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1. Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Privalenz und Einteilung

Mit circa 18 400 Neuerkrankungen im Jahr 2016 gehort das Pankreaskarzinom in
Deutschland zu den hédufigen Neoplasien des Gastrointestinaltrakts (McGuigan 2018,
Robert-Koch-Institut 2016). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren bei
Mainnern und bei 76 Jahren bei Frauen, wobei beide Geschlechter nahezu gleich oft
betroffen sind (Robert-Koch-Institut 2016). Histologisch handelt es sich in der Regel um
Adenokarzinome, welche in circa 70% den Pankreaskopf betreffen (McGuigan 2018).
Meist geht das Karzinom von den kleinen Pankreasgidngen aus (duktales Adenokarzinom;
englisch: Pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) (90%), wobei der Ursprung selten
(10%) auch das Azinusepithel (Azinuszellkarzinom) sein kann (Cheng 2018, McGuigan
2018). Karzinome, die sich aus der Papilla Vateri entwickeln, unterscheiden sich
hinsichtlich Prognose und therapeutischem Vorgehen vom PDAC und werden daher
hiufig als eigenstindige Entitdt behandelt. Man unterscheidet die Stadien gemif der
Union for International Cancer Control (UICC) wie der Tabelle 1 und 2 zu entnehmen
ist. Die aktuelle Einteilung der Tumorstadien des Pankreaskarzinoms bertiicksichtigt unter
anderem neue Erkenntnisse beziiglich der prognostischen Bedeutung der lokalen

Tumorausdehnung (,, T~ Stadium) (Welsch 2018).



Tabelle 1: Aktualisierte TNM-Klassifikation des Pankreaskarzinoms gemif} der
UICC; 8. Ausgabe
T1 Tumor < 2cm

T1a Tumor < 0,5 cm
T1b Tumor >0,5 <1 cm

Tlc Tumor >1 cm < 2cm

T2 Tumor >2 cm <4 cm
T3 Tumor >4 cm in groBter Ausdehnung
T4 Tumor infiltriert Tr. coeliacus, A.

mesenterica superior und / oder A. hepatis

communis
N1 Metastasen in 1-3 Lymphknoten
N2 Metastasen in 4 oder mehr Lymphknoten
M Fernmetastasen

("The TNM Classification of Malignant Tumours 8th edition" 2016)

Tabelle 2: UICC Stadien des Pankreaskarzinoms gemif} der UICC; 8. Ausgabe

Stadium (UICC 8. T Stadium N Stadium M Stadium
Ausgabe)

Stadium 1A Tla NO MO
Stadium IB T1b NO MO
Stadium II T2 NO MO
Stadium IIT A T3 NO MO
Stadium III B T4 NO MO
Stadium IV A Jedes T N1 MO
Stadium IV B Jedes T Jedes N MIl

("The TNM Classification of Malignant Tumours 8th edition" 2016, Ueno 2019)

Als Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms gelten Rauchen,
Ubergewicht, chronische Pankreatitis, zystische Neoplasien des Pankreas,
Alkoholkonsum und die Erkrankung eines Verwandten ersten Grades (McGuigan 2018,
Robert-Koch-Institut 2016). Pathogenetisch geht die Progression von Normalgewebe
oder prianeoplastisches Gangldsionen hin zum PDAC mit der Akkumulation diverser
Genmutationen einher. Insbesondere erwdhnenswert sind hier die aktivierende

Punktmutationen des Onkogens KRAS (Kirsten rat sarcoma virus) sowie die
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inaktivierende Mutationen der Tumorsuppressorgene p53, pl6 und DPC4 (Deleted in
pancreatic cancer 4) (McGuigan 2018).

Mit einer S5-Jahres-Uberlebensrate von nur 5-10% stellt das Pankreaskarzinom
deutschlandweit den Tumor mit der hochsten Mortalitit dar (Quante 2016). Griinde fiir
die schlechte Uberlebensrate sind unter anderem die anféingliche Symptomarmut sowie
die aggressive Tumorbiologie mit frithzeitiger Metastasierung (Quante 2016). Aktuell ist
das PDAC in Deutschland die vierthdufigste krebsbedingte Todesursache.
Epidemiologische Prognosen gehen davon aus, dass das PDAC weiter an Relevanz
gewinnen und bis 2030 die zweithdufigste krebsbedingte Todesursache in Deutschland
darstellen konnte (Quante 2016).

1.1.2 Therapie

Die Therapie des Pankreaskarzinoms erfolgt gemifl dem Tumorstadium, wobei nur im
Falle einer Resektabilitdt des Tumors (10-20% der Patienten) von einem kurativen Ansatz
ausgegangen werden kann (Tempero 2017). Da die meisten Pankreaskarzinome den
Pankreaskopf befallen, ist die klassische Kausch-Whippel-Operation oder die
pyloruserhaltende = Pankreatikoduodenektomie das operative Verfahren der Wahl
(McGuigan 2018, Tempero 2017). Bei einer anderen Tumorlokalisation, zum Beispiel im
Pankreasschwanz, kann eine Pankreaslinksresektion oder in seltenen Fallen auch eine
totale Pankreatektomie notwendig werden (Loos 2008, Tempero 2017). Bei der Mehrzahl
der Patienten besteht zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits ein lokal inoperabler Tumor
oder eine metastasierte Tumorerkrankung. In diesen fortgeschrittenen Stadien ist eine
chirurgische Therapie grundsdtzlich nicht als sinnvoll zu erachten (Shrikhande 2007,
Tempero 2017). Lange Zeit stellte in diesem Stadium eine rein symptomatische
Behandlung die einzige Behandlungsmdglichkeit dar. Burris und Kollegen konnten 1997
erstmals zeigen, dass eine Chemotherapie mit dem Nukleosid-Analogon Gemcitabin in
der Erstlinientherapie des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms zu einer Verbesserung
von Lebensqualitit und medianem Gesamtiiberleben fithren kann (Burris 1997). Moore
und Kollegen konnten 2007 zeigen, dass durch Kombination von Gemcitabin mit
Erlotinib eine statistisch zwar signifikante, jedoch klinisch nur unwesentliche
Verlingerung des medianen Uberlebens von zwei Wochen und ein Anstieg des Ein-
Jahres Uberlebens von 17% auf 23% erreicht werden kann (Moore 2007). Interessant ist

dabei, dass insbesondere Patienten, welche einen Hautausschlag unter Erlotinib
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entwickeln von dieser Therapie profitieren (Moore 2007). Heute wird Erlotinib aufgrund

des moderaten Zusatznutzens nur noch in Einzelfdllen verwendet (Scheithauer 2019).

Fiir Patienten in gutem Allgemeinzustand und guter Organfunktion konnte durch die
Entwicklung von intensiven Kombinationstherapien eine deutliche Verbesserung der
Prognose erreicht werden (Christenson 2020). Durch die Kombination von Gemcitabin
& nab Paclitaxel (Gem / nab-Pac) kann eine Verbesserung der Ein-Jahres Uberlebensrate
von 22% auf 35% im Vergleich zur Gemcitabin Monotherapie erreicht werden (Von Hoff
2013). Die Kombinationstherapie zeigte jedoch eine erhohte Rate an Nebenwirkungen
(Neutropenie: 27 versus 38%; Fatigue: 7 versus 17%; Neuropathie: 1 versus 17%; febrile
Neutropenie: 1 versus 3%) (Von Hoff 2013).

Eine weitere Therapieoption fiir Patienten mit metastasiertem PDAC in gutem
Allgemeinzustand stellt das FOLFIRINOX-Schema (Fluorouracil, Oxaliplatin,
Irinotecan und Folsdure) dar (Conroy 2011). Im Vergleich zur Gemcitabin Monotherapie
zeigte sich unter FOLFIRNOX eine Zunahme des Gesamtiiberlebens von 6,8 Monaten
auf 11,1 Monate (Conroy 2011). Unter FOLFIRINOX gaben zwar wesentlich mehr
Patienten Nebenwirkungen an, dennoch verzeichneten unter dieser Therapie nach sechs
Monaten signifikant weniger Patienten (31%) eine Abnahme der Lebensqualitét als unter

Gemcitabin Monotherapie (66%) (Conroy 2011).

Neueste Studien haben Unterschiede im Gesamtiiberleben bei Patienten mit
FOLFIRINOX und Gemcitabin nab-Paclitaxel untersucht (Macedo 2019, Williet 2019).
Insgesamt betrachtet stehen jedoch bisher keine prospektiven Daten zum direkten
Vergleich der beiden Chemotherapieprotokolle beim lokal-fortgeschrittenen oder
metastasierten PDAC zur Verfligung (Christenson 2020). Erwdhnt werden sollte, dass die
Einschlusskriterien fiir eine Therapie mit FOLFIRINOX deutlich enger gefasst sind
(Alter < 75 Jahre, Bilirubinwert < 1,5-facher Normwert oder einem ECOG 0-1, > 100
000 Thrombozyten/ul, > 1500 Granulozyten/ul) (Conroy 2011). Somit ist ein direkter
Vergleich der Studiendaten schwierig und die optimale Behandlungsstrategie fiir
Patienten mit fortgeschrittenem PDAC weiterhin nicht einheitlich definiert (Christenson
2020, Macedo 2019, Tempero 2017).



1.2 Das menschliche Immunsystem

1.2.1 Einleitung in das menschliche Immunsystem sowie Differenzierung und

Funktion von T-Zellen

Fir das  menschliche  Immunsystem  existieren eine  Vielzahl  von
Einteilungsmoglichkeiten. Unter anatomisch-strukturellen Gesichtspunkten kann
beispielsweise eine basale Einteilung in anatomische Barrieren, Proteine und zelluldre
Bestandteile vorgenommen werden. Nach funktionellen Aspekten wird héufig zwischen

einer angeborenen und einer erworbenen Komponente des Immunsystems unterschieden.

Das angeborene Immunsystem besteht aus Makrophagen, Komplementsystem,
Granulozyten und natiirlichen Killerzellen. Diese erkennen Pathogene hauptséchlich tiber
sogenannte Pattern recognition receptors (PRR) wie Toll-like-Rezeptoren oder RIG-I-
like-Rezeptoren (Takeuchi 2010). Diese wiederum erkennen Pathogen-associated
molecular patterns (PAMP) wie beispielsweise bakterielle Lipopolyssaccharide (LPS)
und setzen mittels proinflammatorischer Zytokine eine Abwehrreaktion in Gang

(Takeuchi 2010).

Das erworbene Immunsystem besteht hauptsichlich aus B- und T-Lymphozyten, die tiber
verschiedene Mechanismen wichtige Aufgaben in der Bekdmpfung von Bakterien, Viren,
Pilzen und Tumorzellen iibernehmen. B-Zellen entwickeln sich hauptsdchlich im
Knochenmark und kdnnen sich, wenn sie in die Blutbahn gelangen und im Lymphknoten
aktiviert werden, zu Plasmazellen differenzieren und so eine gro3e Menge Antikdrper zur
Abwehr von Pathogenen produzieren. Die Entstehung dieser hochspezialisierten
Antikorper iiber somatische Rekombination erdffnet die Mdglichkeit einer gezielten

Immunabwehr (Sankawa 2014).

Auf der anderen Seite stehen die T-Zellen, die unter anderem eine wichtige Rolle in der
Aktivierung von B-Zellen spielen. Bei diesen kommt es noch wihrend ihrer Reifung im
Thymus zur Expression der Membranproteine Cluster of differentiation (CD) 3 sowie
CD4 und CD8. CD3 nimmt eine besondere Rolle ein, da es von Beginn an im Zytoplasma
der T-Zellen nachweisbar ist und somit als Erkennungsmerkmal von T-Zellen tiber alle
Zellentwicklungsstufen gilt. CD4" T-Zellen entwickeln sich hauptsdchlich zu

sogenannten T-Helferzellen, deren Aufgabe im Wesentlichen in der Aktivierung von
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Makrophagen und B-Zellen besteht. Die Expression von CDS ist charakteristisch fiir
zytotoxische T-Zellen, die infizierte korpereigene Zellen und Tumorzellen abtdten
konnen. Eine weitere Gruppe der T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen (sogenannte
Tregs), deren Funktion hauptsichlich in der Suppression einer iiberschieBenden
Immunantwort besteht. Diese charakteristischen Eigenschaften erlangen die 7regs in
erster Linie liber den fiir sie spezifischen Transkriptionsfaktor Forkhead box P3 (FoxP3),

der bestimmte Gene zur Hemmung der Immunantwort aktiviert (Josefowicz 2012).

Aufgrund komplexer Interaktionen zwischen angeborenen und erworbenen
Komponenten besitzt das Immunsystem die Féhigkeit korpereigene von fremden Zellen
zu unterscheiden und dient damit nicht nur der Abwehr von Pathogenen wie Bakterien,
Pilzen oder Viren sondern auch der Erkennung und Eliminierung von maligne entarteten

Zellen (Sankawa 2014).

1.2.2 Marker fiir den Funktionsstatus von T-Zellen

Die T-Zell-vermittelte Immunantwort basiert auf dem Zusammenspiel aktivierender und
hemmender Signale (McCoy 1999). Viele dieser Signale werden mittels verschiedener
Molekiille auf der Oberfliche von T-Zellen vermittelt, die Riickschliisse auf den
Funktionsstatus der Zellen erlauben. Im Folgenden sind die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten T-Zellmarker aufgefiihrt. Dabei wurde eine FEinteilung in Marker fiir
regulatorische T-Zellen, Aktivierungsmarker sowie die sogenannte ,,Immuncheckpoints‘
vorgenommen. Immuncheckpoints stellen eine Gruppe immunregulatorischer T-
Zellrezeptoren dar, die fiir Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichts
bedeutend sind und tiiberschieBende Immunreaktionen verhindern. Maligne Tumoren
verwenden Immuncheckpoints, um einer Erkennung durch das Immunsystem zu
entgehen. Therapeutisch wichtige Vertreter sind PD-1 (Programmed cell death protein
1) und CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4).

1.2.21 Regulatorische T-Zellen

Forschungen der letzten Jahre konnten zeigen, dass FoxP3 (Forkhead box protein 3) eine
wichtige Rolle in der Homdostase des Immunsystems spielt, da es essentiell fiir die
Differenzierung von regulatorischen T-Zellen und deren inhibitorische Funktion ist

(Josefowicz 2012). Der genaue Mechanismus dieser Suppressorfunktion ist nicht



7

bekannt, wird jedoch unter anderem iiber die Freisetzung von TGF (Transforming growth
factor ) und IL-10 (Interleukin 10) vermittelt (Josefowicz 2012, Kunk 2016). Es konnte
gezeigt werden, dass im Fall des PDAC erhohte Level von zirkulierenden regulatorischen
T-Zellen mit einem Progress der Tumorerkrankung unter Chemotherapie assoziiert sind
(Liu 2017). Weitere Untersuchungen von FoxP3 in Patienten mit PDAC konnten belegen,
dass auch die Tumorzellen zum Teil FoxP3 exprimieren (sog. cancer-FoxP3). Eine
erhohte cFOXP3 Expression war in der genannten Studie mit einem schlechteren
Gesamtiiberleben sowie einer zunehmenden Tumorgrofle (bezogen auf das ,, T Stadium

gemill der TNM Klassifikation) assoziiert (Wang 2017).

1.2.2.2 Chemokinrezeptor 7

CCR7 (Chemokinrezeptor 7) und seine Liganden CCL19 (Chemokinligand 19) und
CCL21 (Chemokinligand 21) spielen eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung des
Gleichgewichts zwischen Immunitét und Toleranz (Forster 2008). Die Expression von
CCR?7 auf T-Lymphozyten dient der Adhésion an Endothel sowie der transendothelialen
Migration in die Lymphknoten (Forster 2008). Des Weiteren dient CCR7 auf T-
Lymphozyten der Interaktion mit dendritischen Zellen, wodurch eine Antigen-spezifische
Aktivierung erreicht werden kann (Forster 2008). Beziiglich prognostischer Relevanz der
CCR?7 Expression konnte gezeigt werden, dass im Fall des PDAC die CCR7 Expression

im Tumorgewebe ein negativ prognostischer Faktor ist (Nakata 2008).

1.2.2.3 T-Zell Aktivierungsmarker

CD62L oder auch L-Selectin genannt, wird auf nativen T-Zellen, B-Zellen, Monozyten,
Neutrophilen und natiirlichen Killerzellen exprimiert und dient deren Adhésion an die
Gefdfwand sowie der Einwanderung in sekundires lymphatisches Gewebe (Borsig 2002,
Ivetic 2018, Kohn 2012, Yago 2004). Werden naive T-Zellen aktiviert und entwickeln
sich zu Effektor-Gedédchtnis-T-Zellen kommt es zu einer Abnahme der CD62L
Expression (Sallusto 2004). Daher kann CD62L als sogenannter ,invertierter
Aktivierungsmarker® betrachtet werden. Zusidtzlich kommt CD62L eine wichtige
Bedeutung in der Metastasierung von Tumorzellen zu (Borsig 2002). Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass eine CD62L-Expression auf Tumorzellen die

Metastasierungsneigung erhohen kann (Borsig 2002, Qian 2001).
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CD69 wird auf der Oberfliche von aktivierten T-Zellen, aber auch natiirlichen
Killerzellen, B-Zellen, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten exprimiert (Ziegler
1993). Obwohl CD69 typischerweise als Aktivierungsmarker beschrieben wurde, zeigen
neuere Untersuchungen, dass es ebenfalls eine immunregulatorische Funktion haben
kann (Sancho 2005). Diese entfaltet es unter anderem iiber eine Regulation der
Freisetzung von Transforming growth factor beta (TGF-f ) (Sancho 2005). Bei Patienten
mit PDAC konnte sowohl im peripheren Blut als auch im Tumorgewebe eine erhdhte
Menge an CD4" Zellen mit hoher CD69 und fehlender CD25 Expression nachgewiesen
werden (Grage-Griebenow 2014). Diese CD4°CD25°CD69" T-Zell Population korreliert
mit verstdrktem Tumorwachstum und hdheren Tumorstadien (Grage-Griebenow 2014,

Grage-Griebenow 2014, Sancho 2005).

1.2.24 Immuncheckpoints

Immuncheckpoints sind Rezeptoren auf der Oberfliche von T-Zellen.
Physiologischerweise wird die Expression von Immuncheckpoints durch eine linger
anhaltender T-Zellaktivierung ausgelost. Sie verhindern dadurch in gesunden Menschen
die Entstehung von Autoimmunerkrankungen. Jedoch kénnen auch maligne Tumoren die
entsprechenden Liganden exprimieren und so einer wirksamen T-Zellantwort gegen den
Tumor entgegenwirken. Immuncheckpoints sind auch ein Marker fiir die sogenannte 7-
cell exhaustion,, welche einen Zustand von unterdriickter T-Zell Antwort und eine T-Zell
Dysfunktion beschreibt, wie sie durch Tumorerkrankungen und chronische Infektionen
entstehen kann (Das 2017, Diana 2016, Wherry 2015). T cell exhaustion konnte auch in
Zusammenhang mit der Expression von CTLA-4, PD-1, LAG-3 und TIM-3
nachgewiesen werden (Andrews 2017, Bian 2019, Wherry 2015). Im Jahr 2018 wurde
der Nobelpreis fiir Medizin fiir die Entdeckung von CTLA-4 und PD-1 verliehen.

CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4) ist ein Oberflachenmolekiil,
welches nahezu ausschlieBlich auf CD4" und CD8" T-Zellen, insbesondere Tregs und
aktivierten T-Zellen exprimiert wird (Bengsch 2017, McCoy 1999). CTLA-4 ist homolog
zu CD28 und bindet die co-stimulatorischen Molekiile CD80 und CDS86 auf
antigenprasentierenden Zellen (Cheng 2018). Wird eine T-Zelle aktiviert, so exprimiert
sie CTLA-4 auf ihrer Oberfliche. Da CTLA-4 im Vergleich zu CD28 eine hohere
Affinitdt zu CD80 und CD86 besitzt, wird eine Interaktion zwischen CD28 und den

vorgenannten kostimulatorischen Molekiilen unterbunden (Cheng 2018). Somit
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verhindert CTLA-4 eine weitere Aktivierung von T-Zellen. Dies dient
physiologischerweise der Verhinderung einer {iberschieBenden Immunreaktion. Im Falle
des PDAC konnte gezeigt werden, dass CTLA-4 eine wichtige Rolle in der Ausbildung

eines immunsuppressiven Tumormicroenvironments spielt (Bengsch 2017, Kunk 2016).

PD-1 (Programmed cell death protein 1) spielt eine wichtige Rolle im programmierten
Zelltod und wird auf aktivierten T-Zellen exprimiert (Bengsch 2017, Cheng 2018, Ishida
1992). PD-1 bindet an seinen Liganden, PD-L1, der insbesondere auf Tumorzellen und
antigenprasentierenden Zellen vorkommt (Diana 2016). PD-1 und PD-L1 bilden eine
Rezeptor-Ligand Interaktion, die die Immunantwort herunterreguliert und die

Proliferation von T-Zellen hemmt (Diana 2016, Freeman 2000).

LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) ist ein weiteres immunregulatorisches Molekiil,
welches auf aktivierten T-Zellen und natiirlichen Killerzellen exprimiert wird (Triebel
1990). LAG-3 bindet an den Major histocompatibility complex II (MHC II) auf
antigenprisentierenden Zellen mit einer hoheren Affinitit als der T-Tellrezeptor-
Komplex (Huard 1994). Dadurch hemmt es T-Zellproliferation und reguliert die
Stimulation von CD4" T-Zellen herab (Huard 1994).

TIM-3 (7T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) wird auf T-Zellen,
dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen exprimiert. Die erhhte Expression von
TIM-3 auf tumorinfiltrierenden CD3* T-Zellen ist bei mehreren Tumoren wie dem
Magenkarzinom und dem NSCLC (Non small cell lung cancer) mit einer schlechteren

Prognose assoziiert (Gao 2012, Wang 2018).
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1.3 Immunevasion des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas

Maligne Tumorzellen kénnen von Zellen des Immunsystems anhand der Expression von
Neoantigenen erkannt werden (Swann 2007). Im Laufe der Tumorentstehung entwickeln
maligne Zellen jedoch die Féhigkeit die Erkennung durch das Immunsystem zu umgehen.
Dieser Prozess wird als ,,/mmunoediting* bezeichnet (Dunn 2002, Sahin 2017). Er ist die
Folge komplexer Interaktionen zwischen Tumor und Immunsystem. Zu Beginn der
Tumorentstehung kann das Immunsystem das Tumorwachstum noch unterdriicken
(Eliminierung) beziehungsweise ein Gleichgewicht zwischen der Abtdtung von
Tumorzellen und Tumorwachstum (Equilibrium) aufrechterhalten (vgl. Abb.1) (Vesely
2011). In der letzten Phase des Immunoediting gelingt es dem Immunsystem nicht mehr
das Tumorwachstum zu kontrollieren, der Tumor ,,entkommt*“ der Erkennung durch das

Immunsystem (Escape) und kann ungehindert wachsen (vgl. Abb. 1) (Sankawa 2014).

Die Anwesenheit von immunsuppressiven Zellen ist sowohl im peripheren Blut als auch
im Tumor selbst nachweisbar (Bian 2019, Farren 2016, Ino 2013, Kunk 2016) (siche dazu
auch Abschnitt 1.2.2). Das PDAC schafft sich ein besonders immunsuppressives
Microenvironment (Kunk 2016, Sahin 2017). Dieses Microenvironment ist charakterisiert
durch einen Mangel an Effektor T-Zellen und eine ausgeprigte Infiltration durch
verschiedene immunsuppressive Immunzellpopulationen. Translationale Studien
konnten zeigen, dass eine Infiltration des Tumors durch regulatorischen T-Zellen oder
myeloischen Suppressorzellen wie M2 Makrophagen mit einem kiirzeren

krankheitsfreien- und Gesamtiiberleben assoziiert ist (D'Angelo 2019, Ino 2013).

Bemerkenswert ist auch der desmoplastische Umbau im Umfeld des PDAC,
infolgedessen sich eine Barriere aus verschiedenen Zelltypen, extrazelluldrer Matrix und
molekularen Faktoren wie Fibronektin, Hyaluronsédure und PDGF (Platelet derived

growth factor) bildet und somit eine Infiltration durch Immunzellen verhindert (Feig

2012, Kunk 2016).
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Dieses Bild kann aus urheberrechtlichen Griinden nicht gezeigt werden

Abbildung 1: Cancer immunoediting Der Prozess der Immunevasion (,, Escape ““- Roter
Rahmen) stellt dar wie maligne Tumoren einer Erkennung durch das Immunsystem
entgehen konnen. Abbildung modifiziert nach (Vesely 2011).

1.3.1. Immunologische Ansiitze in der Therapie des Pankreaskarzinoms

Die immunologischen Interaktionen zwischen Tumor und Immunsystem haben sich
mittlerweile als wichtiger Ansatzpunkt in der Tumortherapie etabliert. Beispielsweise
zeigen monoklonale Antikorper gegen PD-1 oder PD-L1 in der Therapie des malignen
Melanoms oder des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms beeindruckende Ergebnisse
(Ciardiello 2019, Farkona 2016, Hodi 2010). Auch CTLA-4 Antikorper haben bei
Erkrankungen wie dem malignen Melanom oder dem fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinom eine deutlich Verbesserung der Prognose bewirkt (Torphy 2018,
Yang 2007). Im Falle des PDAC hingegen war bislang kein therapeutischer Effekt fiir
einen immun-onkologischen Behandlungsansatz nachzuweisen (Kunk 2016). Die Gabe
von PD-1 Antikérpern mit und ohne CTLA-4 Antikorper bei Patienten mit

metastasiertem PDAC konnte keine Verbesserung der Prognose bewirken (O'Reilly
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2019). Zudem haben bisherige Versuche die Therapie des PDAC mit Gemcitabin um ein
LAG-3 Inhibitor zu erweitern keinen Vorteil fiir die Patienten ergeben (Wang-Gillam
2013). Als mogliche Erkldrung fiir die Ineffektivitait von Checkpoint-Inhibitoren beim
PDAC gilt das immunsuppressive Microenvironment des PDAC sowie die geringe Dichte
an T-Zellen im Tumorgewebe des PDAC (Fukunaga 2004, Torphy 2018, Winograd
2015). Diese scheint insbesondere mit der geringen Mutationslast und der folglich
schwachen Immunogenitit des Tumors zusammenzuhingen (Alexandrov 2013, Wang

2015).

1.3.2. Kombination von immuntherapeutischen Ansitzen und Chemotherapie

In Anbetracht dessen ist es interessant, ob Chemotherapeutika mit diesen
immunologischen Prozessen interagieren und moglicherweise die Immunogenitdt des
Tumors erhohen kdnnten. Aus praklinischen Arbeiten ist schon langere Zeit bekannt, dass
Chemotherapeutika iliber den sogenannten immunogenen Zelltod eine Reaktion des
Immunsystems gegen den Tumor induzieren konnen (Hato 2014, Liu 2010, Opzoomer
2019). Sowohl fiir Gemcitabin, Oxaliplatin als auch Fluorouracil konnten (préklinisch)
immunologische Effekte nachgewiesen werden, die letztlich zur Einwanderung von
zytotoxischen T-Zellen und der Zerstorung von malignen Tumorzellen fithren (Duffy
2014, Hato 2014). Hinsichtlich der immunologischen in vivo Effekte von
Chemotherapeutika bei Patienten mit Pankreaskarzinom stehen dagegen bislang nur sehr
eingeschrinkt Daten zur Verfligung. Sollten sich die préklinischen Beobachtungen
beziiglich der immunogenen Wirkung auch in vivo bestitigen, so konnten diese als
Grundlage fiir die Entwicklung von wirksamen Kombinationen aus Checkpoint-Blockade
und Chemotherapie fiir Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom genutzt
werden. Daher erscheint es (klinisch und wissenschaftlich) bedeutsam, das bisher nur
unzureichend untersuchte Gebiet der immunologischen Verdanderung in Patienten mit

PDAC unter systemischer Chemotherapie genauer zu untersuchen.



13

1.4. Zusammenfassung und Fragestellung der Arbeit

Immunmodulatorische ~ Therapeutika  koénnen  bei  verschiedenen  soliden
Tumorerkrankungen beindruckende Ansprechraten erzielen (Farkona 2016).
Insbesondere sind hier die sogenannten Checkpoint-Inhibitoren zu nennen, welche
CTLA-4 und PD-1 auf T-Zellen als Angriffspunkte haben (Pardoll 2012). Bisherige
klinische Studien mit Checkpoint-Inhibitoren fiir Patienten mit fortgeschrittenem
Adenokarzinom des Pankreas waren jedoch nicht erfolgreich (O'Reilly 2019). Als
mogliche  Griinde kommen insbesondere das immunsuppressive PDAC
Mikroenvironment sowie eine im Schnitt eher unterdurchschnittliche Mutationslast des
PDAC in Frage (Cheng 2018). So bleibt das fortgeschrittene PDAC trotz intensiver
Forschungsanstrengungen weiterhin eine Krankheit mit infauster Prognose. Um die
therapeutischen Moglichkeiten zu erweitern, werden Versuche unternommen, etablierte
Chemotherapie-Regime wie Gemcitabin plus nab-Paclitaxel oder FOLFIRINOX
(Folsdure, Fluorouracil, Irinotecan, Oxaliplatin) mit Checkpoint-Inhibitoren zu
kombinieren (Aglietta 2014). Um effektive Kombinationstherapien zu entwickeln, ist es
essentiell ein besseres  Verstindnis der immunologischen Effekte von
Therapieprotokollen wie FOLFIRINOX oder Gemcitabin & nab-Paclitaxel zu erlangen.
Hierbei stellt sich insbesondere die Frage, welchen Einfluss die vorgenannten Zytostatika
auf Immuncheckpoint-Molekiille und T-Zell Aktivierungs-, Regulierungs- und
Differenzierungsmarker von Patienten mit PDAC haben. Aufgrund der leichten
Verfiigbarkeit und geringen Invasivitét haben wir uns in der vorliegenden Arbeit auf T-
Zellen im peripheren Blut von Patienten mit PDAC fokussiert. Die Arbeit gliedert sich

folgendermaf3en:

A. Im ersten Teil wird die Etablierung einer Methode zur Gewinnung und
Kryoasservierung von Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) aus
Blutproben von Patienten mit fortgeschrittenem PDAC beschrieben. Zudem
wurde RNA aus PBMC gewonnen.

B. Im zweiten Teil wurde die Expression verschiedener T-Zellmarker auf PBMC zu
Beginn und einen Monat nach Beginn der Chemotherapie (FOLFIRINOX oder
Gemcitabin & nab-Paclitaxel) mittels Durchflusszytometrie untersucht.

C. Im letzten Abschnitt wurden die Ergebnisse der Durchflusszytometrie mit
klinischen Patientendaten korreliert, um mogliche Assoziationen zwischen den

untersuchten T-Zellmarkern und dem klinischen Verlauf aufzudecken.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Isolation mononukleirer Zellen aus peripherem Blut

Tabelle 3: Gerite fiir die Isolation von PBMC

Gerit Hersteller

50 ml Gefal3 Sarstedt (Niirmbrecht, D)

Stripette Corning Inc, (New York, USA)

Hera Safe Air Flow Kendro (Hanau, D)

Pipetus Hirschmann (Eberstadt, D)

Multifuge X1R Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

CryoPure Gefal3 1,6 ml Sarstedt (Niimbrecht, D)

-80 °C Kiihlschrank Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Hoshizaki Ice Maker Hoshizaki (Toyoake, Jap.)

Vi-CELL XR Beckman-Coulter (Brea, USA)

Tabelle 4: Materialen fiir die Isolation von PBMC

Material Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSO) Honeywell (St. Louis, USA)
phosphate-buffered saline (PBS) Biochrom GmbH (Berlin, D)

Dulbecco

human Pancoll Pan Biotech (Aidenbach, D)

Fotales Bovines Serum (FBS) Biochrom GmbH (Berlin, D)

Ery-Lyse Puffer pH 7,2 Apotheke des Klinikums der Universitét

Miinchen

Styropor Behélter -



2.1.2 Isolation von Ribonukleinsiure
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Tabelle 5: Gerite fiir die Isolation von Ribonukleinsiure

Gerit
Zentrifuge 417C
MultiGuard Barrier Tips

Primium Tips

NanoDrop 1000 Spectrophotometer
NanoDrop 1000 Spectrometer Software
Primium NoFrost

Blockthermostat

Pipette

Vasco Niril Blue Handschuhe
Biosphere Mikrordhre 2,0 ml

DNA LoBind tube 1,5 ml
Kiihlschrank 4°C

Kiihlblock

Hersteller

Eppendorf (Hamburg, D)
Sorenson BioScience, Inc.
USA)

Biozym (Hessisch Oldendorf, D)

(Murray,

Preqlap (Erlangen, D)
Preqlap (Erlangen, D)
Liebherr (Bulle, CH)

HLC Bio Tech (Bovenden, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Braun (Melsungen, D)
Sarstedt (Niimbrecht, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Bosch (Stuttgart, D)

Tabelle 6: Materialien fiir die Isolation von Ribonukleinsiure

Material
Rotilabo Spritzflasche PE Ethanol
RNase AWAY

Ethanol

-Mercaptoethanol

Hersteller

Roth (Karlsruhe, D)

Molecular Bio Products (San Diego,
USA)

AppliChem (Darmstadt, D)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
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Tabelle 7: Inhalt des RNeasy Mini Kits von Qiagen

RNeasy Mini Kit, Quick Start Protocol Qiagen (Hilden, D)
collection tubes 2 ml

collection tubes 1,5 ml

RNeasy Mini Spin Column

Puffer RW1

Puffer RPE

Puffer RLT

RNase-free water

Tabelle 8: Inhalt des RNase-free DNase Sets von Qiagen
RNase-free DNase Set Qiagen (Hilden, D)
Puffer RDD

RNase-free water

DNase I vial



2.1.3 Durchflusszytometrie

Die folgenden Materialien wurden von BioLegend® (San Diego, USA) bezogen:

Tabelle 9: Antikorper fiir Durchflusszytometrie von BioLegend

Produkt

Alexa Fluor 488 anti-human FoxP3
Alexa Fluor 700 anti-human CD8a
APC anti-human CD197 (CCR7)

Brilliant Violet
CD223 (LAG-3)
Brilliant

CD3

Violet
Brilliant Violet
CD279 (PD-1)
Brilliant
CD62L

PE anti-human CD152 (CTLA-4)

PE/Cy7 anti-human CD69

PE/Dazzle 594 anti-human CD366

(TIM-3)
PerCP/Cy5.5 anti-human CD4

421 anti-human

510 anti-human

605 anti-human

Violet 785 anti-human

Klon

259D

RPA-T8

G043H7

11C3C65

UCHTI1

EHI12.2H7

DREG-56

BNI3

FNS50

F38-2E2

SK3

Menge in Anzahl der
enthaltenen Tests (T) oder pg
25T

25 ug
25T

25T

25T

25T

25T

25 ng
25T

25T

25T

Tabelle 10: Materialien fiir die Durchflusszytometrie

Material

Fixable Viablility Dye eFluor™ 780

96 well plate

phosphate-buffered saline (PBS) Dulbecco

ddH,O

Fixation/Permeabilization Concentrate

Hersteller

eBioscience™ (San Diego, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Biochrom GmbH (Berlin, D)

USA)

17

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
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Fixation/Permeabilization Diluent Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Permeabilization Buffer (10X) Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Tabelle 11: Geriite fiir die Durchflusszytometrie

Geriit Hersteller
BD LSRFortessa BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Multifuge X1R Thermo Scientific (Waltham, USA)

FlowJo Software BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
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2.2 Methoden

Die experimentelle Analyse der Patientenproben erfolgte aus logistischen Griinden in
zwei unterschiedlichen Laboren. Zundchst wurden im Labor fiir Experimentelle
Leukdmie- und Lymphomforschung (ELLF) der Medizinischen Klinik IIT (LMU
Klinikum, Campus GroBhadern) PBMC und RNA isoliert. Im Verlauf wurde im Labor
der Klinischen Pharmakologie der Medizinischen Klinik IV (LMU Klinikum, Campus

Innenstadt) die Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

2.2.1 Einschlusskriterien

Die Untersuchungen wurden im Rahmen der prospektiven Biomarkerstudie ,,Der
Informative Patient* durchgefiihrt. Diese wurde durch die Ethikkommission der LMU
Miinchen bereits 2010 genehmigt (EK 284-10). Da fiir das aktuelle Projekt eine zweite
Blutentnahme unter Chemotherapie durchgefiihrt wurde, war eine Aktualisierung des
Protokolls sowie der Patienteninformation notwendig. Fiir dieses Amendment wurde uns
von der Ethikkommission der LMU Miinchen am 17.03.2016 die ethisch-rechtliche
Unbedenklichkeit bescheinigt. Um ein moglichst homogenes Patientenkollektiv zu

erhalten, mussten die Patienten folgende Einschlusskriterien erfiillen:

e histologisch gesichertes, duktales Adenokarzinom des Pankreas. Zusétzlich
wurde ein Patient mit einem gemischt neuroendokrin-azindren Tumor
eingeschlossen.

e lokal-fortgeschrittenes oder metastasiertes Tumorstadium

e palliative Chemotherapie nach dem FOLFIRINOX Schema oder mit Gemcitabin
& nab-Paclitaxel.

Ausgeschlossen wurden alle Patienten, die eine begleitende immunmodulatorische
Therapie erhielten, sowie Patienten, bei denen wihrend der Therapie ein Infekt

aufgetreten war.

2.2.2 Blutentnahmen

Es wurden Blutentnahmen direkt vor Einleitung der Chemotherapie mit FOLFIRINOX

oder Gemcitabin & nab-Paclitaxel sowie einen Monat nach Einleitung der Chemotherapie
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vorgenommen. Nach Aufkldrung und Einwilligung der Patienten wurden an beiden
Terminen jeweils insgesamt 15 ml heparinisiertes Vollblut abgenommen. Dieses wurde
entweder direkt zum Labor transportiert oder maximal 3 Stunden bei 4 Grad Celsius im

Kiihlschrank aufbewahrt bevor es weiterverarbeitet wurde.

2.2.3 Isolierung mononukleirer Zellen aus dem peripherem Blut, Zellziihlung

und Kryokonservierung

Diese Methode beruht hauptsdchlich auf der Herstellung eines Dichtegradienten, mittels
dessen die mononukledren Zellen von den restlichen Blutbestandteilen getrennt werden
konnen. Die Isolierung der mononukleédren Zellen aus peripherem Blut (Peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) erfolgte unter einer sterilen Reinluftwerkbank. Zunichst
wurde die Blutprobe im Verhiltnis 1:3 mit gekiihltem PBS (Phosphate-buffered saline)
verdlinnt. Daraufhin wurden vorsichtig 15 ml Pancoll Trennlosung unter das Blut
appliziert und die Probe zentrifugiert (Raumtemperatur (15 — 25 °C), 30 Minuten, 900 g,
Akzeleration und Dezeleration auf Stufe 1). Das Blut war nun nach Dichtigkeit in Plasma,
PBMC, Pancoll, Granulozyten und Erythrozyten getrennt und die PBMC Schicht konnte

mittels elektrischer Pipette abgesaugt werden.

Vor Zentrifugation: Nach Zentrifugation:
Plasma
Vollblut PBMC
Pancoll
ranulozyten
Pancoll
Erythrozyten

Abbildung 2: Darstellung der PBMC-Gewinnung aus Vollblut. Auf der linken
Seite ist der Zustand der Probe nach Applikation von Pancoll unter das Vollblut
dargestellt. Auf der rechten Seite siecht man die Auftrennung in Plasma, PBMC,
Pancoll, Granulozyten und Erythrozyten nach Zentrifugation. Die zwischen Plasma
und Pancoll befindliche PBMC-Schicht kann dann mittels Pipette abgesaugt werden.
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Zum Schluss wurden die PBMC zweifach gewaschen, in dem sie in gekiihltem PBS
suspendiert und anschlieBend zentrifugiert wurden. Wéhrend des gesamten Prozesses
wurde darauf geachtet, dass die zwei urspriinglichen Blutproben getrennt gehalten
wurden, um eine Probe fiir die Isolation von Ribonukleinsdure (RNA) verwenden zu
konnen. Waren im Zellpellet nach der ersten Zentrifugation makroskopisch Erythrozyten
erkennbar, war die Indikation fiir eine Ery-Lyse gegeben. Hierfiir wurde zundchst 5 ml
Lysepuffer auf das Zellpellet gegeben und daraufhin die Probe fiir 5 Minuten auf Eis
gestellt. Im Anschluss wurde die Probe mit PBS bis unter den Rand des fubes aufgefiillt
und die PBMC abzentrifugiert. Danach wurde wie gewohnt mit dem Protokoll

weiterverfahren.

2.2.4 Zellzahlung

Bei den ersten sieben Proben wurde aus einem der zwei Rohrchen die Zellzahl bestimmt.
Die Zellzdhlung wurde am Vi-CELL™ XR von Beckman-Coulter durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurde das entstandene Zellpellet in 10 ml PBS geldst. Von dieser Losung
wurden 250 pl abgezogen und mit 250 pl PBS aufgefiillt. Die entstandenen 500 ul wurden
zur Zellzdhlung verwendet. Das Prinzip des Gerits beruht auf einer Fiarbung der Zellen
mittels Trypanblau und der anschlieBenden Auszdhlung der Zellen mittels digitaler
Bildtechnologie. Nach mehreren Zellzdhlungen zeigte sich, dass die Zellzahl keine
kritische Menge iiberschritt, die eine deutliche Anpassung der Reagenzien im ersten
Schritt der RNA Isolation notwendig gemacht hitte. Daher konnte die Zellzdhlung in den
folgenden Proben unterlassen werden. Dies diente insbesondere dem Erhalt der Zellen,
da durch den Prozess des wiederholten Waschens und Zentrifugierens bei der Zellzdhlung

Zellen verloren gehen.

2.2.5 Kryokonservierung der mononukleiren Zellen aus peripherem Blut

Zum Einfrieren der PBMC wurde eine Mischung aus neun Teilen FBS (Fotales Bovines
Serum) und einem Teil DMSO (Dimethylsulfoxid) vorbereitet. Das Zellpellet wurde in 1
ml des FBS/DMSO Gemischs aufgelost und bei — 80 °C eingefroren. Nach wenigen
Wochen wurden die PBMC in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und dort bis zur weiteren

Verarbeitung aufbewahrt.
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2.2.6 Isolation der Ribonukleinsiure mit dem RNeasy Mini Kit, Quick-Start

Protocol von Qiagen

Die RNA Isolation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit, Quick Start Protocol von Qiagen
und dem RNase free DNase Set von Qiagen. Die Protokolle der Hersteller wurden, falls

ndtig, angepasst.

Das Zellpellet aus dem zweiten Rohrchen der PBMC Isolation wurde unter Sl
(Schutzstufe 1 gemdll Gentechnikgesetz) Bedingungen weiterverarbeitet. Zuerst wurden
alle Oberflichen und verwendete Gerdte mit Ethanol und RNase Away Spray
dekontaminiert. Daraufhin wurde ein Gemisch aus 10 pl B-Mercaptoethanol und RLT
Puffer hergestellt. Danach konnte durch Zugabe dieses Gemisches sowie Ethanol ein
Lysat hergestellt werden, welches auf eine spin column gegeben und zentrifugiert (15 sec
>8000 x g) wurde. Danach wurde die optionale on-column DNase digestion mit dem
RNase-free DNase Set vorgenommen. Diese erfolgte gemil dem Protokoll des
Herstellers. AnschlieBend wurde zunidchst RW1 Puffer auf die Membran gegeben und
zentrifugiert (30 sec > 8000 x g), dann RPE Puffer und wieder zentrifugiert (30 sec >
8000 x g). Die Zugabe von RPE Puffer wurde wiederholt und 2 min bei >8000 x g
zentrifugiert. Dann wurde die Membran in ein neues collection tube gegeben und fiir 1
min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, um die Membran zu trocknen.
Wihrenddessen wurde 60 pl RNase freies Wasser auf 58 °C erhitzt, wovon 30 pl auf die
Membran gegeben, fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und
anschlieBend zentrifugiert (1 min > 8000 x g) wurde. Diese Schritte wurden nochmals
wiederholt. Am Ende entstanden so 60 pl mit RNA angereichertes Wasser. Dieses wurde
umgehend gekiihlt und der RNA Gehalt mittels NanoDrop Spektralphotometer
gemessen. Zu diesem Zweck wurden 1 bis 2 pl des mit RNA angereicherten Wassers auf
das Spektralphotometer gegeben und mittels CCD (Charge-coupled device) Sensor
gemessen. Dabei wird die Absorption der Molekiile bei bestimmten Wellenldngen
untersucht. Nukleotide wie RNA, ssDNA (single-stranded deoxyribonucleic acid) und
dsDNA (double-stranded DNA) haben ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, weshalb
eine sorgfiltige Aufreinigung der Probe im Vorfeld von Néten ist (Spectrophotometers).
Um die Reinheit der RNA Probe zu bestimmen, wird das Verhéltnis der Absorption bei
260 und 280 nm (260/280 Ratio) bestimmt, welcher bei reiner RNA bei ~2,0 liegen sollte
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(Spectrophotometers). Wenn die Ratio deutlich darunter liegt, kann von einer

Verunreinigung durch andere Stoffe ausgegangen werden (Spectrophotometers).

Falls aufgrund einer geringen RNA Menge notig, wurde die Membran aus der RNA
Isolation nochmals mit weiteren 30 ul RNase freiem Wasser ausgewaschen, wodurch am
Ende 90 pl mit RNA angereichertes Wasser entstand. Nach der Messung wurde die
restliche RNA-haltige Fliissigkeit in ein Kryogefal} tiberfiihrt und bei — 80 °C eingefroren.
Nach wenigen Wochen wurde die gefrorene RNA ebenfalls in Stickstoff tiberfiihrt.

Dieses Bild kann aus urheberrechtlichen Griinden nicht gezeigt werden

Abbildung 3: Beispielhafte Darstellung der Bestimmung der Reinheit
Nukleotidsiuren mittels NanoDrop Software. Unterschiedliche Nukleotidsduren
zeigen charakteristische Kurvenverliufe (Im Bild wird exemplarisch dsDNA
gemessen).

Abbildung modifiziert aus (Spectrophotometers)

2.2.7 Durchflusszytometrie

2.2.7.1 Allgemeines Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie beruht einerseits auf der Messung der Streuung von Licht
durch die Zellen selbst und andererseits auf der Fluoreszenz von Antikérpern, mit denen
die Zellen markiert wurden. Zunichst werden die Zellen in einer Suspension von dem
Gerit aufgenommen. Innerhalb einer Flusskammer werden die Zellen zunichst von

einem Vorwirtsstreulicht, welches vorranging die Grof3e der Zelle detektiert, getroffen.
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Zudem werden sie von einem Seitwartsstreulicht, welches die Granularitit der Zellen
bestimmt, erfasst. Fiir eine genauere Unterscheidung erfolgt im Vorfeld eine Markierung
mit fluoreszierenden Antikorpern, die beispielsweise gegen CD (Cluster of
differentiation) Oberflichenmolekiile gerichtet sein konnen. Der Laserstrahl regt die
Antikorper zur Emission von Photonen an, die durch eine Linse gesammelt werden.
Mittels verschiedener Filter erfolgt die Auftrennung des Lichts, sodass die Detektoren die
Signale aufnehmen und in einer Mehrfarbenanalyse quantitativ auswerten konnen. Da es
zu Uberschneidungen der unterschiedlichen fluoreszierenden Signale kommt, muss vor
der eigentlichen Analyse der Proben eine sogenannte Kompensation durchgefiihrt
werden. Hierzu werden Kontrollproben hergestellt, die jeweils nur mit einem bestimmten
Antikorper-Fluorochrom-Komplex gefarbt sind. Damit kann sichtbar gemacht werden,
wie stark ein bestimmtes Fluoreszenzsignal in die anderen Kanile hineinstrahlt. Daraus
ergibt sich der Anteil von jedem registrierten Fluoreszenzsignal, der sich mit anderen
Signalen iiberschneidet und daher abgezogen werden muss. Zusitzlich kann das Signal
der einzelnen Kandle so verdndert werden, dass sich Zellen stirker beziiglich ihrer
Eigenschaften unterscheiden. Nach der erfolgreichen Kompensation erfolgt die

eigentliche Farbung der Zellen und die Analyse am Durchflusszytometer.

2.27.2  Ablauf der Durchflusszytometrie

Die intra- und extrazelluldre Féarbung fiir die Durchflusszytometrie erfolgte mittels eines
Protokolls aus dem Labor fiir Klinische Pharmakologie der LMU Miinchen. Zuerst
wurden die gefrorenen Zellen aufgetaut, auf eine 96-well Platte aufgetragen und
abzentrifugiert (5 min 400 x g). Daraufhin wurde ein sog. mastermix aus 10 pl Phosphate-
buffered saline (PBS), 1,5 ul von jedem extrazelluldren FACS Antikérpern (AK) und 0,1
ul Fixable Viablility Dye eFluor pro well erstellt. Als extrazelluldre Farbung wurden
Fluorochrom-gekoppelte Antikorper gegen CD3, CD4, CDS8, CD62L, CCR7, CD69, PD-
1, LAG-3, CTLA-4 (extrazelluldre Farbung) und TIM-3 verwendet. Pro well wurden
dann 40 pl PBS vorgelegt und 10 pl des mastermix hinzugegeben. Darauthin wurde die
Platte fiir 30 Minuten unter Lichtausschluss bei 4°C inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 400 x g, 20 °C, Acceleration und Decceleration Stufe 1) wurde
100 pl Fixationslosung (25 ml Konzentrat und 75 pl diluent pro well) pro well hinzugeben
und wieder fiir 30 Minuten unter Lichtausschluss bei 4 °C inkubiert und danach
zentrifugiert. Wiahrenddessen wurden 450 pl Puffer pro well aus Wash-Puffer X10 und
zweifach destilliertes Wasser (ddH>O) im Verhéltnis 1:10 hergestellt. Die wells wurden
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jeweils mit 100 pl dieses Puffers gewaschen und wiederrum zentrifugiert. Danach folgte
die intrazelluldre Féarbung (intrazelluldires CTLA-4 und FoxP3). Hierfiir wurde ein
mastermix aus 1,5 pl intrazellulirem Antikrperldsung und Pufferlosung hergestellt.
Daraufhin wurden 40 pl Puffer und 10 pul mastermix pro well hinzugegeben und die Platte
nach 30-miniitiger Inkubation im Kiihlschrank zweifach mit 150 pl Puffer gewaschen.

Jeder der oben aufgefiihrten Schritte wurde auch parallel ohne FACS-Antikorper an
einem Teil der Zellen durchgefiihrt, um ungeférbte Kontrollen fiir die spitere Auswertung
zu erhalten. Zuletzt wurde pro well ein Tropfen counting beads zugegeben und die Proben
im Anschluss am BD LSRFortessa analysiert. Zur Auswertung der Durchflusszytometrie

wurde die Flow Jo Software von BD Biosciences verwendet.

2.2.8 Auswertung der Ergebnisse

Zur statistischen Analyse und fiir die graphische Darstellung wurde mit Graphpad Prism
(GraphPad Software, Inc., CA, USA) und SPSS (IBM Corp., NY, USA) gearbeitet. Die
Uberlebenskurven wurden mittels der Kaplan-Meier Uberlebensanalyse erstellt. Ein
statistischer Vergleich der Kurven erfolgte mittels Log-rank Test und Gehan-Breslow-
Wilcoxon Test (GBW Test). Die Hazard Ratio (HR) wurde durch das Cox
Regressionsmodell mittels uni- und multivarianter Analyse bestimmt. Statistische

Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenpopulation

3.1.1 Klinische Daten

Im Zeitraum von April 2016 bis Oktober 2017 wurden insgesamt 28 konsekutive
Patienten eingeschlossen. Im Verlauf mussten drei Patienten ausgeschlossen werden, da
sie aufgrund von Unvertrdglichkeiten friihzeitig das Therapieregime wechselten, sowie
ein Patient, der wahrend der Therapie einen schweren systemischen Infekt entwickelte.
Zudem konnten drei weitere Patienten nicht weiterverfolgt werden, da sie noch vor der
zweiten Blutabnahme verstarben. In einem Fall war die Isolation der PBMC technisch
nicht erfolgreich. Insgesamt lagen somit vollstdndige Daten von 20 Patienten vor. Zwei
dieser Patienten zeigten bis Abschluss der Studie im Dezember 2019 keine
Krankheitsprogredienz, weshalb ihre Daten zum progressionsfreien Uberleben
(Progressionfree survival, PFS) und Gesamtiiberleben (Overall survival, OS) zensiert
wurden. Bei einem Patienten lagen nach Juni 2016 keine weiteren Daten vor, weshalb

sein PFS und OS ebenfalls zensiert wurde.

Nach Beriicksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien, der erfolgreichen Isolation der
PBMC sowie der Durchflusszytometrie (vgl. Abb. 4) konnten 20 Patienten
eingeschlossen werden. Die Patienten wurden von April 2016 bis Oktober 2017
eingeschlossen und bis Oktober 2019 nachverfolgt.
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Screening:

Patienten mit histologisch gesichertem, lokal
fortgeschrittenem oder metastasierten
Pankreaskarzinom

Ausschlusskriterien
n=28&

Verstorben vor zweiter
Blutentnahme
n=3

Wechsel der Therapie
wegen Unvertrdglichkeit
n=3

Infekt unter der Therapie
n=1

Erfolglose PBMC Isolation
n=1

Patienten von denen PBMC aus
zwei konsekutiven Blutproben
analysiert werden konnten
n=20

Abbildung 4: Darstellung der Einschluss- und Ausschlusskriterien.

Nach urspriinglicher Auswahl von 28 Patienten konnten unter Beriicksichtigung der
Ausschlusskriterien die konsekutiven Blutproben von 21 Patienten in die Analyse mit
einbezogen werden. Nachdem die Isolation von PBMC aus einer Probe nicht erfolgreich
war, konnten insgesamt 20 Patienten in die Analyse aufgenommen werden.



Tabelle 12: Darstellung der Verteilung klinischer Parameter im untersuchten

Patientenkollektiv
Parameter
Alter
Geschlecht maéannlich
weiblich
Stadien nach UICC I
II
111
v
ECOG 1
2
3
Lokalisation der Leber
Fernmetastasen Andere Lokalisation
Leber und andere
Lokalisation
Metastasierung synchron
metachron
Histologie des Karzinoms Adenokarzinom
gemischt neuroendokrin-
azinir
Chemotherapie FOLFIRINOX

Gem & nab-Pac
UICC: Union for International Cancer Control

Median oder n
(% oder Range)
61 (46-78)
13 (65%)

7 (35%)

0 (0%)

0 (0%)

2 (10%)

18 (90%)

19 (95%)

0 (0%)

1 (5%)

10 (50%)

3 (15%)

1 (5%)

9 (45%)
5 (25%)

19 (95%)
1 (5%)

17 (85%)
3 (15%)

ECOG: Performance-Status gemdf; der Eastern Cooperative Oncology Group

n: Anzahl

28
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Tabelle 13: Klinische Parameter der eingeschlossenen Patienten.

ID Alter* m/w CA19-9 [U/ml] CEA [ng/ml] Therapie bei Einschluss

2 47 m 183 2,3 FOLFIRINOX
3 74 W 101 1,2 FOLFIRINOX
4 52 W 1660 6,3 FOLFIRINOX
5 72 m 643 7,6 FOLFIRINOX
6 55 m 318 5,1 FOLFIRINOX
7 76 m <2,6 282 FOLFIRINOX
9 66 m 916 2,1 FOLFIRINOX
11 57 m 855 - FOLFIRINOX
13 78 m 7 10,4 Gemcitabin & nab-
Paclitaxel
14 55 m 8,6 2,9 FOLFIRINOX
15 55 m 614 9,8 FOLFIRINOX
16 60 W 283 2,0 FOLFIRINOX
17 52 m 524 47,3 FOLFIRINOX
18 70 w 371 12,7 Gemcitabin & nab-
Paclitaxel
20 68 m 1028 4,6 Gemcitabin & nab-
Paclitaxel
21 71 W 140 2,2 FOLFIRINOX
29 65 m 107 3,8 FOLFIRINOX
26 55 W 452 22,3 FOLFIRINOX
27 62 W 1435 - FOLFIRINOX
28 46 m >10000 6,1 FOLFIRINOX

*Bei Therapiebeginn

m/w: mdnnlich/weiblich

ID: Identifikationsnummer

Das mediane Alter der eingeschlossenen Patienten lag bei 61 Jahren (Range 46-78 Jahre).
Bei 14 von 20 Patienten (70%) lagen bei Therapiebeginn bereits Fernmetastasen vor (die
genaue Lokation ist der Tabelle 12 zu entnehmen). Der Performance-Status gemal} der
Eastern Cooperative Oncology Group (EGOC) der meisten Patienten war insgesamt sehr
gut mit einem Wert von 0-1, nur ein Patient wies einen ECOG von 3 auf. Die Mehrheit
der Patienten (n=17, 85%) erhielt eine Chemotherapie nach dem FOLFIRINOX Schema,
lediglich drei Patienten (15%) erhielten Gemcitabin & nab-Paclitaxel. Zu Therapiebeginn
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Tumormarker CA 19-9 (Carbohydrate
antigen 19-9) und CEA (Carcinoembryonales Antigen) abgenommen und im Verlauf

regelméBig kontrolliert.
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3.1.2 Progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben

Das progressionsfreie Uberleben (Progression-free survival, PFS) wurde definiert als der
Zeitpunkt zwischen der ersten Blutabnahme (die auch dem Beginn der Therapie
entspricht) und dem Nachweis einer Krankheitsprogression in einer Schnittbildgebung
(Computer- oder Magnetresonanztomographie) gemafl den RECIST-Kriterien (Response

evaluation criteria in solid tumors) (Eisenhauer 2009).

Tabelle 12: Ubersicht des progressionsfreien Uberlebens und des
Gesamtiiberlebens der einzelnen Patienten

Patientennummer Progressionsfreies Uberleben Gesamtiiberleben
[Monate] [Monate]
2 8 11
3 14 20
4 27 35
5 7 8
6 14 19
7 16 31
9 38%* 38%*
11 3 18
13 2 4
14 8 23
15 2 4
16 3 13
17 2 14*
18 6 15
20 8 14
21 3 8
22 11 11
26 26* 26*
27 13 16
28 4 4

* Daten zensiert
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Bei einer Gruppierung der OS Daten nach Chemotherapie-Regimen ergibt sich fiir
Patienten, die Gemcitabin & nab-Paclitaxel erhielten ein medianes progressionsfreies
Uberleben von 6 Monaten und in der FOLFIRINOX Gruppe ein PFS von 8 Monaten. Das

mediane progressionsfreie Uberleben der Gesamtgruppe lag bei 8 Monaten.

Das Gesamtiiberleben (Overall survival, OS) wurde definiert als der Zeitpunkt zwischen
der ersten Blutabnahme und dem Tod des Patienten. Fir Patienten, die Gemcitabin &
nab-Paclitaxel erhielten ergab sich ein medianes Gesamtiiberleben von 14 Monaten. In
der FOLFIRINOX Gruppe lag dieses bei 15 Monaten. Das mediane Gesamtiiberleben der

gesamten Patientengruppe lag bei 15 Monaten.

Progressionsfreies Uberleben Gesamtiiberleben
100 100
S 50 © 504
o o ]
0 T T T 1 0- I I I 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30

Progressionsfreies Uberleben in Monaten Gesamtiiberleben in Monaten

Abbildung 5: Darstellung des progressionsfreien Uberlebens sowie des
Gesamtiiberlebens des gesamten Patientenkollektivs

40
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3.2 Ergebnisse der Isolation von Ribonukleinsiure

Reinheit der RNA
RNA Gehalt in ng/pl gemaR 260/280 Ratio
150- 3-
100 2- -.3::“::
50- . 1 )
pis
0 See? 0

Abbildung 6: Darstellung der Menge und Reinheit der RNA, die aus den
PBMC gewonnen wurde. Links ist die isolierte RNA Menge in ng/ul angegeben
sowie der Median dargestellt. Auf der rechten Seite ist die Reinheit der RNA als
Absorptionsratio dargestellt. Eine Ratio von 2,0 entspricht dabei reiner RNA. Eine
Ration von kleiner oder groBer 2 lasst Riickschliisse auf eine Verunreinigung mit
Phenolen, Proteinen oder anderen Stoffen zu. Zudem ist in der Abbildung
ebenfalls der Median der 260/280 Absorptionsratio veranschaulicht.

Die Isolation der RNA wurde bis zum 23. Patienten durchgefiihrt und war bis auf eine
Probe (Patienten ID16, Probe Nr.1) erfolgreich. Es ergab sich im Median eine Menge von
13 ng/pul mit einigen wenigen Proben, die deutliche mehr RNA ergaben (siche Abb. 6,
linke Seite). Insgesamt wurden in der Regel 60 pl, selten 90 pl mit RNA angereichertes
Wasser hergestellt. Die Reinheit der RNA wurde mittels 260/280 Ratio bemessen und lag
im Median bei 1,99 (vergleiche Abbildung 6). Dies lésst auf eine hohe Reinheit schlielen
(Spectrophotometers).
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3.3  Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Eine erfolgreiche Durchflusszytometrie konnte an 20 Patientenproben durchgefiihrt
werden. Bei jeweils zwei Proben pro Patienten ergaben sich somit insgesamt 40
untersuchte Proben. Die aus der PBMC Isolation gewonnen Zellen wurden mit
Antikorpern gegen CD3, CD4, CDS, CCR7, CD62L, CD69, CTLA-4, FoxP3, LAG-3,
PD-1 und TIM-3 gefirbt.

CD3" T-Zellen

CD4" T-Zellen CD8" T-Zellen

e Regulatorische T- e Regulatorische T-
Zellen (FoxP3) Zellen (FoxP3)

e CCR7 e CCR7

e Aktivierungsmarker e Aktivierungsmarker
(CD62L, CD69) (CD62L, CD69)

e Immuncheckpoints e Immuncheckpoints
(CTLA-4, PD-1, LAG- (CTLA-4, PD-1, LAG-
3, TIM-3) 3, TIM-3)

Abbildung 7: Methodik der Auswertung der Durchflusszytometrie. Ausgehend von
CD3" T-Zellen wurden CD4" und CD8" T-Zellen bestimmt. Auf diesen wurden jeweils
die Expression verschiedener T-Zellmarker untersucht.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels FlowJo Software. Dabei wurde zunichst
die Gesamtzahl der CD3" T-Zellen ermittelt und von diesen ausgehend die Zahl der CD4*
und CD8" T-Zellen. Jeweils auf CD4" und CD8" T-Zellen wurde darauthin die
Expression der T-Zellmarker untersucht (vgl. Abb. 7).
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3.3.1 Berechnung und Ubersicht der Expression von T-Zellmarkern

Zunichst sollte die Expression der Marker veranschaulicht werden. Dazu wurde der
Anteil an T-Zellen, die einen Marker exprimierten, ermittelt und in Bezug zu der
Gesamtzahl der CD4" und CD8"* T-Zellen dargestellt. Somit konnte die Vergleichbarkeit
unter den Gruppen erhoht und Schwankungen in den Zellzahlen ausgeglichen werden.

Dazu wurde folgende Kalkulation verwendet:

Berechnung der Expression:

CD4 oder CD8 positive Zellen
Zellzahl CD3

x100 = Expression 1 CD4 o.CD8 in Prozent

Markerpositive Zellen
Zellzahl CD4 oder CD8

x100 = Expression 1 des Markers in Prozent

Berechnung der Verinderung zwischen Zeitpunkt 1 (vor Chemotherapie) und
Zeitpunkt 2 (unter Chemotherapie):
Expression Zeitpunkt 2 — Expression Zeitpunkt 1

= Verdnderung der Expression in Prozent

Die Analyse der PBMC ergab im Median 133 x 10° CD3" T-Zellen zu Therapiebeginn
und 202 x 103 nach 30 Tagen. Ebenfalls veranderte sich die Anzahl von CD4" und CD8*
T-Zellen sowie deren Expression in Prozent auf CD3"* T-Zellen. Auffallend ist hierbei die
Verdnderung im Anteil von CD4" T-Zellen von 56% zu Therapiebeginn auf 66% nach 30
Tagen (vgl. Tab. 13).

Tabelle 13: Zellzahl und Expression von CD3", CD4" und CD8"* T-Zellen

Zellzahl* zu  Anteil CD4" bzw. Zellzahl* nach = Anteil CD4" bzw.
Therapiebeginn  CD8" an CD3* 30 Tagen in n x CD8" an CD3"*

innx10° Therapiebeginn 103 nach 30 Tagen
CD3* 133 202
CD4* 78 56 % 132 66%
CD8* 28 24 % 37 26%

* Angaben im Median
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Tabelle 14: Verinderung in der Expression verschiedener T-Zellmarker.
Darstellung der Anzahl sowie des Prozentsatzes an Patienten, die eine Zu- bzw.
Abnahme oder keine Verdnderung der Expression eines bestimmten Markers zeigten

T- Zellmarker Zunahme n (%) Abnahme oder keine
Verinderung n (%)
CD3*/CD4* 12 (60%) 8 (40%)
CD3*/CD8* 5 (25%) 15 (75%)
CD4'/CCR7 10 (50%) 10 (50%)
CD4"/CD62L 9 (45%) 11 (55%)
CD4'/CD69 9 (45%) 11 (55%)
CD4"/CTLA-4 10 (50%) 10 (50%)
CD4"/FoxP3 6 (30%) 14 (70%)
CD4"/LAG-3 3 (15%) 17 (85%)
CD4"/PD-1 8 (40%) 12 (60%)
CD4"/TIM-3 10 (50%) 10 (50%)
CD8'/CCR7 7 (35%) 13 (65%)
CDS8*/CD62L 12 (60%) 8 (40%)
CDS8'/CD69 12 (60%) 8 (40%)
CD8"/CTLA-4 13 (65%) 7 (35%)
CD8*/FoxP3 8 (40%) 12 (60%)
CDS8'/LAG-3 6 (30%) 14 (70%)
CD8'/PD-1 8 (40%) 12 (60%)
CDS8'/TIM-3 9 (45%) 11 (55%)

Tabelle 14 stellte die Verdnderung in der Expression eines Markers dar. Zumeist zeigte
circa die Hélfte der Patienten eine Zu- beziehungsweise Abnahme der Expression.
Ausnahmen sind unter anderem CD3"/CD8*, CD4'/FoxP3, CD4'/LAG-3 sowie
CDS8*/LAG-3. Um die Verdnderung in der Expression von CD4 und CDS8 auf CD3" T-
Zellen sowie die Expression der T-Zellmarker auf CD4" und CD8" T-Zellen darzustellen,
wurden zur weiteren Veranschaulichung Wasserfalldiagramme erstellt (vgl. Tabelle 16).
Diese zeigen fiir jeden Patienten die Verdnderung in Prozent, gemdB3 der zuvor
beschriebenen Formel, an. Somit kann flir jeden einzelnen Patienten die
Expressionsidnderung unter Therapie beurteilt werden. Auf diese soll im Folgenden
eingegangen werden. Fiir eine bessere Ubersicht wird im Folgenden zwischen CD4" /
CD8" Ratio, FoxP3 als Marker fiir regulatorische T-Zellen, CCR7, T-Zell

Aktivierungsmarkern sowie Immuncheckpoints unterschieden.
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3.3.2 CD4"/CDS8" Ratio

Verinderung der CD4*/CD8" Ratio

CD4*/CD8* Ratio
1

-2 rrrrrrrrrrr1rrrrrnrri
NO DR 070 & B ORIV
Patienten-ID

Hl Verinderung der Ratio

Abbildung 8: Darstellung der Verinderung der CD4*/ CD8" Ratio

Patienten-ID: Identifikationsnummer

Die Untersuchung ergab, dass die meisten Patienten (n=12, 65%) im Verlauf eine
Zunahme der CD4"/ CD8" Ratio zeigten. Dies bedeutet eine Verschiebung der Ratio hin
zu CD4" T-Zellen.
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3.3.3 Regulatorische T-Zellen

Veranderung der regulatorischen T-Zellen Veranderung der regulatorischen T-Zellen

50- (CD4*'FoxP3") - (CD8*IFoxP3*)
E s “|I
N 04 — mmmill N 0 -
g In" R b
1 i i e o e e 1 e o o
A M) AHDHE WO A AoV W OB B>
Patienten-ID

Patienten-ID

Bl Verinderung in der Expression Bl \erinderung in der Expression

Abbildung 9: Darstellung der Verinderung des Expression regulatorischer T-Zellen auf
CD4" und CD8" T-Zellen

Bei der Analyse der Verdnderungen von regulatorischen CD4* bezichungsweise CD8" T-

Zellen kam es bei den meisten Patienten zu eher diskreten Verdnderungen. Nur wenige

Patienten zeigen eine deutliche Zu- oder Abnahme (vgl. Abb. 9).
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3.3.4 Chemokinrezeptor 7

Der Chemokinrezeptor CCR7 spielt eine wichtige Rolle fiir die T-Zell-Migration
Richtung Lymphknoten. Dort kommt es zu einer antigenspezifischen Aktivierung der T-
Zellen. Insgesamt kam es bei CCR7 im Laufe der ersten 30 Tage bei vielen Patienten zu
deutlichen Verdnderungen (vgl. Abb. 10). Insbesondere Patient 14 zeigte eine deutliche
Abnahme der CCR7 Expression sowohl auf CD4" als auch CD8" T-Zellen (vgl. Abb. 10).

Chemokinrezeptor 7 Chemokinrezeptor 7
50 (CD4+ICCR7+) 50— (CD8+ICCR7+)
T t
R R
o o
o o
'50_IIIIIIIIIIIIIIIIIII '50_IIIIIIIIIIIIIIIIIII
NV S GARBANME AhIDD Mo © WD TnGNBDE & B 5 GAD S A
Patienten-ID Patienten-ID
Em V\erinderung in der Expression Em Verinderung in der Expression

Abbildung 10: Darstellung der Verinderung des Expression des Chemokinrezeptors 7 auf
CD4" und CD8" T-Zellen

Patienten-ID: Identifikationsnummer
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3.3.5 Aktivierungsmarker

Die Verdnderung in der Expression der beiden Aktivierungsmarker CD62L (eine T-

Zellaktivierung geht in der Regel mit einer Abnahme der CD62L-Epxression einher) und

CD69 (eine T-Zellaktivierung geht in der Regel mit einer Zunahme der CD69-Expression

einher) zeigte kein klares Muster: Die Expression von CD62L zeigte auf CD4" T-Zellen

sowohl deutliche Zu- als auch Abnahmen (teils mehr als 20%). CD69 zeigte wiederrum

eher dezente Verdnderungen in der Expression im Laufe der Chemotherapie (vgl. Abb.

11).

Verianderung der CD62L Expression
50- auf CD4" T-Zellen
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Patienten-ID
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Verénderung der CD69 Expression
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Veranderung der CD62L Expression
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Abbildung 11. Darstellung der Verinderung der Expression der Aktivierungsmarker CD62L
und CD69 auf CD4" und CD8" T-Zellen

Patienten-ID: Identifikationsnummer
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3.3.6 Immuncheckpoints

Im Folgenden soll auf die Immuncheckpoints CTLA-4, LAG-3, PD-1 und TIM-3

eingegangen werden.

Veranderung der CTLA-4 Expression Veranderung der CTLA-4 Expression
auf CD4" T-Zellen 50 auf CD8" T-Zellen
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Bl \Verinderung in der Expression mm Verinderung in der Expression
Veranderung der LAG-3 Expression Veranderung der LAG-3 Expression
50- auf CD4" T-Zellen 50— auf CD8" T-Zellen
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Abbildung 12: Darstellung der Expression von CTLA-4 und LAG-3 auf CD4" und
CD8" T-Zellen.

Patienten-ID: Identifikationsnummer

Die Expression von CTLA-4 variierte teils deutlich zwischen der Abnahme vor
Therapiebeginn und wihrend der Therapie. Insbesondere die Zunahmen der Expression
auf CD8" T-Zellen war teilweise stark ausgepragt (vgl. Abb. 12). Bei der Betrachtung

von LAG-3 fillt auf, dass sich die Expression meist nicht deutlich oder gar nicht
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verdnderte, sondern hdufig lediglich im einstelligen Prozentbereich variierte (vgl.
Abb.12).

Veranderung der PD-1 Expression Veranderung der PD-1 Expression

50 auf CD4" T-Zellen 50 auf CD8" T-Zellen
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Abbildung 13: Darstellung der Expression von PD-1 und TIM-3 auf CD4" und
CD8" T-Zellen.

Die Verdanderung der Expression von PD-1 war sowohl auf CD4" als auch auf CD8" T-
Zellen teils sehr ausgepragt. Patient 4 und 22 zeigten beispielsweise sowohl auf CD4" als
auch auf CD8" T-Zellen eine deutliche Abnahme der PD-1 Expression im Verlauf der
Therapie (vgl. Abb. 13). Fiir die Expression von TIM-3 war nur bei wenigen Patienten
eine Abnahme nachweisbar, in der Mehrzahl der Patienten war eine unverinderte oder

gering zunehmende Expression nachweisbar (vgl. Abb. 13).
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3.4 Klinische Prognosefaktoren

Zunichst stellte sich die Frage, ob in unserer Kohorte klinischen Parameter mit dem
progressionsfreien Uberleben (Progressionfree survival, PFS, Tabelle 15) oder dem
Gesamtiiberleben (Overall survival, OS, Tabelle 16) der Patienten korrelieren. Zu diesem
Zweck wurde eine Cox Regressionsanalyse durchgefiihrt. In diese Analyse wurde das
Alter der Patienten bei Erstdiagnose, Geschlecht, CA 19-9- und der CEA Wert bei Beginn
der Chemotherapie, Tumorstadium (lokal-fortgeschritten versus metastasiert bei
Einschluss) und das verwendete Chemotherapieregime einbezogen. Wie an der Hazard
Ratio (HR) und dem p-Werts abzulesen, war fiir die genannten Faktoren keine statistisch

signifikante Korrelation in unserem Kollektiv nachzuweisen.

Tabelle 15: Darstellung des Einflusses klinischer Groflen auf das progressionsfreie
Uberleben (PFS)

Variable 95% Konfidenzintervall
fiir HR*
p-Wert HR* unteres oberes
Alter 0,999 1,000 0,950 1,052
Geschlecht 0,464 1,447 0,538 3,893
CA 19-9 0,587 1,000 0,999 1,001
CEA 0,675 0,998 0,991 1,006
Metastasierung bei Einschluss 0,890 0,932 0,347 2,503
Chemotherapie: 0,185 0,411 0,110 1,529
FOLFIRINOX vs.
Gem/nab Pac
*Hazard Ratio

Tabelle 16: Darstellung des Einflusses klinischer Groflen auf das Gesamtiiberleben
(08)

Variable 95% Konfidenzintervall
fiir HR*

p-Wert HR¥* unteres oberes
Alter 0,704 1,010 0,958 1,066
Geschlecht 0,610 1,297 0,477 3,527
CA 19-9 0,654 1,000 0,999 1,001
CEA 0,528 0,997 0,990 1,005
Metastasiert bei Einschluss 0,555 0,738 0,270 2,019
Chemotherapie: 0,150 0,370 0,095 1,435
FOLFIRINOX

vs. Gem nab Pac
*Hazard Ratio
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3.5 Korrelation von Prognose und dynamischer Expression der

untersuchten T-Zellmarker

Im Abschnitt 3.3 wurde gezeigt, dass manche Patienten eine deutliche
Expressionszunahme bestimmter T-Zellmarker im Verlauf der Chemotherapie zeigten,
andere jedoch keine Verdnderung oder gar eine Abnahme in der Expression. Daher stellte
sich die Frage, ob diese Dynamik der Marker mit der Prognose des einzelnen Patienten
korreliert. In der vorliegenden Arbeit sind Patienten, die FOLFIRINOX und Gem/nab-
Pac erhalten haben gemeinsam analysiert worden. Im Vorfeld war eine Analyse getrennt
nach Chemotherapie-Regimen erfolgt, die zeigte, dass die Unterteilung keinen

ausschlaggebenden Effekt auf die Ergebnisse hatte.

Fiir die Uberlebensanalyse hinsichtlich progressionsfreiem- und Gesamtiiberleben
wurden Kaplan-Meier Kurven erstellt sowie eine uni- und multivariante Analyse mittels
Cox Regression durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt.
Die erste Gruppe besteht aus Patienten dar, die eine Zunahme des gewaihlten T-
Zellmarkers zeigten. In der zweiten Gruppe zeigten die Patienten entweder eine

Expressionsabnahme oder keine Verdnderung.

Der folgende Abschnitt beschrinkt sich auf die CD4" / CD8" Ratio, regulatorische
(FoxP3") T-Zellen sowie die Expression der Immuncheckpoints CTLA-4, PD-1 und
TIM-3. Die Marker CCR7, CD62L, CD69 und LAG-3 zeigten keinen Trend in der
Uberlebensanalyse. Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich beim p-Wert jeweils

um eine Ermittlung mittels Log-rank Test.
3.5.1 CD4 und CDS8 positive T-Zellen

Es wurde untersucht, ob die Verdnderung des Verhiltnisses von CD4" zu CD8" T-Zellen
(die sogenannte CD4" / CD8" Ratio) mit dem progressionsfreien Uberleben (PFS) oder
dem Gesamtiiberleben (OS) korreliert. Es zeigte sich keine Assoziation zwischen einer

Alteration der CD4" / CD8* Ratio und der Prognose der Patienten (vgl. Abb. 14).
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Abbildung 14: Zunahme der Ratio zwischen CD4" und CD8" T-Zellen im
peripheren Blut unter Chemotherapie und Prognose der Patienten

Die Cox Regression-Uberlebensanalyse ergab ebenfalls keine Hinweise auf einen

Zusammenhang der Verdnderung der CD4* / CD8" Ratio mit der Prognose der Patienten
(Tabelle 17).

Tabelle 17: univariante Cox Regression, Einfluss der CD4 und CD8 Expression
sowie die CD4* / CD8" Ratio auf das PFS und das OS

Korrelation mit dem 95% Konfidenzintervall
PFS fiir HR*
p-Wert HR* unteres oberes
CD4*/ CD8* Ratio 0,225 2,023 0,648 6,319

Korrelation mit dem OS

CD4"/ CD8" Ratio 0,352 1,716 0,551

5,346
*Hazard Ratio
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3.5.2 FoxP3 positive regulatorische T-Zellen und T-Zell

Aktivierungsmarker

Im Folgenden wird auf die Zu- und Abnahme der FoxP3 positiven, regulatorischer T-

Zellen eingegangen.

Progressionsfreies Uberleben
CD4" regulatorische T-Zellen

1004
S ]
Q J
N .
O 50
o ]
0 ] I 1 I 1
0 10 20 30 40
Progressionsfreies Uberleben in Monaten
—— Treg Zunahme
-+- Treg Abnahme oder keine Verinderung
Gesamtiiberleben
. CD4" regulatorische T-Zellen
100
] -
] L
- ] -y
c ] e
[ 7 [y
N - 1
S 504
o ] i
] ol
: — ___
] s T
0 I 1 ) 1
0 10 20 30 40

Gesamtiiberleben in Monaten
—— Treg Zunahme

-k

Treg Abnahme oder keine Verinderung

Prozent

Prozent

Progressionsfreies Uberleben

CD8" regulatorische T-Zellen
100

50

0 T T T 1
0 10 20 30 40
Progressionsfreies Uberleben in Monaten
—— Treg Zunahme

-k

Treg Abnahme oder keine Veranderung

Gesamtiiberleben
CD8" regulatorische T-Zellen

100

[2]
o

R R NN
-l

o
-
o

40
Gesamtiiberleben in Monaten
—— Treg Zunahme

-k

Treg Abnahme oder keine Verinderung

Abbildung 15: Zunahme von regulatorischen T-Zellen (FoxP3*) im peripheren
Blut unter Chemotherapie und Prognose.

Das progressionsfreie Uberleben von Patienten, die eine Zunahme an regulatorischen T-

Zellen zeigten, war kiirzer als das von Patienten, die keine Zunahme zeigten. Das

progressionsfreie Uberleben betrug in dieser Gruppe im Median nur 2,5 Monate

wohingegen die Patienten ohne Zunahme im Median 9,5 Monate keine Progression der

Erkrankung zeigten (vgl. Abb. 15). Der Log-rank Test ergab kein signifikantes Ergebnis
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(p=0,263), bei Betrachtung des p-Werts im Gehan-Breslow-Wilcoxon Test (GBW Test)
war der Unterschied jedoch signifikant (p=0,042). Die Verwendung dieses Tests ist in
diesem Zusammenhang moglicherweise sinnvoll, da er im Gegensatz zum Log-rank Test
insbesondere frithe Ereignisse stirker gewichtet. Dadurch bekommen Patienten mit
einem besonders schlechten PFS mehr Gewicht als solche mit durchschnittlichem PFS.
Bei der Betrachtung des Gesamtiiberlebens fiel dieser Zusammenhang deutlich geringer
aus (medianes OS bei Zunahme: 14,5 Monate, bei Abnahme oder keiner Verdnderung:
15,5 Monate, p=0,787). Die Analyse der Verdnderung von CD8" Tregs ergab keinen

Hinweis auf eine Korrelation mit der Prognose der Patienten.

Tabelle 18: univariante Cox Regression. Einfluss der Zunahme von 7Tregs auf das
progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben

Korrelation mit dem PFS 95% Konfidenzintervall fiir HR*

p-Wert HR* unteres oberes

CD4" Tregs 0,295 1,759 0,612 5,057

CDS8" Tregs 0,660 0,791 0,279 2,244
Korrelation mit dem OS

CD4" Tregs 0,792 1,168 0,369 3,694

CDS8" Tregs 0,375 0,600 0,194 1,856

*Hazard Ratio

Tregs: regulatorische T-Zellen

In der Cox Regression war kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer
Zunahme von CD4" oder CD8" regulatorischen T-Zellen und der Prognose der Patienten
nachzuweisen. Die bereits in der Kaplan Meier Kurve aufgefallene Tendenz zu einem
schlechteren PFS bei Zunahme der CD4" Tregs bestitigte sich auch in der Cox
Regression (HR=1,759, 95% CI 0,612-5,057) (vgl. Tab. 18).

Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen einer Zunahme der Expression des
Chemokinrezeptors 7, sowie der Aktivierungsmarker CD62L und CD69 und dem
progressionsfreien beziehungsweise Gesamtiiberleben untersucht. Hierbei zeigte sich
kein Hinweis auf eine prognostische Korrelation der Veranderung der CCR7, CD62L

oder CD69 Expression mit der Prognose der Patienten.
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3.5.3 Immuncheckpoints

3.5.3.1 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

Bei der Betrachtung der Expression von CTLA-4 auf CD4" und CD8" T-Zellen ergab

sich kein Hinweis auf eine Korrelation zwischen der Verdnderung der Expression von
CTLA-4 und der Prognose der Patienten.
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Abbildung 16: Analyse der Zunahme der CTLA-4 Expression auf CD4* oder CD8"*
T-Zellen und der Prognose
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3.5.3.2 Programmed cell death protein 1

Sowohl fiir eine Zunahme der CD4"/PD1" T-Zellen als auch fiir eine Zunahme der
CD8*/PD1" T-Zellen zeigte sich eine Assoziation mit einem besonders kurzen
progressionsfreien Uberleben (Median 3,5 Monate versus 9,5 Monate) (vgl. Abb. 17).
Dieser Zusammenhang war statistisch nicht signifikant (p-Wert=0,981 (Log-rank) in der

Analyse von CD4" T-Zellen und p=0,902 bei CD8" T-Zellen, GBW ebenso nicht
statistisch signifikant).
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Abbildung 17: Analyse der Zunahme der PD-1 Expression auf CD4" und CD8"*
T-Zellen im peripheren Blut unter Chemotherapie

Eine besonders deutliche Tendenz zu einem kiirzeren Gesamtiiberleben zeigte sich bei

Zunahme der CD8*/PD-1" T-Zellen. Das Gesamtiiberleben betrug in dieser Gruppe
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lediglich 8 Monate, wohingegen es in der Gruppe der Abnahme beziehungsweise keiner
Veridnderung bei 18 Monaten lag. Diese Tendenz zu einer schlechteren Prognose war im
Gehan-Breslow-Wilcoxon Test signifikant mit einem p-Wert 0,042. Der Log-rank Test
hingegen ergab kein signifikantes Ergebnis mit einem p-Wert 0,625. Auch hier ist, wie
bereits zu FoxP3 erldutert, die Verwendung des GBW Tests moglicherweise sinnvoll, da
er insbesondere schlechtes Uberleben stiirker bewertet. Auch die Zunahme von CD4/PD-
1" T-Zellen war mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert. Dieses betrug in dieser
Gruppe im Median lediglich 10,5 Monate versus 16 Monate in der Vergleichsgruppe, die

keine Zunahme zeigte. Dieser Trend war statistisch nicht signifikant.

In der Cox Regression zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der Dynamik

der Expression von PD-1 und der Prognose der Patienten.

3.5.3.3 T-cell immunoglobin and mucin-domain containing-3

Die Zunahme der Expression von CD8"/TIM-3" T-Zellen zeigte eine statistisch
signifikante Korrelation zu einem schlechteren progressionsfreien Uberleben (p=0,026)
und Gesamtiiberleben (p=0,011). Das progressionsfreie Uberleben betrug in der Gruppe
der Zunahme lediglich 6 Monate (versus 14 Monate ohne Zunahme) und das
Gesamtiiberleben 13 Monate (versus 20 Monate ohne Zunahme). Wenn auch nicht so
deutlich, zeigte sich dieser Trend auch bei der Betrachtung der CD4"/TIM-3" T-Zellen.
Hier betrug das progressionsfreie Uberleben 6,5 Monate in der Gruppe der Zunahme
(versus 11 Monate ohne Zunahme der CD8"/TIM-3" Expression) (p=0,331). Das
Gesamtiiberleben war ebenfalls kiirzer in der Gruppe der Zunahme mit 13,5 Monaten
versus 20 Monaten ohne Zunahme der Expression (p=0,240). Die Analyse mittels Cox
Regression ergab ebenfalls einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen
Prognose und einer Zunahme der TIM-3 Expression auf CD8" T-Zellen. Dieser war
sowohl fiir das progressionsfreie als auch fiir das Gesamtiiberleben nachweisbar (HR:
3,16, p=0,043 bezichungsweise HR: 4,98, p=0,023). Fiir die CD4"/TIM-3" Expression
war auch in der Cox Regression keine statistisch signifikante Korrelation zur Prognose

der Patienten nachweisbar.
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Abbildung 18: Analyse der Zunahme der Expression von TIM-3 auf CD4" und
CD8* T-Zellen und Prognose
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Tabelle 19: univariante Cox Regression. Korrelation der Zunahme von CTLA-4,

PD-1 und TIM-3 nach CD4" oder CD8" T-Zellen mit der Prognose.

CDh4*

CD8"

CDh4*

CD8"

CTLA-4
PD-1
TIM-3
CTLA-4
PD-1
TIM-3

CTLA-4
PD-1
TIM-3
CTLA-4
PD-1
TIM-3

*Hazard Ratio

Korrelation mit dem 95% Konfidenzintervall fiir HR

PFS
p-Wert

0,652
0,981
0,357
0,870
0,907
0,043

Korrelation mit dem

oS

p-Wert
0,691
0,898
0,359
0,858
0,632
0,023

HR*

0,807
0,988
1,564
1,086
1,062
3,163

HR*
0,821
0,936
1,598
1,096
1,282
4,984

unteres

0,318
0,366
0,604
0,404
0,390
1,035

oberes

2,049
2,669
4,054
2,916
2,891
9,663

95% Konfidenzintervall fiir HR

unteres

0,310
0,339
0,586
0,399
0,464
1,245

oberes
2,174
2,580
4,358
3,010
3,545
19,958
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4. Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen des ersten Teils dieser Arbeit wurde zunichst die Aufreinigung und
Asservierung von PBMC von Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
etabliert. Dies bildete die Grundlage um die dynamische Veridnderung verschiedener T-
Zellpopulationen und T-Zellmarker unter einer palliativen Chemotherapie untersuchen
zu konnen. Zudem wurde fiir tiefergehende Analysen die Isolation von RNA aus PBMC
etabliert. In einem zweiten Schritt wurden dann von 28 Patienten PBMC direkt vor
Einleitung der palliativen Chemotherapie isoliert und bei -80°C fiir die folgenden
Analysen archiviert. Eine zweite Blutentnahme mit nachfolgender PBMC und RNA-
Isolation wurde 30 Tage nach Einleitung der palliativen Chemotherapie vorgenommen.
Im dritten Schritt wurden die PBMC von 20 Patienten, die alle Ein- und
Ausschlusskriterien erfiillten, mittels Fluoreszenz-gekoppelter Antikdrper und
Durchflusszytometrie auf unterschiedliche T-Zellsubpopulationen sowie die Expression
verschiedener T-Zellmarker auf CD4* und CD8" T-Zellen untersucht. Den letzten Schritt
bildete die Korrelation der durchflusszytometrischen Messungen mit dem Uberleben der
Patienten. Im Folgenden sollen die gewonnenen Ergebnisse diskutiert und im Vergleich

mit aktuellen Forschungsergebnissen betrachtet werden.

4.1 Die Isolation von mononukleiaren Zellen des peripheren

Blutes und Ribonukleinsiure

Schlussendlich konnten von den urspriinglich 28 Patienten 20 Patienten eingeschlossen
werden. Die Isolation von PBMC aus Vollblutproben der Patienten erfolgte unter der
Verwendung des Protokolls aus dem Labor fiir experimentelle Leukdmie- und
Lymphomforschung. Im Anschluss an die Isolation wurden die Proben bei — 80°C unter
Verwendung eines DMSO/FBS Gemischs eingefroren. Die Proben konnte nach mehreren
Monaten erfolgreich aufgetaut und durchflusszytometrisch untersucht werden. Somit
konnte die Kryoasservierung von PBMC von Patienten mit PDAC etabliert und das

Projekt verwirklicht werden.

Bei der Isolation von RNA stellte insbesondere die Reinhaltung der Probe eine
Herausforderung dar. Die Ergebnisse der RNA Isolation sowie die Reinheit der Proben

sprechen dafiir, dass in den Proben nur geringe Verunreinigungen vorhanden sind. Die
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Menge der isolierten RNA variierte teilweise deutlich. Diese ist vermutlich hauptsichlich

durch Unterschiede in der PBMC Menge zu erklédren.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierte RNA soll im Verlauf eines
weiterflihrenden Projekts mittels RNA Sequenzierung untersucht werden. Dies konnte
ein noch deutlich differenzierteres Bild der immunologischen Verdnderungen unter

Chemotherapie bei Patienten mit PDAC ermdglichen (Papalexi 2018).

4.2 Einordnung und klinische Signifikanz der

Patientencharakteristika

Fir die im Rahmen der Studie untersuchten Patienten ergab sich ein medianes
progressionsfreies Uberleben von 8 Monaten (Gemcitabin & nab-Paclitaxel: 6 Monate,
FOLFIRINOX: 8 Monate). Das mediane Gesamtiiberleben lag bei 15 Monaten
(Gemcitabin & nab-Paclitaxel: 14 Monate, FOLFIRINOX: 15 Monate). Vergleicht man
diese Ergebnisse mit der Literatur so ldsst sich feststellen, dass sowohl das
progressionsfreie Uberleben als auch das Gesamtiiberleben etwas ldnger als in
vergleichbaren Studien war. Beispielsweise beschreiben von Hoff et. al. in der
Zulassungsstudie fiir Gemcitabin & nab-Paclitaxel ein medianes PFS von 5,5 Monaten
und ein medianes Gesamtiiberleben von 8,5 Monaten (Von Hoff 2013). Conroy et al.
beobachteten fiir FOLFIRINOX ein medianes PFS von 6,4 Monaten und ein medianes
OS von 11,1 Monaten (Conroy 2011) (Tabelle 21). Dieser Unterschied im PFS und OS
lasst sich moglicherweise dadurch erkldren, dass sowohl Conroy et al. als auch von Hoff
et al. nur Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom untersuchten, wohingegen in

der vorliegenden Arbeit auch lokal fortgeschrittene Tumore beriicksichtigt wurden.
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Tabelle 20: Darstellung der Ergebnisse verschiedener Kklinischer Studien zur
Behandlung von Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom

Publikation n Untersuchte PFS OS
Therapieregime
(Conroy 2011) 342 FOLFIRINOX 6,4 Monate 11,1 Monate
Gemcitabin 3,3 Monate 6,4 Monate
(Von Hoff 861 Gemcitabin nab- 5,5 Monate 8,5 Monate
2013) Paclitaxel
Gemcitabin 3,7 Monate 6,7 Monate

N = Anzahl der untersuchten Personen
PFS = progression-free survival
OS = overall survival

Das mediane Alter der Patienten in dieser Studie lag bei 61 Jahren und war damit
vergleichbar zu den Patientenkohorten, welche von Hoff et al. und Conroy et al.
untersuchten (Conroy 2011, Von Hoff 2013). Insgesamt liegt das durchschnittliche
Erkrankungsalter von Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom deutlich hoher.
Ein moglicher Grund fiir das verhéltnisméaBig junge Alter unserer Kohorte ist sicherlich
in den Auswahlkriterien zu suchen (Therapie mit FOLFOIRINOX oder Gemcitabin &
nab-Paclitaxel). Diese intensiven Therapieregime werden analog zu den
Einschlusskriterien der jeweiligen Phase I1I-Studie vor allem bei jlingeren Patienten in
gutem bis sehr gutem Allgemeinzustand angewendet (Conroy 2011, Robert-Koch-Institut
2016).

In der Literatur sowie der klinischen Anwendung sind eine Vielzahl an klinischen
Prognosefaktoren etabliert worden (vgl. Tab. 20). In der vorliegenden Arbeit konnte kein
statistisch ~ signifikanter Zusammenhang zwischen den untersuchten klinischen
Parametern und der Prognose der Patienten festgestellt werden, was vermutlich auch auf

die limitierte Patientenzahl zuriickgefiihrt werden kann.
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Tabelle 21: Darstellung der Ergebnisse verschiedener Studien zum Einfluss
klinischer Parameter auf die Prognose von Patienten mit Adenokarzinom des
Pankreas

Publikation n  Endpunkt Behandlung Signifikante negative

Prognose-faktoren
(Morizane 409 oS Gemcitabin-haltige = Lebermetastasen, erhohtes
2011) Chemotherapie CA19-9, erhohtes CEA
(Kurihara 182 - Gemcitabin-haltige Performance-Status
2015) Chemotherapie (ECOG), Tumorstadium
(Huang 727 oS Gem-basiert, Performance-Status
2019) FOLFIRINOX, 5- (ECOG), Tumorstadium

FU+X, Gem mono,
5-FU mono

(Chang 111 oS Gemcitabin-haltige Performance-Status
2019) Chemotherapie (ECOG), Vorhandensein

von Fernmetastasen

N =Anzahl der untersuchten Personen

OS = overall survival

Obwohl das seit circa 1980 verwendete CA19-9 nicht Diagnostik eines
Pankreaskarzinoms geeignet ist, gilt es als wichtiger Parameter in der Beurteilung des
Therapieansprechens und der Prognose von Patienten mit PDAC (Duffy 2010, Steinberg
1990). Es gibt eine starke Evidenz, dass insbesondere die Kinetik des CA 19-9 Werts im
Verlauf der Chemotherapie einen guten Hinweis auf Therapieansprechen und Prognose
der Patienten darstellt (Haas 2010). Im Falle von CEA konnten groBle retrospektive
Studien einen Zusammenhang zwischen einem schlechteren OS und einem CEA Wert >
5 ng/ml nachweisen (Imaoka 2016, Meng 2017). In dieser Arbeit konnte zwar kein
Zusammenhang zwischen einem schlechteren PFS und OS und erhéhtem CA 19-9 oder
CEA vor Therapiebeginn festgestellt werden, dies kann jedoch insbesondere durch die

kleinere Patientenzahl bedingt sein.
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4.3 Veranderungen in der Expression von T-Zellmarkern

Zum jetzigen Zeitpunkt konnte keine prognoseverbessernden Kombinationstherapien aus
Chemotherapie und immuntherapeutischen Ansdtzen fiir Patienten mit PDAC
identifiziert werden. Beispielsweise konnten aktuelle Daten aus einer Phase I Studie mit
Gemcitabin und Ipilimumab (humaner monoklonaler CTLA-4 Antikorper) an Patienten
mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom keinen Vorteil der Kombinationstherapie im
Vergleich zur Gemcitabin Monotherapie belegen (Kamath 2019). Daher ist es essentiell
in weitere Daten beziiglich der Verdnderung des Funktionsstatus von T-Zellen unter einer

Chemotherapie zu sammeln.

In unserer Arbeit konnten Verdnderungen in der Expression von T-Zellmarkern im
Verlauf der Therapie festgestellt werden. Wéhrend kleinere Verdnderungen durchaus
durch normale Variationen oder Messungenauigkeiten bedingt sein konnen, sind
deutliche Zu- oder Abnahmen vermutlich Hinweise auf Verdnderungen im
immunologischen Status des Patienten. Zum jetzigen Zeitpunkt existieren nur wenige
Daten zur dynamischen Verdnderung unterschiedlicher T-Zellsubpopulationen oder der
Expression von T-Zellmarken unter einer palliativen Chemotherapie bei Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom. Ein Beispiel ist die Abnahme von regulatorischen
T-Zellen im peripheren Blut unter einer Therapie mit Gemcitabin bei Patienten mit

fortgeschrittenem Pankreaskarzinom (Homma 2014).

In unserer Studie zeigten sich teils deutliche Verdnderungen der regulatorischen T-Zellen,
CCRT7" T-Zellen sowie der Expression von T-Zell Aktivierungsmarker (CD62L) sowie
der Immuncheckpoints (CTLA-4 und PD-1). Im Vergleich der unterschiedlichen Marker
war in verschiedenen Korrelationsanalysen keine klare Korrelation zwischen der
Expressionsdnderung verschiedener Marker erkennbar. In der Regel sind auf CD8"
Effektor T-Zellen mehrere inhibitorische Marker, wie TIM-3, LAG-3, PD-1 oder CTLA-
4 exprimiert (Baitsch 2012). Eine gerichtete Zu- oder Abnahme dieser Marker wiirde fiir
einen immunologischen Effekt der Chemotherapie sprechen. Dies war aber in unserer
Studie nicht nachzuweisen. Zudem bleibt unklar, inwiefern sich die erwdahnten Marker
ohne Chemotherapie im natiirlichen Verlauf der Erkrankung verédndern wiirden. Letztlich
war aufgrund der Patientenzahl in unserer Pilotstudie eine Analyse der simultanen

Expressionsidnderung mehrerer T-Zellmarker nur eingeschriankt moglich.
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4.4 Prognostische Signifikanz der Verinderungen in T-
Zellsubpopulationen, T-Zellaktivierungsmarkern sowie

Immuncheckpoints

44.1 CD4"/CDS8" Ratio

Als wichtiger Faktor in der Immunologie gilt die Balance zwischen CD4" und CD8" T-
Zellen, fiir welche seit langem bei vielen Malignitéten eine Korrelation mit der Prognose
identifiziert worden ist (Hernberg 1996, Tao 2016). Dennoch gibt es zum jetzigen
Zeitpunkt nur wenige Daten beziiglich der CD4* / CD8" Ratio bei Patienten mit PDAC.
In der Studie von Yang et al. konnte gezeigt werden, dass eine CD4" / CD8" Ratio > 1,8
im peripheren Blut von Patienten mit fortgeschrittenem PDAC vor Therapiebeginn ein
negativ prognostischer Faktor ist (Yang 2017). Beziiglich des cut-offs fiir eine ,,normale*
CD4" / CD8" Ratio bei gesunden Personen besteht jedoch Uneinigkeit. In der Regel
gelten Werte >2,0 als pathologisch. In unserer Studie war eine erhohte CD4"/ CD8" Ratio
nicht signifikant mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Bei anderen Tumorentitdten
wie beispielsweise dem metastasiertem malignen Melanom konnte eine Verédnderung der
CD4" / CD8" Ratio unter Chemotherapie aufgezeigt werden (Muhonen 1994). Bisher
fehlen unseres Wissens nach Studien beziiglich der prognostischen Relevanz einer
Verdnderung der CD4" / CD8" Ratio im peripheren Blut unter einer palliativen

Chemotherapie bei Patienten mit PDAC.

4.4.2 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen nehmen eine wichtige Funktion in der Immunevasion maligner
Tumorerkrankungen ein. Entsprechend konnte fiir verschiedene Tumorerkrankungen
eine Korrelation zwischen schlechter Prognose und einer Zunahme regulatorischer T-
Zellen (Tregs) im peripheren Blut gezeigt werden. Auch fiir das Pankreaskarzinom
existieren hier bereits Daten: Beispielsweise konnten Lui et al zeigen, dass eine Abnahme
der zirkulierenden Tregs bei Patienten mit PDAC unter einer Gemcitabin-basierter
Chemotherapie mit einem besseren Gesamtiiberleben korreliert (Liu 2017). Des Weiteren
stellten Yamamoto et al. dar, dass Patienten zum Zeitpunkt des Rezidivs eines PDAC
nach Resektion deutlich erhohte zirkulierende CD4"/Treg Level zeigten, als unmittelbar

nach Resektion (Yamamoto 2012). Ikemoto et al. stellten bei der Untersuchung von Tregs
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im peripheren Blut bei Patienten mit PDAC eine Assoziation mit einem hoheren TNM
Stadium fest (Ikemoto 2006). Beziiglich der Verdnderung der 7Tregs unter Chemotherapie
konnten Roselli et al. an Patienten mit kolorektalem Karzinom eine Assoziation zwischen
einer Zunahme der 7regs und einem verkiirzten OS nachweisen (p-Wert: 0,036) (Roselli

2016).

Des Weiteren gab es mehrere Untersuchungen der 7regs im Tumorgewebe (Santos 2017).
Wartenberg et al. fanden einen Zusammenhang zwischen peritumoralem und
intratumoralem 7regs und fortgeschrittenen Tumorstadien (vendser oder lymphatischer
Invasion, N1-Status) (Wartenberg 2015). Interessanter Weise konnten Diana et al im
Gegensatz dazu bei einer dhnlichen Untersuchung von Pankreasresektaten keinen
Zusammenhang zwischen OS oder PFS und der Anzahl an Tregs im Tumor oder der

peritumoralen Umgebung nachweisen (Diana 2016).

Im Rahmen unserer Analyse konnte ein Trend zu einem schlechteren PFS bei Zunahme
der Tregs im peripheren Blut unter Chemotherapie nachgewiesen werden (vergleiche
Abschnitt 3.6.2), welcher jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. Insgesamt liegen

zu dieser Thematik bislang nur wenige Daten vor.

In einer vergleichbaren Studie von Homma et al. wurde die Verdnderung in der
Expression regulatorischer T-Zellen nach 2 Wochen einer Gemcitabin-haltigen
Chemotherapie untersucht (Homma 2014). Aufgrund des Unterschieds im Zeitintervall

ist der direkte Vergleich zur vorliegenden Arbeit nur sehr eingeschriankt moglich.

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass es eine deutliche Evidenz dafiir gibt, dass
eine erhohte Anzahl an 7Tregs im peripheren Blut einen negativen Préadiktor fiir die
Prognose der Patienten darstellt. Unsere Daten deuten darauf hin, dass hier
moglicherweise auch die Zunahme unter Chemotherapie ein negativer Prognosefaktor fiir
Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom sein konnte. Das Monitoring dieser
Verdnderungen konnte ein hilfreicher Marker zur Abschitzungen der Prognose sein und

sollte in weiteren Studien untersucht werden (Yamamoto 2012).
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4.4.3 Chemokinrezeptor 7

Die Rolle von CCR7 bei PDAC ist Gegenstand von mehreren wissenschaftlichen
Untersuchungen. Diese zeigten bisher eine Bedeutung von CCR?7 fiir Tumorprogression
und Metastasierung (vgl. Abschnitt 1.2.2.2) und eine erhohte CCR7 Expression im
Gewebe von Pankreasresektaten konnte mit einem schlechteren OS assoziiert werden
(Nakata 2008, Zhao 2011, Zu 2019). Eine Untersuchung der Dynamik der CCR7
Expression auf PBMC bei Patienten mit PDAC im Verlauf der Chemotherapie wurde
unseres Wissens nach noch nicht durchgefiihrt. In der vorliegenden Arbeit konnte CCR7
als nicht relevant fiir die Abschétzung der Prognose von Patienten mit PDAC identifiziert

werden.

4.4.4 Aktivierungsmarker

CD62L und CD69 sind Indikatoren fiir den Aktivierungsstatus der T-Zelle (vgl. Abschnitt
1.2.2.3). Eine T-Zellaktivierung kann beispielsweise durch einen immunogenen Zelltod
von Tumorzellen ausgeldst werden (Opzoomer 2019). Ein solcher immunogener Zelltod
wurde  beispielsweise  fir  die  Behandlung mit  Oxaliplatin-haltigen
Chemotherapieregimen beschrieben (Limagne 2019). Eine vermehrte CD62L oder CD69
Expression ist hdufig bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankung zu

beobachten und geht mit einer schlechten Prognose einher (vgl. Abschnitt 1.2.2.3).

CD62L spielt eine wichtige Rolle in der Entstchung von Fernmetastasen bei
verschiedenen Tumorentititen, wie dem hepatozelluliren Karzinom oder dem

Pankreaskarzinom (Borsig 2018, Hiuselmann 2014, Jin 2020, St Hill 2011).

Grage-Griebenow et al. zeigten, dass die Expression von CD69 auf Effektor T-Zellen
weitere T-Zell Proliferation hemmt (Grage-Griebenow 2014). Zudem konnten diese
Gruppe nachweisen, dass Patienten mit PDAC im Tumorgewebe erhohte CD4"/CD69 T-
Zell Level aufweisen, was mit einem hdheren Tumorgrading assoziiert ist (Grage-
Griebenow 2014). Doch fehlen bisher Daten beziiglich einer prognostischen Aussage von
der Expression von CD69 auf PBMC bei Patienten mit PDAC. Am Beispiel des
hepatozelluldren Karzinoms konnte eine Assoziation zwischen CD4"/CD69" Expression

und einem erhohten Tumorstadium gefunden werden (Zhu 2011).
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Zusammenfassend gibt es deutliche Hinweise auf eine Assoziation von erhdhter CD69
und CD62L Expression und einer schlechteren Prognose von Patienten mit PDAC. In
unserer Arbeit konnte jedoch keine Korrelation zwischen der Expression von CD62L und
CD69 auf CD4" oder CD8" Z-Zellen im peripheren Blut sowie der Prognose der Patienten
hergestellt werden. Weshalb dies in unserer Studie ausblieb, ist noch unklar.
Gegebenenfalls war die Zahl an Probanden nicht ausreichend, um einen Effekt

darzustellen.

4.4.5 Immuncheckpoints

CTLA-4 gehort zu den am besten untersuchten T-Zellmarkern und die Blockade von
CTLA-4 mittels monoklonaler Antikorper hat bei einigen Tumorentititen zu
beeindruckenden Ergebnissen gefiihrt. Diese Verbesserung der Prognose der Patienten
konnte jedoch bei Patienten mit PDAC nicht nachgewiesen werden (Kunk 2016). Daher
stellt sich die Frage welche Rolle CTLA-4 bei PDAC einnimmt. Unser Ziel war es,
herauszufinden, ob eine Zunahme der CTLA-4 Expression auf CD4* und CD8" T-Zellen
im Verlauf der Chemotherapie einen Hinweis auf die Prognose der Patienten liefern kann.
Da CTLA-4 einen der prominentesten T-Zellmarkern darstellt, gibt es hierzu etliche

Studien, von denen einzelne im Folgenden ndher dargestellt werden sollen:

Farren et al. untersuchten die Expression von CTLA-4 auf PBMC vor Beginn einer
systemischen Chemotherapie bei Patienten mit metastasiertem PDAC (Farren 2016). Sie
konnten zeigen, dass eine erhohte Expression von CTLA-4 auf CD8* PBMC vor
Therapiebeginn mit einem schlechteren OS assoziiert war (Farren 2016). Daher ist es
wichtig auch die Rolle von CTLA-4 in der Entstehung des Tumormicroenvironments von
PDAC zu verstehen. Untersuchungen des Tumorgewebes zeigen, dass die Expression von
Immuncheckpoints wie CTLA-4 und PD-1 maBigeblich zur Immunevasion des PDAC
beitrdgt (Connor 2017). Zusétzlich konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass bei
PDAC die Blockade von CTLA-4 die Infiltration des Tumorgewebes mit CD4" T-Zellen
starken kann (Bengsch 2017). Dies liefert Hinweise auf die komplexe Bedeutung von
CTLA" T-Zellen in dem Prozess des Tumorprogresses und unterstreicht die Bedeutung
von weiterfilhrenden Untersuchungen. Diese konnten helfen Patientengruppen zu

identifizieren, die von einer CTLA-4 Blockade profitieren wiirden.
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Im Gegensatz zu den zuvor genannten Studien konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit
keine Korrelation zwischen einer Zunahme der CTLA-4 Expression auf CD4* oder CD8*
T-Zellen im peripheren Blut und der Prognose der Patienten hergestellt werden. Aufgrund
des Unterschieds im Beobachtungszeitraum ist ein direkter Vergleich der Studien jedoch

wahrscheinlich nur eingeschrankt moglich.

In dhnlicher Weise wie bei CTLA-4 hat auch die Blockade von PD-1 mittels Antikdrpern
die Therapie vieler Tumorentititen verbessert und hervorragende Ergebnisse erbracht.
Dieser Effekt bleibt jedoch bei Patienten mit PDAC aus (Kunk 2016). Daher ist es
essentiell die Rolle von PD-1 bei PDAC zu verstehen. In unserer Analyse ergaben sich
Hinweise darauf, dass die Zunahme der PD-1 Expression in Verlauf der Chemotherapie
mit einer schlechteren Prognose fiir die Patienten assoziiert ist. Besonders deutlich zeigte
sich dieser Effekt bei der Untersuchung des OS bei Patienten, die eine Zunahme der PD-
1 Expression auf CD8" T-Zellen zeigten. Dieser Effekt war im Gehan-Breslow-Wilcoxon
Test signifikant, mittels Log-rank Test jedoch nicht. Da aufgrund der kleinen
Patientenzahl eine Interpretation der Ergebnisse ohnehin nur mit Vorbehalten moglich
ist, dient der Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test durch eine verdnderte Wichtung zugunsten
von frithen Todesfillen dazu den Trend zu verstirken (Hazra 2017). Zusammenfassend
kann man postulieren, dass sich in der vorliegenden Arbeit ein Trend zu einer
schlechteren Prognose bei einer Zunahme der PD-1 Expression innerhalb der ersten 30
Tage einer systemischen Therapie mit Gem nab-pac oder FOLFIRINOX auf PBMC
andeutet. Da PD-1, wie auch CTLA-4, zu den bedeutendsten und am besten untersuchten
T-Zellmarker gehort, sollen im Folgenden einige Studien, die die PD-1 Expression bei

Patienten mit PDAC untersuchen, dargestellt werden:

Bei der Analyse der Expression von PD-1 auf zirkulierenden CD8" T-Zellen haben Shen
et al. eine Korrelation mit einer hohen Expression und hoherem Tumorstadium gefunden
(Shen 2017). Interessanter Weise konnten Farren et al. im Gegensatz dazu bei der
Untersuchung einer Korrelation zwischen der Expression von PD-1 auf PBMC bei

Patienten mit PDAC keinen Trend feststellen (Farren 2016).

Shen et al. untersuchten zusitzlich zu PD-1 auf PBMC auch PD-1 auf Tumor-
infiltrierenden Leukozyten (Santos) und fanden hier ebenfalls eine Assoziation zwischen
einem schlechteren Outcome und einer erhdhten PD-1 Expression (Shen 2017). Die

Betrachtung der TIL ist interessant, da es (beispielsweise bei Patienten mit malignem
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Melanom) Hinweise darauf gibt, dass die PD-1 Expression auf CD8" PBMC mit der PD-
1 Expression auf TIL korrelieren konnte und somit auf weniger invasive Weise Einblicke
in den Immunstatus des Tumors geben konnte (Gros 2016). Eine Analyse dieses
Zusammenhangs bei Patienten mit PDAC steht unseres Wissens nach zu diesem

Zeitpunkt noch aus.

Zusammenfassend kann man sagen, dass beziiglich der Korrelation der PD-1 Expression
auf T-Zellen und der Prognose von Patienten mit PDAC teils widerspriichliche Daten
existieren. Dies deutet auf die sehr komplexen Zusammenhdnge in der
Tumorimmunologie des PDAC hin und verdeutlicht nochmals die groBe Notwenigkeit

weiterfliihrender grofler, kontrollierter Studien.

Im Gegensatz zu PD-1 und CTLA-4 gehoren TIM-3 und LAG-3 zu den ,,neueren*
Immuncheckpoints. Insbesondere TIM-3 gilt als interessanter immunologischer
Angriffspunkt in zukiinftigen immunmodulatorischen Tumortherapien (Du 2017).
Insbesondere in diesem Hinblick sind die folgenden Ergebnisse beziiglich TIM-3 von

Bedeutung:

In der vorliegenden Arbeit ergab die Analyse von TIM-3 auf CD4" T-Zellen einen Trend
in Richtung einer ungiinstigen Prognose bei Zunahme der CD4"/TIM-3" T-Zellen. Bei
der Analyse von CD8/TIM-3 zeigte sich eine Korrelation zwischen der Zunahme der
Expression und einem kiirzeren OS und PFS, welche im Log-rank Test signifikant war.
Dies zeigte sich sowohl in den Kaplan-Meier Kurven als auch in der univarianten Cox
Regression. Somit konnte gemal unseren Ergebnissen eine Zunahme der CD8"/TIM-3

Expression als negativ prognostischer Marker gewertet werden.

Im Vergleich mit der Literatur fand sich interessanter Weise, dass Farren et al. bei einer
Analyse der TIM-3 Expression auf PBMC bei Patienten mit PDAC einen positiven
Zusammenhang zwischen einem besseren OS und einer verstirkten TIM-3 Expression
feststellten (Farren 2016). Im Gegensatz dazu untersuchten Peng et al. die Expression von
TIM-3 auf PDAC Tumorgewebe und kamen zu dem Schluss, dass eine verstérkte

Expression mit einer schlechteren Prognose korreliert (Peng 2017).

Aufgrund der zuvor dargestellten, teils widerspriichlichen Datenlage zu TIM-3 bei PDAC

ist es schwer die prognostische Bedeutung dieses Immuncheckpoints einzuschitzen und
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es bleibt abzuwarten, ob eine TIM-3 Blockade anti-Tumor Aktivitdt verstirken kann
(Farren 2016). Dementsprechend bleiben beziiglich der Relevanz von TIM-3 bei
Tumorimmunitit und auch seiner Rolle als Angriffspunkt fiir zukiinftige Therapien einige
Fragen offen. Es bleiben weitere Untersuchungen beziiglich der TIM-3 Expression, seiner

prognostischen Bedeutung und dem Effekt einer TIM-3 Blockade abzuwarten.

Obwohl LAG-3 auch als interessanter Angriffspunkt in der Tumortherapie gehandelt
wird, konnte in der vorliegenden Arbeit kein Hinweis auf eine Korrelation der LAG-3
Expression auf CD4* oder CD8" T-Zellen im peripheren Blut und der Prognose Patienten
mit PDAC gefunden werden. Aktuell werden Studien mit PD-1/LAG-3 Antikérpern zur
Therapie solider Tumoren geplant (Cebada 2020). Studien zum Thema LAG-3
Expression auf PBMC bei Patienten mit PDAC wurden unseres Wissens nach bisher nicht

publiziert.

4.4.6 Ausblick auf mogliche Kombinationen von immunmodulatorischen

Antikorpern und etablierten Chemotherapieregimen

Wie bereits im Abschnitt 4.3 dargestellt, konnten in der vorliegenden Arbeit keine
spezifischen Verdnderungen in der Expression der untersuchten T-Zellmarker im Verlauf
der Chemotherapie festgestellt werden. Somit lieB sich keine eindeutige
Immunaktivierung durch die Gabe von Gemcitabin nab-Paclitaxel oder FOLFIRINOX
nachweisen. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich jedoch Trends zwischen einer
Zunahme der regulatorischen T-Zellen sowie PD-1" und TIM-3" T-Zellen im peripheren
Blut und einer schlechteren Prognose der Patienten mit PDAC. Im Hinblick darauf ergibt
sich die Frage, ob bei diesen Patienten gegebenenfalls die Kombination einer
immunmodulatorischen Therapie sowie etablierten Chemotherapieregimen einen
vielversprechenden Ansatz darstellen konnte. Es bleibt zu hoffen, dass Studien, wie die
vorliegende Arbeit, tiefere Einblicke in die Dynamik der Tumorimmunologie des PDAC
liefern konnen. Zukiinftig konnten sich somit Moglichkeiten ergeben Patienten zu
identifizieren, die von einer zusétzlichen immunmodulatorischen Therapie profitieren

konnten.
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5. Zusammenfassung der Arbeit

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) gehort zu den hiufigen Neoplasien
des  Gastrointestinaltrakts und stellt trotz der Verwendung aggressiver
Chemotherapieregime deutschlandweit den Tumor mit der hochsten Mortalitét dar. Zu
den therapeutischen Moglichkeiten bei fortgeschrittenem PDAC gehdren Gemcitabin &
nab-Paclitaxel oder das FOLFIRINOX Schema (Folsdure, Fluorouracil, Irinotecan,
Oxaliplatin). Trotz beeindruckender Ergebnisse bei anderen Tumorentititen waren
bisherige klinische Studien mit Checkpoint-Inhibitoren flir Patienten mit
fortgeschrittenem Adenokarzinom des Pankreas nicht erfolgreich. Sowohl fiir
Gemcitabin, Oxaliplatin als auch Fluorouracil konnten immunologische Effekte
nachgewiesen werden, die iiber den sogenannten ,,immunogenen Zelltod” die
Immunogenitit des Tumors erhdhen konnen und deren Auswirkungen bei Patienten mit

Pankreaskarzinom bisher noch unzureichend untersucht sind.

Ziel unserer Arbeit war es, den Einfluss der genannten Chemotherapieregime auf
regulatorische T-Zellen, T-Zell Aktivierungsmarker und Immuncheckpoint-Molekiile zu
untersuchen und damit der Frage nachzugehen, wie die Chemotherapeutika und das
Immunsystem interagieren. Zundchst wurden PBMC und RNA aus Vollblut von
Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem PDAC vor Beginn und nach
30 Tagen der Chemotherapie mit Gemcitabin & nab-Paclitaxel oder FOLFIRINOX
isoliert. Letztlich konnten zwei konsekutive Proben von 20 Patienten gesammelt und
ausgewertet werden. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Expression von CD3, CD4,
CDS8, der Aktivierungsmarker CD62L und CD69, von CCR7, FoxP3 (regulatorische T-
Zellen) und Immuncheckpoints (CTLA-4, LAG-3, PD-1 und TIM-3) auf den PBMC

gemessen.

Eine besonders deutliche Verdnderung iiber die 30 Tage zeigten die regulatorischen T-
Zellen (FOXP3*), CCR7, der T-Zell Aktivierungsmarker CD62L sowie die
Immuncheckpoints CTLA-4 und PD-1. Ein klares Muster flir die Zu- oder Abnahme
unterschiedlicher Marker lieB3 sich jedoch nicht erkennen. Daher lieB sich keine klare
Aussage iiber die Immunogenitdt der genannten Chemotherapeutika bei Patienten mit

PDAC ableiten.
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Zudem wurde der Frage nachgegangen, ob die Zunahme eines bestimmten Markers auf
CD4" oder CD8" T-Zellen mit der klinischen Prognose der Patienten korreliert. Fiir die
Abschitzung der Prognose wurde das progressionsfreie Uberleben (PFS) und das
Gesamtiiberleben (OS) verwendet. Es wurden Kaplan-Meier Uberlebenskurven erstellt
sowie eine uni- und multivariante Regressionsanalyse durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich

die folgenden Ergebnisse:

Es konnte ein Trend zu einem schlechteren PFS bei Zunahme der CD4" Tregs
nachgewiesen werden. Zudem ergaben sich Hinweise darauf, dass die Zunahme der PD-
1 Expression in Verlauf der Chemotherapie mit einer schlechteren Prognose der Patienten
assoziiert ist. Besonders deutlich présentierte sich diese Korrelation bei der Untersuchung
des OS bei Patienten, die eine Zunahme der PD-1 Expression auf CD8" T-Zellen zeigten.
Des Weiteren lieferte die Analyse von TIM-3 einen Trend in Richtung einer schlechteren
Prognose bei Zunahme der CD4*/TIM-3* T-Zellen. Bei der Analyse von CD8"/TIM-3
zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Zunahme der Expression
und einem kiirzeren OS und PFS. Somit kdnnte eine Zunahme der Tregs, sowie der PD-
1 oder TIM-3 Expression einen Indikator fiir eine ungiinstige Prognose darstellen. Fiir die
restlichen untersuchten Marker ergaben sich keine Trends zwischen der Prognose der
Patienten und der Zu- oder Abnahme der Expression der Marker im Verlauf der

Chemotherapie.

Zusammenfassend bietet die vorliegende Arbeit weiterfithrende Einblicke in
immunologische Verdnderungen bei Patienten mit PDAC unter einer Therapie mit
Gemcitabin & nab-Paclitaxel oder FOLFIRINOX. Zur Ergénzung dieser Arbeit ist eine
Analyse der gewonnen RNA mittels RNA Sequenzierung geplant, welche noch

detailliertere Einblicke in die Immunologie von Patienten mit PDAC ermdglichen wird.
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