Tumorgewebe in 5-Fluorouracil umgewandelt (4). Es wird bei
verschiedenen Tumorerkrankungen als Monotherapie oder in Kombination mit
weiteren Zytostatika angewendet. Fur Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom konnten mehrere klinische Studien einen Trend fur ein besseres
Gesamtuberleben wunter einer Kombinationstherapie mit Gemcitabin und
Capecitabin - verglichen mit einer Gemcitabin Monotherapie - zeigen (5-7). In einer
Metaanalyse dieser Studien ergab sich eine statistisch signifikante Verbesserung
des Gesamtuberlebens durch die Kombination von Gemcitabin und Capecitabin (8).
Eine typische Nebenwirkung von Capecitabin ist ein Hand-FuR-Syndrom (HFS). Bei
Patienten mit kolorektalem Karzinom oder Mammakarzinom konnte im Vorfeld
bereits gezeigt werden, dass die Entwicklung eines HFS pradiktiv fur ein

Therapieansprechen ist.

Um zu untersuchen ob ein HFS auch bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom pradiktiv fur ein Therapieansprechen ist, analysierten wir
klinische Daten aus einer mulitzentrischen, prospektiven Phase Il Studie (AlO-
PK0104). In der AlO-PK0104 Studie wurde die optimale Therapiesequenz einer
Therapie mit Erlotinib in Kombination mit Gemcitabin oder Capecitabin untersucht
(Abbildung 1).
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Abbildung aufgrund von Urheberrechten entfernt.

Originalabbildung siehe Referenz 9; Figure 1.

Abbildung 1: Studiendesign der AlO-PK0104-Studie [Abbildung aus (9)].

Fur 255 der 281 Patienten in der AIO-PK0104 Studie waren Daten zum Auftreten
eines HFS vorhanden. Ein HFS in Studienarm A (Capecitabin plus Erlotinib) war in
38% aller Falle zu beobachten (n = 47). Die Mehrzahl der Patienten entwickelten
ein HFS bis zum Abschluss des dritten Therapiezyklus (n = 36, 77%). Patienten
welche ein HFS entwickelten, hatten hierbei eine deutlich bessere Prognose als
Patienten welche im Studienverlauf kein HFS entwickelten. Um herauszufinden ob
ein HFS einen pradiktiven Charakter fur ein Therapieansprechen besitzt, oder ob
ein HFS lediglich Ausdruck einer langeren Zeit unter Therapie darstellt fuhrten wir
eine Landmark-Analyse durch. In dieser Analyse wurden nur Patienten
berucksichtigt welche Capecitabin uber einen definierten Mindestzeitraum
eingenommen hatten. Auch unter Verwendung der Landmark-Analyse blieb der
Zusammenhang  zwischen HFS und Prognose erhalten (medianes
Gesamtuberleben 10,4 versus 5,9 Monate fur Patienten mit beziehungsweise ohne

HFS im Behandlungsverlauf).

Ein HFS konnte also auch fur Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
einen pradiktiven Biomarker fur ein Ansprechen auf eine Therapie mit Capecitabin
darstellen. In der Routineversorgung von Patienten mit Pankreaskarzinom wird
Capecitabin aktuell nur in Ausnahmefallen verwendet. Capecitabin bleibt aber als

Kombinationspartner fur innovative Behandlungskonzepte eine interessante
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Substanz und wird aktuell in verschiedenen klinischen Studien zur Therapie des
Pankreaskarzinoms eingesetzt (zum Beispiel ClinicalTrials.gov Identifier
NCT02451553 und NCT03376659). Das HFS sollte in diesen Studien prospektiv
erfasst werden um die Bedeutung als prospektiven Biomarker endgultig zu

bestatigen und mogliche klinische Anwendungsmoglichkeiten aufzuzeigen.
3.1.2 Einfluss der Zeit bis zur Therapieeinleitung auf die Prognose

Fur einige Tumorerkrankungen wie das Mammakarzinom, das kolorektale
Karzinom oder das Melanom konnte gezeigt werden, dass ein verlangertes
Zeitintervall zwischen Diagnosestellung und Therapieeinleitung mit einer
schlechteren Prognose assoziiert ist (10). Fur Patienten mit resektablem
Pankreaskarzinom geht eine Verzogerung der operativen Resektion ebenfalls mit
einer schlechteren Prognose einher (11). Der Zusammenhang zwischen Zeit bis zur
Therapieeinleitung und Prognose fur Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom wurde bislang nur in wenigen Studien untersucht. Die bisher
veroffentlichten Studien weisen zudem entscheidende Limitationen auf (12): unter
anderem wurde in keiner der bisherigen Studien Rucksicht auf mogliche
Verzerrungen durch einen moglichen Lead time bias oder das sogenannte Waiting
time paradox genommen (10). Ziel unserer retrospektiven Analyse war es ein
besseres Verstandnis der Grunde fur eine Therapieverzogerung zu erhalten und
einen  moglichen Zusammenhang zwischen verlangerten Zeit bis zur
Therapieeinleitung und Prognose - unter Berucksichtigung potentiell verzerrender

Effekte - aufzuzeigen.

In unserer prospektiv gefuhrten Datenbank konnten wir insgesamt 297 Patienten
mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom identifizieren, die sich fur unsere Analyse

eigneten (Abbildung 2).
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Abbildung aufgrund von Urheberrechten entfernt.

Originalabbildung siehe Referenz 13; Figure 1.

Abbildung 2: CONSORT Diagramm ,,Zeit bis zur Therapieeinleitung” [Abbildung
aus(13)1.

Die Zeit bis zur Therapieeinleitung wurde von uns als Zeitraum zwischen erstem
computer- oder magnetresonanztomographischem Nachweis einer
Pankreasraumforderung und dem Beginn der Chemotherapie definiert. Die
mediane Zeit bis zur Therapieeinleitung betrug in unserer Kohorte 29 Tage. Die
haufigsten Griinde fiir eine verzégerte Therapieeinleitung waren die Uberweisung
aus einem Krankenhaus oder einer Praxis der Primar- oder Sekundarversorgung in
unser Zentrum sowie die erneute Durchfuhrung einer Biopsie zur

Diagnosesicherung.

In unserer Kohorte lieBR sich keine Korrelation zwischen Zeit bis zur

Therapieeinleitung und Prognose von Patienten mit fortgeschrittenem
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Pankreaskarzinom nachweisen. Um eine Verzerrung durch einen Lead time bias
auszuschlieBen verwendeten wir auch hier eine Landmark Analyse. Zudem
analysierten wir auch die Uberlebenszeiten in Patientengruppen mit sehr langem
Intervall zwischen Diagnosestellung und Therapieeinleitung. Hierzu verwendeten
wir die 75te und 90te Perzentile der Zeit bis zur Therapieeinleitung in unserer
Kohorte (43 beziehungsweise 60 Tage). Interessanterweise war auch fur diese
langen Zeitintervalle keine Korrelation zwischen Zeit bis zur Therapieeinleitung
und Prognose zu erkennen (Hazard ratio fur Zeit bis zur Therapieeinleitung kleiner
versus groBer 43 beziehungsweise 60 Tage: 1,03 [95% Konfidenzintervall: 0,77 —
1,36; p-Wert = 0,856] beziehungsweise 1,04 [95% Konfidenzintervall: 0,69 — 1,57,
p-Wert = 0,8611). Eine weitere mogliche systematische Verzerrung in Analysen
welche die Zeit bis zur Therapieeinleitung mit der Prognose korrelieren kann durch
das sogenannte Waiting time paradox entstehen (10). Dieses Paradoxon wurde
erstmals in einer retrospektiven Kohortenstudie an Patientinnen mit
Endometriumkarzinom beschrieben. In dieser Studie war eine verlangerte Zeit bis
zur Therapieeinleitung mit einer verbesserten Prognose assoziiert (14). Eine
naheliegende Erklarung fur diesen Effekt ist in einer beschleunigten
Therapieeinleitung bei Patienten mit stark symptomatischer Erkrankung und damit
moglicherweise assoziierter hoher Tumorlast zu finden. Um eine solche
Assoziation in unserer Kohorte auszuschlieBen fuhrten wir eine Korrelation der
individuellen Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9) Werte und der Zeit bis zur
Therapieeinleitung durch. Es war keine klare Korrelation zwischen einer
verlangerten Zeit bis zur Therapieeinleitung und der Hohe der individuellen CA 19-
9 Werte erkennbar (Abbildung 3).



8 Ergebnisse

Abbildung aufgrund von Urheberrechten entfernt.

Originalabbildung siehe Referenz 13; Figure 3.

Abbildung 3: Korrelation der individuellen CA 19-9 Werte bei Therapieeinleitung
mit der Zeit bis zur Therapieeinleitung [Abbildung aus (13)].

Eine klare Korrelation zwischen Zeit bis zur Therapieeinleitung und Prognose war
in unserer retrospektiven Kohorten Studie also nicht erkennbar. Diese
Beobachtung deckt sich mit weiteren mittlerweile publizierten Studien (15-18).
Insgesamt wurden wir hieraus schlussfolgern, dass kein starker Zusammenhang
zwischen Prognose und Zeit bis zur Therapieeinleitung besteht. Es lasst sich jedoch
nicht ausschliefen, dass sich moglicherweise bei einer Analyse einer deutlich
groBeren Patientengruppe ein Effekt nachweisen lassen wurde. Aus unserer Sicht
sollte eine rasche Therapieeinleitung im klinischen Alltag daher weiterhin
angestrebt werden. Unsere Daten sind jedoch beruhigend in Hinblick auf
Verzogerungen die sich beispielsweise durch einen Studieneinschluss oder die

Uberweisung an ein tertiires Tumorzentrum ergeben.
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3.2 Prophylaxe und Management von thromboembolischen

Ereignissen in Patienten mit Pankreaskarzinom

Thromboembolische Ereignisse stellen eine haufige Komplikation eines
fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms dar (19). Es ist jedoch unklar ob Patienten
mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom eine prophylaktische Antikoagulation
angeboten werden sollte (20). Risikoscores zur Risikoabschatzung eines
thromboembolischen  Ereignisses konnten dabei helfen Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom zu identifizieren welche von einer
prophylaktischen Antikoagulation profitieren. Der am haufigsten verwendete Score
zur Risikostratifikation thromboembolischer Ereignisse bei Tumorerkrankungen ist
der Khorana Score (21). Fur das Pankreaskarzinom existiert zudem der CONKCO
Score. Fur diesen Score wird der Allgemeinzustand an Stelle von Adipositas als
Risikofaktor berucksichtigt (22). Als Laborparameter zur Abschatzung des
Thromboserisikos  wurde zudem eine verkurzte aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT, activated partial thromboplastin time) beschrieben (23).
Ziel unserer Untersuchung war es die verschiedenen Werkzeuge zur
Risikostratifizierung an  einer  Patientenkohorte mit  fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom zu vergleichen und zu validieren. Wir werteten hierzu
retrospektiv Daten unserer prospektiv gefuhrten Patientendatenbank aus. Angaben
bezuglich dem Auftreten von thromboembolischen Ereignissen, Antikoagulation
und Blutungsereignissen waren fur insgesamt 172 Patienten in unserer Datenbank
vorhanden. Vollstandige Daten um den Khorana- beziehungsweise den CONKO-
Score zu berechnen waren fur jeweils 113 Patienten verfugbar. Einzeln konnten
Khorana Score, CONKO Score oder eine verkurzte aPTT nur begrenzt Patienten mit
erhohtem Risiko identifizieren (Auftreten von thromboembolischen Ereignissen in
12% versus 19% aller Patienten fur Khorana intermediate versus high risk score,
p = 0,40; 11% versus 19% fur CONKO intermediate versus high risk score, p =
0,417; und 8% versus 18% fur eine verkurzte versus normwertige aPTT, p=0,17).
Durch die Kombination von verkurzter aPTT ratio mit CONKO oder Khorana Score
konnten Patienten mit einem erhohten Risiko fur thromboembolische Ereignisse

deutlich besser identifiziert werden (Auftreten von thromboembolischen
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Ereignissen jeweils in 10% versus 30% aller Patienten fur Khorana oder CONKO
intermediate score und normaler aPTT versus Khorana oder CONKO high risk score
und verkurzter aPTT, p < 0,05). Die Kombination von aPTT mit CONKO und
Khorana score stellt ein interessantes Screening-Werkzeug dar um Patienten mit
einem fortgeschrittenen Pankreaskarzinom und hohem Risiko fur ein

thromboembolisches Ereignis zu identifizieren.

3.3 Seltene Patientensubgruppen und deren Bedeutung fiir das

Verstandnis der Tumorbiologie des Pankreaskarzinoms

3.3.1 Azinuszellkarzinom - eine besondere histologische Subgruppe

Das Azinuszellkarzinom des Pankreas stellt einen sehr seltenen histologischen
Subtyp dar. Es macht weniger als 1% aller nicht-endokrinen Neoplasien des
Pankreas aus (24). Die Prognose von Patienten mit einem resektablen
Azinuszellkarzinom des Pankreas ist deutlich gunstiger als die Prognose von
Patienten mit einem Adenokarzinom des Pankreas. Aufgrund der Seltenheit der
Erkrankung existieren nur wenige Daten bezuglich wirksamer Chemotherapien in
der Behandlung fortgeschrittener Tumorerkrankungen (25). Fur das
Adenokarzinom des Pankreas ist die Bestimmung von CA 19-9 im peripheren Blut
als Tumormarker zur Abschatzung von Prognose und Therapieansprechen etabliert
(26, 27). Fur das Azinuszellkarzinom fehlen etablierte Tumormarker (28). Wir
haben retrospektiv die Behandlungsdaten von allen Patienten mit einem
Azinuszellkarzinom erhoben welche von 2000 bis 2015 an unserem Zentrum

behandelt worden waren.

Fur diesen Zeitraum konnten wir 15 Patienten identifizieren, welche mit der
Diagnose eines Azinuszellkarzinoms an unserem Zentrum diagnostiziert oder
behandelt worden waren. Auffallig war, dass 12 der 15 Patienten mannlich waren.
Das mediane Alter bei Diagnosestellung betrug 58 Jahre. Bei der Mehrzahl der
Patienten bestand zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eine metastasierte Erkrankung
(n=9). Eine Resektion des Tumors war in den verbleibenden sechs Fallen moglich.

Das mediane Gesamtuberleben von Patienten mit einem metastasierten
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Azinuszellkarzinom betrug 25,4 Monate. Das mediane Gesamtuberleben in der
Gruppe der Patienten mit resektablem Tumor betrug 77,9 Monate. Partielle
Remissionen oder langeranhaltende Krankheitsstabilisierungen wurden fur
Patienten mit fortgeschrittenem Azinuszellkarzinom beobachtet welche mit 5-FU-
oder Oxaliplatin-haltigen Schemata behandelt worden waren. Erhohte Werte von
Carcinoembryonalem Antigen (CEA), CA 19-9 oder Lipase waren in 4, 3
beziehungsweise 7 von 12 Patienten mit fortgeschrittenem Azinuszellkarzinom
nachweisbar. In funf Patienten mit fortgeschrittenem Azinuszellkarzinom waren
serielle Bestimmungen des Lipase-Wertes verfugbar. Diese korrelierten mit dem

Behandlungsverlauf der Patienten (siehe reprasentatives Beispiel in Abbildung 4).

Abbildung aufgrund von Urheberrechten entfernt.

Originalabbildung siehe Referenz 29; Figure 1.

Abbildung 4: Verlauf der Serumlipase-Werte eines Patienten mit
Azinuszellkarzinom des Pankreas [Abbildung aus (29)].

Unsere Daten bestatigen einige der klinischen Beobachtungen aus kleineren
Fallberichten und Fallserien: Patienten mit einem Azinuszellkarzinom des Pankreas
sind im Durchschnitt relativ jung, die Diagnose wird haufiger bei Mannern gestellt.
Zudem scheint die Prognose insgesamt besser als bei Patienten mit einem

Adenokarzinom des Pankreas zu sein. Dies gilt insbesondere fur Patienten welche
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mit 5-FU- oder Oxaliplatin-haltigen Kombinationstherapien behandelt wurden (28,
30-32).

3.3.2 Patienten mit isolierten Lungenmetastasen eines Pankreaskarzinoms -

eine besondere klinische Subgruppe

Bei uber 80% aller Patienten mit einem metastasierten Pankreaskarzinom treten
Metastasen als erstes in der Leber auf. Das isolierte Auftreten von
Lungenmetastasen kommt bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom nur selten
vor (33). Fur uns stellte sich die Frage nach der Prognose und dem klinischen
Verlauf dieser besonderen Patientengruppe. Wir analysierten daher die Daten von
40 Patienten mit isolierten Lungenmetastasen, welche sich zwischen 2002 und
2015 an unserem Zentrum vorgestellt hatten. Das mediane Gesamtuberleben in der
gesamten Kohorte betrug 25,5 Monate und war somit deutlich langer als aus dem
historischen Vergleich zu erwarten. Als prognostisch besonders gunstig zeigte sich
eine geringe Anzahl von pulmonalen Metastasen sowie eine unilaterale
Lokalisation der Metastasen, wobei die GroRe der pulmonalen Metastasen weniger
wichtig zu sein scheint (Medianes Gesamtuberleben fur < 10 versus > 10
Lungenmetastasen, unilateral versus bilateral und <5 mm versus > 5 mm: 31,3
versus 18,7 Monate p = 0,003; 31,3 versus 21,8 Monate p = 0,03; und 24,6 versus
25,5 Monate p = 0,97; siehe auch Abbildung 5).
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Abbildung aufgrund von Urheberrechten entfernt.

Originalabbildung siehe Referenz 34; Figure 2.

Abbildung 5: Gesamtiberleben von Patienten mit isolierten Lungenmetastasen
abhangig von der Anzahl der Metastasen (< 10 versus = 10, A) und GroBe (< 5
versus = 5mm, B) [Abbildung aus (34)].

Zusammen mit einigen weiteren unizentrischen Untersuchungen unterstutzen
unsere Ergebnisse die Hypothese, dass Patienten mit einer isolierten
Lungenmetastasierung eine besondere klinische Subgruppe darstellen (35-37).
Einer aktuellen Untersuchung zufolge konnten Patienten mit einer isolierten

Lungenmetastasierung in bestimmten Fallen auch von einer Metastasenresektion
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profitieren (38). In unserer Kohorte war eine besondere gunstige Prognose fur eine
unilaterale Lokalisation der Lungenmetastasen und eine begrenzte Anzahl an
Lungenmetastasen zu  beobachten. Dies konnte zukunftig in die
Entscheidungsfindung fur- oder gegen eine Resektion von Lungenmetastasen
einbezogen werden. Aktuell arbeiten wir an einer mulitzentrischen Bestatigung
unserer klinischen Daten. Hierzu haben wir an insgesamt sieben universitaren
Zentren der Arbeitsgemeinschaft fur internistische Onkologie (AIO) Daten zu
Patienten mit isolierten Lungenmetastasen erhoben; dieses Projekt lauft in der
Arbeitsgruppe der ,,Young Medical Oncologists” der AlO (AlO-YMO-PAK-0515).
Mittels Genexpressionsanalysen und immunhistochemischen Farbungen an
Tumormaterial wollen wir hierbei mogliche tumorbiologische Determinanten einer

isolierten Lungenmetastasierung identifizieren.

3.4 Blutbasierte Biomarker zur Abschatzung der Tumorbiologie

des Pankreaskarzinoms

3.4.1 Losliche Formen von Programmed death receptor 1 und Programmed

death receptor ligand 1

Bislang ist es nicht gelungen wirksame immuntherapeutische Therapiekonzepte fur
Patienten mit Pankreaskarzinom zu entwickeln (39). Fur andere Tumorentitaten
konnte durch die Entwicklung von sogenannten Checkpoint-Inhibitoren zum Teil
deutliche  Verbesserungen in der Therapie von  fortgeschrittenen
Tumorerkrankungen erzielt werden. Angriffspunkt von Checkpoint-Inhibitoren
sind inhibitorische Signalwege welche in der Priming-Phase (Cytotoxic T-
lymphocyte associated protein 4 [CTLA-4]) oder der Effektor-Phase (Programmed
cell death protein ligand 1 [PD-L11) der T-Zellantwort eine wichtige Rolle spielen
(39).

Fur Patienten mit Pankreaskarzinom konnte gezeigt werden, dass eine hohe
Expression von PD-L1 im Tumor eine ungunstige Prognose anzeigt (40). In
klinischen Studien konnte jedoch kein Effekt einer Behandlung mit PD-1 oder PD-

LT Inhibitoren an Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom gezeigt
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werden (41). Fur verschiedene andere Tumorerkrankungen wurde beschrieben,
dass im peripheren Blut von Patienten mehr losliches PD-L1 (sPD-L1) vorhanden
ist als im Blut von gesunden Spendern. Zudem zeigen hohere Werte von sPD-L1
im Blut von Patienten mit Nierenzellkarzinom oder hepatozellularem Karzinom ein
verkurztes Gesamtuberleben an (42, 43). In unserer Studie analysierten wir daher
erstmalig sPD-L1 im Blut von Patienten mit Pankreaskarzinom. Zudem bestimmten
wir losliches PD-1 (sPD-1) im peripheren Blut sowie PD-L1 Expression und T-
Zellinfiltrat im Tumor (44). Erstaunlicherweise zeigte sich in unserer Kohorte von
41 Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom kein Zusammenhang
zwischen der Prognose und der Menge von sPD-1 oder sPD-L1 im Serum (Tabelle
1.

Tabelle aufgrund von Urheberrechten entfernt.

Originaltabelle siehe Referenz 44; Table 1.

Tabelle 1: Prognostische Relevanz von sPD-1 und sPD-L1 (44).

Abkurzungen: CA 19-9: carbohydrate antigen 19-9; CEA: carcinoembryonic
antigen; Cl: confidence interval; CRP: C-reactive protein; ECOG: Eastern
Cooperative Oncology Group performance status; HR: hazard ratio; sPD-1: soluble
programmed death protein 1; sPD-L1: soluble programmed death-ligand 1;

CRP, sPD-1 and sPD-L1 wurden als kontinuierliche Variablen analysiert.
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Bislang ist wenig Uber die Herkunft sowie die Regulation von sPD-1 und sPD-1 im
Blut von Tumorpatienten bekannt. In unserem Patientenkollektiv zeigte sich eine
deutliche Korrelation der Hohe von sPD-1 und sPD-L1 (Korrelationskoeffizient =
0,341; 95% Konfidenzintervall: 0,037 - 0,587, p = 0,029) Bisher wurde
angenommen, dass sPD-L1 moglicherweise im Tumor selbst freigesetzt wird und
eine Rolle in der Immunevasion maligner Tumoren spielt (43). In unserem
Patientenkollektiv zeigte sich jedoch keine Korrelation von PD-L1 Expression im
Tumor und sPD-1 oder sPD-L1 im Serum. Auffallig war in unserer Kohorte ein
deutlicher Zusammenhang zwischen sPD-1 und sPD-L1 im Serum und der Hohe
des C-reaktiven Proteins (CRP). Zudem waren im Serum von Patienten mit einer

starken T-Zellinfiltration deutlich erhohte sPD-L1 Werte messbar.

Unsere Daten legen gemeinsame regulatorische Mechanismen und
moglicherweise auch eine gemeinsame Herkunft von sPD-1 und sPD-L1 nahe.
Zudem scheinen sPD-1 und sPD-L1 Marker einer systemischen Inflammation in
Pankreaskarzinompatienten zu sein. Die kleine Fallzahl in  unserer
Patientenkohorte schlieSt eine definitive Aussage hinsichtlich der prognostischen
Wertigkeit von sPD-1 und sPD-L1 noch aus. Hier bleiben weitere Untersuchungen

abzuwarten.

3.4.2 Zirkulierende Tumor-DNA

Verschiedene Studien konnte eine Korrelation zwischen der Menge an
zirkulierende Tumor DNA (ctDNA) im peripheren Blut von Patienten mit
Pankreaskarzinom und Prognose zeigen (45, 46). Unklar war jedoch, ob sich die
wiederholte Messung von ctDNA auch zur Verlaufsbeurteilung unter
Chemotherapie eignet. Um ctDNA nachzuweisen werden tumorspezifische
Mutationen als Marker genutzt. Punktmutationen im Kirsten RAt Sarcoma virus
(KRAS) Proto-Onkogen lassen sich in Tumorgewebe von Patienten mit
Pankreaskarzinom mit einer Haufigkeit von bis zu 95% nachweisen (47). Wir

verwendeten das sogenannte BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification,
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Magnetics) - Verfahren um aktivierende Punktmutationen im KRAS-Gen in
zellfreier DNA in Plasmaproben von Patienten mit fortgeschrittenem

Pankreaskarzinom nachzuweisen (im Folgenden als MUtKRAS ctDNA bezeichnet).

Insgesamt sammelten wir prospektiv 284 Plasmaproben von 54 Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom. Die Blutproben wurden zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose, wahrend der Chemotherapie und zum Zeitpunkt der Staging-
Untersuchung abgenommen. Tumorgewebe um den KRAS-Status im Tumor zu
bestimmen war von 39 Patienten vorhanden. In der Mehrzahl der Falle war eine
KRAS Mutation im Tumor nachweisbar (n=32/39, 82%). Der Nachweis von
mutkKRAS ctDNA zeigte eine KRAS Mutation mit einer hohen Sensitivitat (n = 24/32,
75%) und Spezifitat (100%) an. Die Kinetik von ™WKRAS ctDNA unter
Chemotherapie ist in Abbildung 6 dargestellt. Hierbei sind nur Falle dargestellt bei
denen vor Start der Chemotherapie ™UKRAS ctDNA im peripheren Blut
nachweisbar war. Ein fehlender Nachweis von MitKRAS ctDNA im Verlauf wurde
von uns als ™MKRAS ctDNA Normalisierung bezeichnet. Eine solche
Normalisierung war vor allem in der Kohorte der Patienten ohne Progress zum
Zeitpunkt der ersten Bildgebung unter Chemotherapie zu beobachten. Ein erneuter
Anstieg der MUtKRAS ctDNA im Verlauf der weiteren Chemotherapie war ein
sensitiver (83%) und spezifischer (100%) Marker fur einen Progress. MUtKRAS
ctDNA schien dabei in unserer Analyse den proteinbasierten Tumormarkern CA 19-
9, Carcinoembryonales Antigen (CEA) oder Cytokeratin-Fragment 21-1 (CYFRA 21-

1) Uberlegen zu sein (Details siehe (48)).

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die wiederholte Messung von MtKRAS
ctDNA ein sensitiver und hoch spezifischer Marker zur Therapieuberwachung von

Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom unter Chemotherapie ist.
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Abbildung aufgrund von Urheberrechten entfernt.

Originalabbildung siehe Referenz 48; Figure TA und Figure 1B.

Abbildung 6: ™tKRAS ctDNA Kinetik im Therapieverlauf (48).

Kinetik fur Patienten ohne - (A, Non-PD) oder mit Progressive disease (B, PD) zum
Zeitpunkt des ersten Stagings. Verlaufe mit Normalisierung der MUtKRAS ctDNA
sind in grun dargestellt (M"'/KRAS ctDNA normalization). In C ist die Anzahl an
Fallen mit- oder ohne ™MKRAS ctDNA-Normalisierung fur Patienten mit
beziehungsweise ohne Progress zum Zeitpunkt des ersten Stagings dargestellt.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende kumulative Habilitationsarbeit hatte zwei ubergeordnete Ziele:
mogliche Biomarker fur die Prognoseabschatzung und Therapiesteuerung von
Patienten mit Pankreaskarzinom unter einer palliativen Chemotherapie zu
identifizieren und zu einem besseren Verstandnis der Tumorbiologie des

Pankreaskarzinoms beizutragen.

Als Biomarker wurden von uns einerseits klinische Parameter wie ein Hand-FuR3-
Syndrom (HFS), die Zeit bis zur Therapieeinleitung, eine isolierte
Lungenmetastasierung, eine Azinuszellkarzinom als besonderer histologischer
Subtyp und verschiedene Risikoscores fur ein thromboembolisches Ereignis
analysiert. Andererseits untersuchten wir blutbasierten Marker wie losliches PD-L1
und PD-1 (sPD-L1 und sPD-1), Serum-Lipase und zirkulierende Tumor-DNA
(ctDNA). Insbesondere die Ergebnisse aus unserer Kohorte von Patienten mit
isolierten Lungenmetastasen und die Ergebnisse der sPD-L1-Bestimmungen sind
fur uns wichtige Anknupfungspunkte fur aktuell laufende Untersuchungen die zum
Verstandnis der komplexen Tumorbiologie des Pankreaskarzinoms beitragen

sollen.

In der ersten hier dargestellten Arbeit konnten wir zeigen, dass ein HFS pradiktiv
fur ein Ansprechen auf eine Therapie mit Capecitabin bei Patienten mit einem
fortgeschrittenen Pankreaskarzinom ist (9). Daten der ESPAC-4 Studie belegen die
Wirksamkeit von Capecitabin als Kombinationspartner von Gemcitabin auch in der
adjuvanten Therapie des Pankreaskarzinoms (49). Aufgrund der zwischenzeitlich
veroffentlichten Daten der PRODIGE 24 Studie spielt Capecitabin auch hier eine
eher untergeordnete Rolle (50). Zukunftige Therapiestudien welche auf
Capecitabin in der palliativen oder adjuvanten Therapie des Pankreaskarzinoms
zuruckgreifen, sollten - basierend auf unseren Daten - in jedem Fall eine qualitativ

hochwertige, prospektive Erfassung eines HFS enthalten.



20 Zusammenfassung und Ausblick

Unsere Ergebnisse bezuglich der Zeit bis zur Therapieeinleitung bei Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom liefern ebenfalls wichtige Erkenntnisse fur die
Behandlung von Patienten in klinischen Studien (13). Entgegen unseren
Erwartungen zeigte sich in unserer Kohorte — auch unter Berucksichtigung
moglicher Verzerrungseffekte - kein Anhalt fur einen ausgepragten, negativen
prognostischen Effekt einer verlangerten Zeit zwischen Diagnosestellung und
Therapieeinleitung. In der klinischen Regelversorgung sollte aus unserer Sicht
dennoch eine moglichst rasche Therapieeinleitung angestrebt werden. Kurzere
Therapieverzogerungen verursacht durch die Teilnahme an einer klinischen
Therapiestudie — beispielsweise durch eine Re-Biopsie - scheinen auf Grundlage

unserer Daten jedoch durchaus vertretbar.

Die Beobachtung, dass eine isolierte Lungenmetastasierung mit einer
ungewohnlich gunstigen Prognose assoziiert ist wurde mittlerweile von mehreren
Arbeitsgruppen bestatigt (34, 51-54). Auf Grundlage dieser Daten wird aktuell auch
zunehmend uber eine Resektion von Lungenmetastasen in ausgewahlten Fallen
diskutiert (38, 55, 56). Um mehr uber die Tumorbiologie einer isolierten
Lungenmetastasierung zu erfahren haben wir die retrospektive, multizentrische
AlIO-YMO-PAK-0515 Studie initiiert. Durch diese Studie konnten wir insgesamt 104
Patienten  mit  isolierten  Lungenmetastasen an  sieben  deutschen
Universitatszentren identifizieren. Mittlerweile liegt uns von mehr als der Halfte
aller Patienten Tumormaterial vor. In Kooperation mit dem Institut fur Pathologie
der LMU Munchen (Priv.-Doz. Dr. med. S. Ormanns) fuhren wir aktuell
Genexpressionsanalysen sowie immunhistochemische Farbungen durch, um
mogliche molekularbiologische Determinanten einer isolierten

Lungenmetastasierung zu identifizieren.

CA 19-9 st der einzige blutbasierte Tumormarker welcher fur die
Routineanwendung bei Patienten mit Pankreaskarzinom empfohlen ist (National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) - Guideline 2017) (57). Cholangitis,
Cholestase oder inflammatorische Vorgange sind haufig in Patienten mit

Pankreaskarzinom zu beobachten und konnen eine unspezifische Erhohung von CA
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19-9 verursachen. Zudem ist unklar ob wiederholte Messungen von CA 19-9 zur
Verlaufsbeurteilung unter Chemotherapie geeignet sind (58-60). Fur eine
zuverlassigere,  tumormarkergestutzte  Therapiesteuerung  waren  daher
spezifischere  Biomarker  wunschenswert. Fur Patienten mit einem
Azinuszellkarzinom des Pankreas konnten wir zeigen, dass die Bestimmung der
Serumlipase moglicherweise einen zuverlassigeren Tumormarker als CA 19-9
darstellen konnte (29). Fur Patienten mit einem Adenokarzinom des Pankreas
scheint die Bestimmung von ctDNA mittels Nachweis von KRAS Mutationen
(MutKRAS ctDNA) ein deutlich spezifischerer Marker als CA 19-9 zu sein. MtKRAS
ctDNA eignete sich in unserer Analyse auch fur die Therapieuberwachung von
Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom unter einer palliativen
Chemotherapie (48, 61). Wie von anderen Arbeitsgruppen gezeigt konnte die
Bestimmung von ctDNA auch die Fruherkennung und die Nachsorge des

Pankreaskarzinoms nach Resektion erleichtern (62, 63).

Ein weiterer von uns untersuchter Biomarker ist sPD-1 und sPD-L1. In unserer
Kohorte war keine Assoziation zwischen der Hohe von sPD-1 / sPD-L1 und der
Prognose von Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom zu erkennen (44).
In einer groBeren Kohorte von Patienten mit Pankreaskarzinom wurde vor kurzem
von einer Assoziation der Kinetik von sPD-1/sPD-L1 und dem Ansprechen auf eine
palliative Chemotherapie berichtet (64). Weitere Studien sind hier notig um
endgultig Klarheit bezuglich der prognostischen / pradiktiven Wertigkeit von sPD-
1 / sPD-L1 zu erlangen. Bestatigt hat sich die von uns erstmals beschriebene
Korrelation zwischen sPD-1 und sPD-L1 sowie zwischen sPD-1 / sPD-L1 und
Markern einer Inflammation wie C-reaktivem Protein (CRP) (65). Aktuell
untersuchen wir in Kooperation mit der Abteilung fur klinische Pharmakologie der
LMU Munchen und der Abteilung fur klinische Chemie des Deutschen
Herzzentrums der TU Mdunchen weitere immunologische Panels, um neue
Biomarker fur Prognose und Therapieansprechen beim Pankreaskarzinom zu

identifizieren.
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Verzeichnis der Abkurzungen

5 Verzeichnis der Abkurzungen

aPTT activated partial thromboplastin time

HFS Hand-FuB-Syndrom

CA 19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9

CEA Carcinoembryonales Antigen

CONSORT Consolidated Standards of Reporting Trials
CRP C-reaktives Protein

CYFRA 21-1 Cytokeratin-Fragment 21-1

ctDNA circulating tumor DNA

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

mutKRAS ctDNA

Nachweis einer KRAS Mutation in zellfreier DNA

PD-1

Programmed cell death protein 1

PD-L1 Programmed cell death protein ligand 1
sPD-1 soluble Programmed cell death protein 1
sPD-L1 soluble Programmed cell death protein ligand 1

6 Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen

Abbildung 1 Studiendesign der AIO-PK0104-Studie (9)
Abbildung 2 CONSORT Diagramm Zeit bis Therapieeinleitung
(13)
Abbildung 3 Korrelation der individuellen CA 19-9 Werte bei Therapieeinleitung

mit der Zeit bis zur Therapieeinleitung (13)

Abbildung 4 Verlauf der Serumlipase-Werte eines Patienten mit
Azinuszellkarzinom des Pankreas (29)
Abbildung 5 Gesamtuberleben von Patienten mit isolierten Lungenmetastasen
abhangig von der Anzahl und GruBBe der Metastasen (34)
Abbildung 6 mutkKRAS ctDNA Kinetik im Therapieverlauf (48)
Tabelle 1

Prognostische Relevanz von sPD-1 und sPD-L1 (44)
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