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Abkürzungsverzeichnis 

 

BRCA1 breast cancer 1 

BRCA2 breast cancer 2 

CA-19.9 Carbohydrat-Antigen 19-9 

CDD Cytidindesaminase 

CDDL lange Isoform der Cytidindesaminase 

CDDS kurze Isoform der Cytidindesaminase 

CDKN2A cyclin dependent kinase inhibitor 2A (auch bekannt als p16-INK4A) 

CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

DFS disease free survival (krankheitsfreies Überleben) 

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

DPC4 deleted in pancreatic cancer-4 (auch bekannt als SMAD4) 

EC Endometriumkarzinom 

EGFR epidermal growth factor receptor (epidermaler Wachstumsfaktor-

Rezeptor)  

FFPE Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe 

FOLFIRINOX Chemotherapie-Regime bestehend aus 5-Fluorouracil, Leukovorin, 
Oxaliplatin, Irinotecan 

GNAS guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating activity 
polypeptide 

HR hazard ratio 

HRD Defizienz der homologen Rekombination 

ICI Immuncheckpoint-Inhibitoren 

IPMN intraduktale papillär-muzinöse Neoplasie  

KRAS Kirsten rat sarcoma virus 

KRK kolorektales Karzinom 

LPS Lipopolysaccharid 

LPS-IHC Lipopolysaccharid-Immunhistochemie 

MAPK Mitogen aktivierte Protein Kinase 

MLH1 MutL Homolog 1 

MMR-D missmatch repair deficency (Basenfehlpaarungsreparatur) 

MSH2 MutS Homolog 2 

MSH6 MutS Homolog 6 

MSI Mikrosatelliteninstabilität 

Nab-
Paclitaxel 

Nanopartikel-Albumin-gebundenes Paclitaxel 
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OS overall survival (Gesamtüberleben) 

PALB2 partner and localizer of BRCA2 

PanIN pankreatische intraepitheliale Neoplasien 

PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase 

PARPi Poly-ADP-Ribose-Polymerase-Inhibitoren 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PDAC duktales Adenokarzinom des Pankreas 

PD1 programmed cell death protein 1 

PDL1 programmed cell death 1 ligand 1 

PFS progression free survival (Progressionsfreies Überleben) 

PMS2 mismatch repair endonuclease PMS2 

Pol ε DNA-Polymerase ε 

POLE katalytische Untereinheit der DNA-Polymerase ε  

RNF43 ring finger protein 43 

SMAD4 mothers against decapentaplegic homolog 4 

TMA tissue microarray 

TP53 Protein p53 

WNT wingless and Int-1 

95% CI 95% Konfidenz-Intervall 
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Beitrag zu den Veröffentlichungen 

Beitrag zur Publikation I 

Mein Beitrag zur Publikation I bestand aus der Organisation, Durchführung und 

Auswertung des Großteils der molekularpathologischen Analysen. Dabei habe ich 

Tumor-DNA mittels dem QIAamp DNA FFPE mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

unter mikroskopischer Kontrolle aus ungefärbten Schnittpräparaten tumortragender 

Paraffinblöcke extrahiert. Diese wurde anschließend in eine PCR-basierte 

Sequenzierungsreaktion eingesetzt, in deren Rahmen mittels der am Institut etablierten 

Pyrosequenzierung die Exone 9 und 13 von mir auf das Vorhandensein einer Mutation 

hin überprüft wurden.  

Zur Validierung der Sequenzierung habe ich vor der Untersuchung der Patientenkohorte 

eine Kontrollgruppe aus 37 Endometriumkarzinom-Fällen aus dem Archiv des 

Pathologischen Instituts (s. Supplemental Table 1, [1]) erstellt und untersucht, da diese 

verglichen mit anderen Entitäten sehr häufig pathogenetische Alterationen im POLE-

Gen aufweisen [2, 3].  

Dabei konnte ich in vier Fällen eine Mutation im Exon 9 des POLE-Gens nachweisen (s. 

Figure 1A, [1]). Da sich jedoch keine Mutation im Exon 13 detektieren ließ, habe ich in 

Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Jörg Kumbrink, Pathologisches Institut, ein DNA-

Fragment, das für die Exon 13-Mutation kodiert, mittels site-directed-Mutagenese-PCR 

erzeugt [4]. Die so erzeugte Mutation konnte anschließend ebenfalls mittels 

Pyrosequenzierung bestätigt werden (s. Figure 1C, [1]). 

In der von uns untersuchten Kohorte von 115 Pankreaskarzinompatienten bestehend 

aus 60 Patienten der AIO-PK0104 Studie [5] und 55 Patienten einer translationalen 

Studienkohorte [6] fanden sich keine Hotspot-Mutationen im POLE-Gen [1].  

Um die klinische Bedeutung einer POLE-Mutation im Pankreaskarzinom besser zu 

verstehen, habe ich anschließend  mittels der Internet-Datenbank cBioportal.org [7, 8] 

die Häufigkeit von POLE-Mutationen in den verfügbaren Datensätzen von 741 

Pankreaskarzinomen untersucht und hinsichtlich der Auswirkungen auf das Überleben 

analysiert (s. Supplemental Table 2, Supplemental Figure 3, [1]).  

Für die abschließende Publikation habe ich in Abstimmung mit PD Dr. Steffen Ormanns 

und Prof. Dr. rer. nat. Andreas Jung die Abbildungen und Tabellen erstellt (s. Figure 1 

und Table 1 [1]). 
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Beitrag zur Publikation II 

Mein Beitrag zur Publikation II bestand aus der Organisation und Auswertung der 

immunhistochemischen Färbungen, der Durchführung der statistischen Berechnungen 

und der Erstellung der Abbildungen und Tabellen für die Publikation.  

In einem ersten Schritt wurde der immunhistochemische Nachweis von bakteriellem 

Lipopolysaccharid (LPS) etabliert. Hierfür habe ich Proben normaler 

Dickdarmschleimhaut, die typischerweise reichlich LPS-positive gramnegative Keime 

enthält [9], aus dem Archiv des Pathologischen Institutes entnommen und als 

Positivkontrollen verwendet (s. Supplemental Figure S1, [10]). Anschließend wurde die 

Färbung an den Tumorproben der AIO-PK0104-Studie [5] und einer weiteren Kohorte 

von Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom [6], die von PD Dr. Steffen 

Ormanns und mir in Form eines tissue microarray (TMA, n=133) aufgearbeitet worden 

waren, durchgeführt und von mir ausgewertet. Hierbei zeigte sich in einer ersten 

explorativen Analyse, dass der Nachweis von LPS im Tumorgewebe mit schlechtem 

Gesamtüberleben (OS) der Patienten nach Beginn der palliativen Chemotherapie 

assoziiert war, sodass ich weitere, überwiegend in Form von Biopsien vorliegende 

Tumorproben beider Kohorten, die nicht bereits als TMA aufgearbeitet waren, in die 

Analyse einbezog. Nach mikroskopischer Auswertung dieser Färbungen (n=110), führte 

ich statistische Berechnungen mittels des Analyseprogrammes SPSS (Version 26.0.0.1, 

IBM, Ehningen, Deutschland) durch. Dabei konnte ich den initial beobachteten negativen 

prognostischen Effekt des Nachweises von LPS bestätigen. In der getrennten Analyse 

der verschieden behandelten Untergruppen (Gemcitabin-basierte palliative 

Chemotherapie vs. nicht-Gemcitabin-basierte palliative Chemotherapie) ergab sich nur 

ein negativer Effekt auf das OS und das progressionsfreie Überleben (PFS) in der 

Untergruppe der Gemcitabin-basiert therapierten Patienten (s. Figure 2 ,Table 2 und 

Table 3 [10]). In einer multivariaten Analyse (Cox-Regressionsanalyse) zeigte sich, dass 

der Effekt unabhängig von anderen für das OS und PFS wichtigen Einflussfaktoren, wie 

bspw. Tumordifferenzierung und Patientenalter ist (s. Table 3, [10]).  

Folglich scheinen mittels einer LPS-Immunhistochemie (LPS-IHC) detektierte 

gramnegative Bakterien in Übereinstimmung mit existierenden präklinischen Modellen 

eine entscheidende Rolle in der Therapieresistenz des fortgeschrittenen 

Pankreaskarzinoms zu spielen [11].  

Im Rahmen der Revision des zur Publikation eingereichten Manuskriptes, wies ich 

anhand der Daten der AIO-PK0104-Studie nach, dass LPS-Positivität auch biochemisch, 

anhand der Messung des Serum-CA19.9-Verlaufs unter Therapie [12], mit schlechterem 

Therapieansprechen in Gemcitabin-basiert therapierten Patienten assoziiert ist (s. Table 

4, [10]). Zudem zeigte ich ergänzend, dass der verwendete immunhistochemische 

Nachweis von LPS im TMA im Vergleich zum Flächenschnitt repräsentativ für den 

Gesamttumor ist und sich die einzelnen Tumorlokalisationen (Primärtumor oder 

Metastase) nicht signifikant hinsichtlich ihrer LPS-Positivität unterscheiden (s. 

Supplemental Table S3, Supplemental Table S5, Supplemental Table S6 und 

Supplemental Figure S2, [10]).  
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Es handelt sich bei der Publikation um eine geteilte Erstautorenschaft.  

Die Konzeption, Durchführung, Analyse und Manuskripterstellung erfolgte im Rahmen 

des Projektes durch meinen Betreuer und mich. Die Erhebung klinischer Daten wie 

Follow-Up und Therapieansprechen etc. der untersuchten Patientenkohorten war bereits 

durch unseren Kooperationspartner PD Dr. med. Michael Haas, (Medizinische Klinik 3, 

LMU Klinikum) durchgeführt worden, der uns diese Datensätze zur Verfügung gestellt 

hatte. Diese wurde durch die Teilung der Erstautorenschaft berücksichtigt. 

 



Einleitung 11 

 

Einleitung 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) ist eine hochmaligne Neoplasie, die 

mit einem 5-Jahres Überleben von 10% ab dem Zeitpunkt der Diagnose im Vergleich zu 

anderen Malignomen eine nahezu infauste Prognose aufweist [13]. Auch bei einer zum 

Zeitpunkt der Erstdiagnose lokal begrenzten und somit operablen Erkrankung, die nur 

bei 11% der Patienten vorliegt, beträgt das Fünfjahresüberleben lediglich 39% [13]. 

Weltweit stellt das PDAC derzeit die siebthäufigste malignom-bedingte Todesursache 

dar [14]. Dies hat einen geschätzten Verlust an weltweiter Lebenszeit von über einer 

Million Lebensjahren und hohe wirtschaftliche Schäden auch aufgrund der Kosten der 

krankheitsassoziierten Hospitalisierung zur Folge [15]. Dabei hat sich im Zeitraum von 

1990 bis 2017 die weltweite Anzahl der neu diagnostizierten Erkrankungen mehr als 

verdoppelt [16]. Am höchsten ist die Krankheitsinzidenz in Europa, Nordamerika, 

Australien sowie Neuseeland [14-17]. Die Erkrankungsinzidenz nimmt mit steigendem 

Lebensalter zu und ist bei Männern zwischen dem 65. und 69. Lebensjahr und bei 

Frauen im Alter von 75 bis 79 Jahren am höchsten [18]. Nur ein sehr geringer Anteil aller 

PDAC Patienten erkrankt vor dem fünfzigsten Lebensjahr [19].  

Lokalisiert sind die Tumoren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vorwiegend im 

Pankreaskopf [20]. Seltener finden sie sich im Pankreaskörper oder Schwanz [20]. Die 

Lokalisation beeinflusst besonders in der Frühphase die Auftretenswahrscheinlichkeit 

und Ausprägung der Symptome, wie Bauchschmerzen, neuauftretender Diabetes, 

Übelkeit oder Ikterus [20, 21]. Dies hat zur Konsequenz, dass vor allem Tumoren des 

Pankreasschwanzes aufgrund fehlender Frühsymptome und häufig nur schwach 

ausgeprägter Symptome oftmals erst in einem fortgeschrittenerem Erkrankungsstadium 

erkannt werden als die Pankreaskopftumoren [20].Ein weiteres Problem ist das Fehlen 

geeigneter und spezifischerer Biomarker zur Früherkennung und ein unzureichendes 

Kosten-Nutzen-Verhältnis für technisch aufwändige apparative Verfahren für eine 

Reihenuntersuchung nicht selektierter Populationen, was eine Diagnose in frühen 

Stadien erschwert [22, 23]. Dabei ist die Verbesserung der Früherkennung durch eine 

erhöhte Sensibilisierung für Frühsymptome und ein besseren Zugang zur medizinische 

Versorgung von großer Wichtigkeit, da sie mit einer Zunahme von in frühen Stadien und 

bei jüngeren Patienten diagnostizierten Fällen vergesellschaftet scheint, was insgesamt 

die Erkrankungsprognose verbessern könnte [24].  

 

PDAC entwickelt sich zumeist auf dem Boden von Vorläuferläsionen des duktalen 

Epithels, von denen die pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN) am 

häufigsten auftreten [25]. Im vergangenen Jahrzehnt haben umfangreiche 

Sequenzierstudien den molekularen Hintergrund des PDAC aufgeklärt [26, 27]. 

Mit über 90% weist ein Großteil der Tumoren onkogene, aktivierende Mutationen im 

KRAS (Kirsten rat sarcoma virus) Gen auf [28]. KRAS ist integraler Bestandteil der 

MAPK- (Mitogen aktivierte Protein Kinase) Signaltransduktionskaskade und anderer 

Signalwege, die extrazelluläre Wachstumssignale von membrangebundenen 

Rezeptortyrosinkinasen, wie dem epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), in 
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intrazelluläre Prozesse umsetzen [29]. KRAS-Mutationen sind bereits in der Mehrheit 

der frühen nicht-invasiven Vorläuferläsionen des PDAC mit geringer Epitheldysplasie 

(low grade PanIN) nachweisbar [25]. Im weiteren Verlauf der Karzinogenese 

akkumulieren die neoplastischen Zellen weitere molekulare Alterationen, die analog der 

Adenom-Karzinom-Sequenz des Dickdarmkarzinoms [30] über schwere 

Epitheldysplasie (high grade PanIN) schließlich im invasiven Karzinom münden [25, 27, 

28]. Hierzu gehören inaktivierende Mutationen in SMAD4 (mothers against 

decapentaplegic homolog 4), das vom DPC4 (deleted in pancreatic cancer-4) Gen 

codiert wird, im Tumorsuppressorgen TP53 und im für die Zyklin-abhängige Kinase p16-

INK4A kodierenden Gen CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A) [28]. 

Alterationen in KRAS, TP53, DPC4 und CDKN2A lassen sich in über 50% aller Tumoren 

nachweisen [27]. Andere molekulare Alterationen, wie eine Mutation des RNF43 (ring 

finger protein 43), das mit einer Überaktivierung des WNT-Signalweges assoziiert ist 

[31], sind mit einem Auftreten von 10% deutlich seltener [27]. 

Eine weitere, seltenere Vorläuferläsion des PDAC ist die Gruppe der intraduktalen 

papillär-muzinösen Neoplasien (IPMN), die abhängig von ihrer histologischen 

Differenzierung (intestinal, gastral, pankreatikobiliär), ein unterschiedliches 

Entartungspotential aufweisen und sich molekular von den „klassischen“ PDAC 

unterscheiden, da sie häufig eine GNAS-Mutation aufweisen [32]. 

Die noch selteneren muzinös-zystischen Neoplasien, die fast ausschließlich bei Frauen 

auftreten, gehen selten in ein invasives PDAC über [33]. 

 

Der Hauptrisikofaktor für die Entstehung des PDAC ist der Nikotinkonsum mit einem 

Anteil von 21,1 % aller PDAC-assoziierten Todesfälle [18]. Daneben sind modifizierbare 

Risikofaktoren, wie Alkoholkonsum, hohe Blut-Glucosespiegel, Hypercholesterinämie 

oder körperliche Inaktivität von Bedeutung [17, 34, 35]. Nur 5 – 10 % aller PDAC-Fälle 

lassen sich auf erbliche Faktoren zurückführen [36]. Besonders hoch ist dabei der Anteil 

mit pathogenen Keimbahnmutationen in der Patientengruppe der jungen Patienten 

(Erkrankungsalter ≤ 50 Jahre) [37]. Die häufigsten hereditären Risikofaktoren für die 

Entstehung eines PDAC sind Keimbahnmutationen der Gene der homologen 

Rekombination, wie BRCA1, BRCA2 und PALB2, die mit einer Defizienz der homologen 

Rekombination (HRD) einhergehen [36-39].  Diese Mutationen sind einer Therapie mit 

PARP-Inhibitoren (PARPi), wie Olaparib oder Rucaparib, zugänglich und weisen daher 

bei entsprechender Diagnose mit anschließender zielgerichteter Therapie in der 

fortgeschrittenen Situation eine bessere Prognose auf [40-42]. Weitere therapeutisch 

relevante hereditäre Risikofaktoren sind die im Rahmen eines Lynch-Syndroms 

auftretenden Mutationen der Gene MLH1, MSH2, MSH6 and PMS2, die für DNA-

Basenfehlpaarungsreparatur-Proteine codieren [43]. Aufgrund des Ausfalls dieser Gene 

kommt es zu einer „mismatch repair deficency“ (MMR-D) der Tumoren mit Akkumulation 

zahlreicher Mutationen auch auf kurzen nichtkodierenden DNA-Abschnitten, den sog. 

Mikrosatelliten, was als Mikrosatelliteninstabilität (MSI) bezeichnet wird und diagnostisch 

genutzt werden kann [43]. Die hohe Mutationslast führt zudem zur Entstehung 
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zahlreicher Neoantigene, welche eine systemische Tumortherapie mittels 

Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) ermöglichen [36, 44, 45].  

 

Trotz erster Verbesserungen bei der Früherkennung kommen dennoch nur wenige 

Patienten bei Erstdiagnose für die einzig bisher verfügbare kurative Therapie in Form 

einer chirurgischen Resektion des Primärtumors in Betracht [24, 46]. Bei der Resektion 

beeinflusst die Tumorgröße stark die Prognose der Erkrankung, da bei großen Tumoren 

auch unter Einsatz anspruchsvoller chirurgischer Verfahren seltener eine komplette 

Tumorresektion gelingt und häufiger loko-regionäre Lymphknotenmetastasen oder 

Komplikationen auftreten [47]. Dabei ist aber besonders eine vollständige Resektion des 

Tumors von großer prognostischer Bedeutung, da im Patienten verbliebener 

Residualtumor (postoperative histopathologische R1-Situation) die Prognose signifikant 

verschlechtert (OS: 15 vs. 22 Monate) [48]. Neben der Tumorgröße ist ein wichtiger 

Einflussfaktor bei resezierbaren Tumoren die Erfahrung des durchführenden Zentrums 

mit dem Eingriff und der nachfolgenden medizinischen Betreuung, da dies mit einer 

signifikanten Reduktion der postoperativen Komplikationen und Mortalität einhergeht 

[49]. Durch eine adjuvante Systemtherapie mit dem Pyrimidinanalogon Gemcitabine 

konnte im direkten Vergleich mit reiner Beobachtung in der postoperativen Nachsorge 

die Prognose der Erkrankung verbessert werden (DFS: 13.4 vs. 6.7 Monate) [50]. Diese 

Verbesserung war dabei unabhängig vom Resektionsstatus der Patienten, da sowohl 

Patienten mit inkompletter (HR: 0.33 95% CI: 0.19 – 0.58), als auch Patienten mit einer 

kompletten Tumorresektion von dieser Therapie signifikant profitierten (HR: 0.59  

95% CI: 0.46 – 0.76) [50]. Das aktivere, aber auch toxischere Chemotherapieregime 

FOLFIRINOX (5-Fluorouracil, Leukovorin, Oxaliplatin, Irinotecan) hat in der adjuvanten 

Situation für postoperativ körperlich leistungsfähige Patienten die Monotherapie mit 

Gemcitabine abgelöst, da es im direkten Vergleich deutlich effektiver ist (DFS: 21.6 vs. 

von 12.8 Monate und OS: 54.4 vs. 35.0 Monate) [51]. 

Eine neoadjuvante Systemtherapie kann bei Patienten mit zum Zeitpunkt der 

Erstdiagnose nicht operablen Tumoren eine Resektion und ein verbessertes 

Resektionsergebnis ermöglichen [52]. Dabei kommt es durch die neoadjuvante Therapie 

zu keiner Zunahme der postoperativen Komplikationen [52]. Jedoch verbessert sich 

durch die Resektion die Prognose der Patienten deutlich im Vergleich zu einer reinen 

palliativen Systemtherapie (OS: 27.5 vs. 13.9 Monate) [52]. Bei Patienten mit zum 

Zeitpunkt der Erstdiagnose resezierbaren Tumoren gibt es anhand der bisherigen 

Studienlage keinen klaren Nachweis für den Nutzen einer neoadjuvanten Therapie [53].  

 

Trotz der Fortschritte in der adjuvanten und chirurgischen Behandlung, kommt es sehr 

häufig im Erkrankungsverlauf zu Rezidiven und der Bildung von Fernmetastasen, die 

chirurgisch nicht mehr therapiert werden können [21, 54]. Für diese Patienten steht, wie 

für den Großteil der Patienten mit primär inoperablen oder bereits metastasierten 

Tumoren, meist nur die Option einer palliativen Systemtherapie zur Verfügung [54].  

Erstlinientherapien bei Patienten mit hoher körperlicher Leistungsfähigkeit sind aktuell 

die Therapieregime FOLFIRINOX und die Kombination aus Gemcitabine und Albumin 
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gebundenes Paclitaxel (Nanopartikel-Albumin-gebundenes-Paclitaxel) [55, 56]. Im 

Rahmen klinischer Studien wurde bisher kein direkter Vergleich zwischen diesen beiden 

Regimen durchgeführt [57]. Prospektive Daten einer deutschlandweiten Kohorte zeigten 

einen leichten Überlebensvorteil  für das FOLFIRINOX-Regime  

(PFS: 5.6 vs. 6.3 Monate und OS: 9.1 vs. 11.3 Monate) [57]. Ein Problem dieser gut 

wirksamen Therapieregime ist aber die hohe Toxizität, die eine Anwendung nur bei 

Patienten mit ausreichender körperlicher Leistungsfähigkeit erlaubt, sodass in vielen 

Fällen in der palliativen Erstlinientherapie nur noch eine weniger wirksame Monotherapie 

mit Gemcitabine eingesetzt werden kann [55-57].  

Molekular zielgerichtete Therapeutika sind bei der Therapie solider Malignome, wie dem 

nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, inzwischen ein wichtiger Therapiebestandteil [58]. 

Sie spielen jedoch in der systemischen Therapie des PDAC, von den o.g. Ausnahmen 

der MSI- und HRD-Tumoren, die mit ICI bzw. mit PARPi behandelt werden können [40-

42], bisher keine bedeutende Rolle, da sie in Studien die Therapieeffizienz nicht 

signifikant steigern konnten [59]. Lediglich Patienten, die unter einer Therapie mit dem 

EGFR-Inhibitor Erlotinib einen typischen und bevorzugt an den Händen auftretenden 

Hautausschlag (sog. „Rash“) entwickeln, erzielen eine signifikante Verbesserung des 

OS unter Erlotinib-Therapie [5, 60]. Die Hinzugabe von Erlotinib zu einer Gemcitabine-

Systemtherapie kann dann ähnliche Auswirkungen auf die Prognose der Patienten, wie 

eine Therapie mit dem FOLFIRINOX-Regime haben (OS: 10.1 vs. 10.9 Monate) [61].  

Andere Versuche bisheriger experimenteller zielgerichteter Konzepte, wie eine gezielte 

Therapie des Tumorstromas, in Studien zu übertragen, erbrachten nicht die anhand der 

präklinischen Daten erhofften Resultate [62]. Erschwerend kommt hinzu, dass selbst 

nach aufwendigen molekulargenetischen Untersuchungen nur bei wenigen Patienten 

molekulare Alterationen nachgewiesen werden können, welche eine Rationale für eine 

zielgerichtete Therapie bieten [44].  

Aufgrund der Problemkonstellation bei Therapie und Diagnostik sowie der höheren 

Inzidenz in Industrieländern stellt das PDAC bei den prognostizierten malignom-

bedingten Todesfällen für das Jahr 2021 in Amerika und in Europa sogar die 

vierthäufigste Todesursache dar [13, 16, 63]. Das PDAC könnte bei voraussichtlich 

weiterhin schlechter Therapierbarkeit verbunden mit einem unverändert hohen Anteil an 

in fortgeschrittenen Stadien diagnostizierten Fällen und einer weiter steigenden Inzidenz 

ab dem Jahr 2030 die zweithäufigste malignom-bedingte Todesursache in den 

westlichen Industrienationen, wie den USA oder Deutschland, darstellen, was die 

bisherigen sozioökonomischen Belastungen durch die Erkrankung deutlich erhöhen 

dürfte [64-66].  

Daher ist neben der Entwicklung neuer Therapieoptionen und der Identifikation neuer 

Therapieziele auch die Charakterisierung von Biomarkern zur effektiven Therapie-

Stratifizierung von großer Bedeutung. So könnte für einen größeren Anteil der Patienten 

sichergestellt werden, dass sie von den verfügbaren Therapieoptionen, die am besten 

auf den Tumor abgestimmte Therapieform erhalten. Dies ist ein entscheidender Schritt, 

um die Prognose der Erkrankung zu verbessern, da so die bisher oft sehr limitierten 

Therapieoptionen effektiver eingesetzt werden können.  
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Fragestellung und Zielsetzung 

Ziel des Promotionsprojektes war die Analyse zweier Faktoren zur Therapie-

Stratifizierung bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom mithilfe zweier 

klinisch gut charakterisierten Patientenkohorten.  

Die eine Kohorte setzt sich aus den Patienten der multizentrischen Crossover-Studie 

AIO-PK0104 zusammen, in deren Rahmen die Kombinationstherapie von Gemcitabine 

und Erlotinib im Vergleich zu der Kombination aus Capecitabine und Erlotinib in der 

palliativen Therapie des Pankreaskarzinoms untersucht wurde [5]. 

Die andere Kohorte besteht aus den Patienten dreier abgeschlossener multizentrischer 

Therapiestudien sowie einer unizentrischen Studie [6]. Dabei haben alle Patienten dieser 

Kohorte im Rahmen der palliativen Therapie kein Erlotinib erhalten [6].  

Bei beiden Kohorten ist ausreichend Tumormaterial für weiterführende 

molekulargenetische und immunhistochemische Untersuchungen vorhanden.  

Hotspotmutationen der DNA-Polymerase ε als 

möglicher Therapie-Biomarker 

Die DNA-Polymerase ε (Pol ε) spielt eine essenzielle Rolle bei der DNA-Replikation 

eukaryontischer Zellen [67]. Im Gegensatz zur DNA-Polymerase α verfügt sie, wie die 

DNA-Polymerase δ, über eine auf der katalytischen Untereinheit der Pol ε (kodiert vom 

POLE-Gen) befindliche 3´-5´-Exonuklease-Aktivität [67]. Diese erlaubt der Pol ε 

zusätzlich eine Korrektur von DNA-Replikationsfehlern, weshalb sie einen wichtigen 

Beitrag zur genomischen Stabilität leistet [67]. Im Unterschied zur Exonuklease-

Domaine der DNA-Polymerase δ, für die vorwiegend Alterationen durch 

Keimbahnmutationen beschrieben sind, treten im dem POLE-Gen in humanen 

Krebserkrankungen auch somatische Mutationen auf [68]. Am häufigsten finden sich 

diese Mutationen in sporadischen Endometriumkarzinomen (EC) [2, 3, 69]. Diese 

bedingen durch den teils kompletten Ausfall der Exonukleaseaktivität eine massive 

Anhäufung von Mutationen durch Replikationsfehler mit einer konsekutiven Entstehung 

zahlreicher Neoantigene [3, 68, 70]. Daher kommt es bei POLE-mutierten EC und 

kolorektalen Karzinomen (KRK), ähnlich wie bei Tumoren mit MMR-D, zur Entstehung 

eines ausgeprägten intratumoralen Immunzellinfiltrats bestehend aus zytotoxischen T-

Zellen bei gleichzeitig erhöhter Expression immunregulatorischer Moleküle, wie PD1, 

PDL1 und CTLA4 [70, 71]. Die Patienten mit POLE-mutierten EC oder KRK, die dabei 

meist mikrosatellitenstabil sind, haben daher insgesamt eine signifikant bessere 

Prognose [69, 71]. Aufgrund der hohen konsekutiven Mutationslast könnte der Nachweis 

einer POLE-Mutation im PDAC, ähnlich wie das Vorliegen einer MSI, ein Biomarker für 

ein gutes Ansprechen auf eine zielgerichtete Tumortherapie mit ICI sein [44, 68, 70]. 

Dabei befindet sich der Großteil aller funktionell relevanten POLE-Alterationen auf zwei 

„Hotspot-Regionen“ auf Exon 9 (P286R/H) und Exon 13 (V411L/R/M) [68], was eine 

Analyse der Mutationen an FFPE-Gewebe mittels Pyrosequenzierung ermöglicht [68].  
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Folgende Fragestellungen sollten im Rahmen des Projekts untersucht werden: 

1. Wie hoch ist die Häufigkeit von POLE-Hotspot-Mutationen in den Kohorten mit 

fortgeschrittenen Pankreaskarzinompatienten und in öffentlich zugänglichen 

Sequenzierungsdaten von Pankreaskarzinompatienten? 

2. Führen Mutationen der Hotspot-Regionen, wie in anderen Tumorentitäten, auch 

im PDAC zu einer hohen Mutationslast mit Ausbildung eines in anderen 

Erkrankungen für POLE-Mutationen beschriebenen Immunzellinfiltrates? 

3. Ist ein Screening auf POLE-Hotspotmutationen bei PDAC Patienten sinnvoll? 

Lipopolysaccharid als Mikrobiomsurrogat zur Therapie-

Stratifizierung 

Ein wichtiger Bestandteil der äußeren Zellwand gramnegativer Bakterien sind die 

Lipopolysacharide (LPS) [72]. Daher kann mit Hilfe von Antikörpern, die gegen LPS 

gerichteten sind, immunhistochemisch die Abundanz gramnegativer Bakterien im 

Gewebe untersucht werden [9, 11]. Dies ist von Bedeutung, da bestimmte Bakterien, wie 

Escherichia coli, mit dem Enzym der Cytidindesaminase (CDD) das 

Chemotherapeutikum Gemcitabine verstoffwechseln können [73]. Dieses besitzt sowohl 

in der Kombination mit Nab-Paclitaxel als auch in der Monotherapie oder in Verbindung 

mit anderen Therapeutika immer noch eine große Bedeutung für die Systemtherapie des 

PDAC [57]. Besonders Bakterien mit einer langen Isoform der CDD (CDDL) 

metabolisieren im Vergleich zu solchen mit einer kürzeren Isoform des Enzyms (CDDS) 

Gemcitabine besonders effektiv [11]. Tumoren deren Bakterien über eine CDDL  

verfügen, zeigten in Mausmodellen ein deutlich beschleunigtes Tumorwachstum unter 

Gemcitabine-Therapie im Vergleich zu Tieren, die entweder antibiotisch therapiert 

wurden oder bei denen die Tumoren nur Bakterien mit einer funktionslosen CDD 

enthielten [11]. Dabei besitzen besonders gramnegative Bakterien, mit  hoher Abundanz 

im PDAC , sehr häufig eine CDDL [11]. Der Metabolismus des Pyrimidinanalogons 5-

Fluoruracil wird dabei in vitro durch die verschiedenen Isoformen der CDD nicht 

beeinflusst [11]. 

Da zum damaligen Zeitpunkt keine Daten über die Auswirkungen intratumoraler 

gramnegativer Bakterien auf die Effizienz einer palliativen Systemtherapie vorlagen, 

wollten wir folgende Fragestellungen untersuchen: 

1. Wie hoch ist der Anteil der Patienten, bei denen sich intratumorale gramnegative 

Bakterien im Tumorgewebe mittels der LPS-IHC in den uns zur Verfügung 

stehenden Patientenkohorten mit fortgeschrittenem PDAC nachweisen lassen? 

2. Bestehen Zusammenhänge zwischen einem LPS-Nachweis und klinisch- 

pathologischen Parametern der Patientenkohorten? 

3. Wirkt sich der Nachweis von LPS auf das Überleben und das Ansprechen auf 

eine palliative Systemtherapie aus, wie es die experimentellen Daten vermuten 

lassen [11, 73] und ermöglicht der LPS-Nachweis eine Therapieprädiktion? 
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4. Kann das Ergebnis in einer zweiten unabhängigen Patientenkohorte validiert 

werden? 
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Ausblick 

Im Rahmen der durchgeführten Untersuchungen wurde in Zusammenschau mit 

aktuellen Untersuchungen gezeigt, dass die identifizierten Biomarker zu einer 

Verbesserung der Prognose des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms beitragen 

können.  

Die Relevanz der POLE-Mutationen ist aufgrund der geringen Prävalenz in der 

klinischen Routine insgesamt nur gering. Jedoch bestätigen zwischenzeitlich 

veröffentlichte Daten, die in unseren Untersuchungen erwarteten, klinischen und 

biologischen Effekte sowie die therapeutische Relevanz einer POLE-Mutation im PDAC 

[74, 75].  

Die erstmalige Beschreibung von LPS als unabhängigen Therapieprädiktor einer 

Gemcitabine-basierten palliativen Systemtherapie betont die Wichtigkeit einer weiteren 

Charakterisierung des Tumormikrobioms des Pankreaskarzinoms, da dieses neben der 

Prognose auch das Therapieansprechen der Erkrankung entscheidend beeinflussen 

könnte [10].  

Gerade die hochdurchsatzbasierte Sequenzierung von klinisch gut charakterisierten 

Patientenproben zur näheren Charakterisierung des Mikrobioms könnte eine Mikrobiom-

basierte Therapiewahl ermöglichen oder den Grundstein für eine gezielte Alteration des 

Tumormikrobioms zur Steigerung der Therapieeffizienz legen.  
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Zusammenfassung 

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas (PDAC) ist eine Erkrankung mit nahezu 

infauster Prognose. Auch nach einer vollständigen Tumorresektion, die nur bei einer 

Minderheit der Patienten möglich ist, kommt es trotz Durchführung einer adjuvanten 

Systemtherapie zu frühzeitigen Rezidiven in Form von Lokalrezidiven oder 

Fernmetastasen. So könnte bei weiterhin schlechter Therapierbarkeit der Erkrankung 

besonders im fortgeschrittenen Stadium das PDAC im Jahr 2030 die zweithäufigste 

Krebstodesursache in westlichen Industrienationen darstellen. Dies würde die bereits 

bestehende sozioökonomische Belastung der Erkrankung weiter erhöhen.  

Daher ist eine Identifikation und Charakterisierung neuer Biomarker, die eine Therapie-

Stratifizierung im Sinne einer personalisierten Tumortherapie ermöglichen, von großer 

Bedeutung für die Verbesserung der Erkrankungsprognose.  

Ziel des Promotionsprojekts war es, zwei Biomarker in Zusammenschau mit der 

vorliegenden Klinik der Patienten zu analysieren, um deren Eignung zur 

Therapiestratifikation von Patienten mit fortgeschrittenem PDAC zu ermitteln.  

Die im ersten Projekt untersuchte DNA-Polymerase ε (Pol ε) leistet einen wichtigen 

Beitrag zur genomischen Stabilität, da sie mit Hilfe einer Exonuklease DNA-

Replikationsfehler korrigieren kann. Die Exonuklease der Pol ε wird dabei von der 

katalytischen Untereinheit POLE codiert. POLE-Mutationen führen zu einem Ausfall der 

Korrekturfunktion bei der DNA-Replikation, was die Entstehung einer hohen 

Mutationslast mit zahlreichen Neoantigenen in Endometrium- sowie kolorektalen 

Karzinomen bedingt. Dies erlaubt in beiden Tumorentitäten eine effektive zielgerichtete 

Tumortherapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren. Die Untersuchungen fokussierten sich 

in diesem Projekt auf zwei Hotspot-Regionen des POLE-Gens, da diese besonders 

häufig klinisch relevante somatische Mutationen aufweisen. Dabei konnten wir die von 

anderen Erkrankungen bekannten Auswirkungen einer POLE-Mutation in 

Zusammenschau mit öffentlich verfügbaren Sequenzierdaten für das PDAC bestätigen. 

Aufgrund der geringen Frequenz von POLE-Mutationen im PDAC ließ sich in den von 

uns mittels Pyrosequenzierung untersuchten Kohorten keine Hotspot-Mutation 

nachweisen. Daher erscheint aufgrund der geringen Auftretenswahrscheinlichkeit eine 

standardmäßige Testung nicht sinnvoll. Jedoch zeigen zwischenzeitlich veröffentlichte 

Daten, in Übereinstimmung mit unseren Daten, dass POLE-Mutationen ein wichtiger 

Biomarker für die Effizienz einer Immuntherapie im PDAC darstellen können. 

Der Einfluss des Mikrobioms auf das Ansprechen einer Chemotherapie wurde bisher für 

das PDAC nur in vitro und in Mausmodellen untersucht. Dabei können bestimmte 

vorwiegend gramnegative Bakterien Spezies mit einer langen Isoform der 

Cytidindesaminase (CDD) Gemcitabine metabolisieren, was eine Tumorprogression 

unter der Therapie ermöglicht. Unsere Untersuchungen zeigten erstmals für Patienten 

mit einem fortgeschrittenen PDAC, dass der intratumorale Nachweis von bakteriellem 

Lipopolysaccharid (LPS), als mögliches Surrogat für ein gramnegatives 

Tumormikrobiom mit einem schlechteren Ansprechen auf eine Gemcitabine-basierte 

Chemotherapie assoziiert ist. In Übereinstimmung mit experimentellen Daten hatte der 
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intratumorale LPS-Nachweis keinen Effekt auf die Prognose einer Fluoropyrimidin-

basierten Chemotherapie. Dies könnte ein erster Schritt zu einer Mikrobiom-assoziierten 

Therapie-Stratifizierung oder einer gezielten Alteration des Mikrobioms zur Steigerung 

der Therapieeffektivität sein.  

Die Ergebnisse der mittels der beiden Kohorten im Rahmen des Promotionsprojekts 

charakterisierten Biomarker zeigen, in Übereinstimmung mit aktuellen Studien, dass 

spezifische Veränderungen des Tumors oder der Umgebung des Tumors eine deutliche 

Alteration der biologischen Tumoreigenschaften bewirken können. Diese 

Veränderungen können sich auch auf das Ansprechen der Tumoren auf bereits 

verfügbare Therapeutika auswirken, weshalb POLE und LPS als Biomarker für eine 

zielgerichtete Tumortherapie fungieren können. 

Dies ist bei weiterhin limitierten therapeutischen Optionen ein erster Ansatz, um die 

Prognose des PDAC zu verbessern, da so bereits verfügbare therapeutische Optionen 

deutlich wirkungsvoller eingesetzt werden können. 
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Abstract (English) 

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a devastating disease. Even in the small 

subgroup of patients that can undergo tumor resection and adjuvant chemotherapy the 

recurrence rates are high. Thereby PDAC could be the second leading cause of cancer 

related death in developed countries in 2030, which will increase its high economic 

burden.The identification and characterization of biomarkers that allow therapy 

stratification of patients can be a step towards personal cancer treatment and a possible 

way to improve the prognosis of PDAC patients. 

This work presents research on two different biomarkers that were characterized in two 

study cohorts to elucidate their importance in the treatment of advanced PDAC. 

The first project in this work characterized the function of DNA-polymerase ε (Pol ε) in 

PDAC, as Pol ε plays an important role for genomic stability during DNA replication. 

Crucial for this function is the exonuclease encoded on the DNA-polymerase ε catalytic 

subunit gene POLE. Mutations in this gene lead to high tumor mutational burden in 

endometrial and colorectal cancer. Therefore, POLE mutations are promising 

biomarkers for immune therapy with immune checkpoint inhibitors. The POLE mutation 

analysis in the PDAC cohorts focused on two hotspot-regions that harbor most of the 

clinically relevant somatic POLE mutations. We did not detect any POLE gene hotspot 

mutation in the examined patients of the two study cohorts. However, based on publicly 

available sequencing data we confirmed the expected effects of POLE hotspot mutations 

in PDAC. As POLE mutations occur only at low frequency, routine testing of PDAC 

patients is not recommended, although recently published studies confirmed our 

suggested function of POLE mutations as a biomarker in PDAC. 

The influence of the tumor microbiome in PDAC was mostly examined in mouse and cell 

culture models. Some bacterial species can metabolize gemcitabine by a long isoform 

of the enzyme cytidinedesaminase (CDDL) and thus reduce the efficacy of gemcitabine 

therapy in these models. Remarkably, a large proportion of gram-negative bacteria which 

occur at high abundance in PDAC possess the gemcitabine metabolizing CDDL.  

Therefore, the second study focused on the detection of the bacterial membrane 

component lipopolysaccharide (LPS) in PDAC tissue samples by immunohistochemical 

staining as surrogate marker for gram-negative bacteria and examine its effect on the 

outcome of patients with advanced PDAC. As a result, we showed that detection of intra-

tumoral LPS is associated with reduced efficacy of a gemcitabine-based chemotherapy 

in advanced PDAC patients. In accordance with the results of the in vitro models there 

was no influence on a fluoropyrimidine based treatment. Thereby this study underlines 

the importance of a microbiome associated therapy stratification as well as a selected 

alteration of the microbiome to increase therapy efficacy in PDAC.  

In accordance with recent literature, the results of the research conducted in this work 

provide evidence for the use of new biomarkers for therapy stratification in PDAC 

patients. We showed that specific changes in the tumor biology or tumor 

microenvironment have a significant impact on the patients’ prognosis and therapy 

response. This strategy can improve the prognosis of PDAC patients by selecting a 
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personalized targeted treatment regime that increases therapy efficacy of established 

therapeutic options. 
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