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Abkiirzung Beschreibung
ASCO American Society of Clinical Oncology
Antigen-priasentierende Zelle/Adenomatous-polypo-
APC sis-coli-Protein
Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen
AWMF Medizinischen Fachgesellschaften
AR engl. Antigen Retrieval
ATM engl. Ataxia Telangiectasia Mutated
BRCA 1/2 engl. Breast cancer 1/2
BMI engl. Body Mass Index
ca. circa
CA19-9 Carbohydrate-Antigen 19-9
CD engl. Cluster of Differentiation
CDKN24 engl. Cyclin dependent kinase inhibitor 24
CEA Carcino-embryonale Antigen
CIPSM engl. Center for Integrated Protein Science Munich
Cis Cisplatin
cm Zentimeter
CRP C-reaktives Protein
CT Computertomografie
CTL cytotoxische T-Zellen
CTLA-4 engl. Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4
cTNM klinisch TNM
DAB Diaminobenzidin
DC engl. Dendritic cell
DFS Disease-free survival, Erkrankungsfreies Uberleben
e. V. eingetragener Verein
engl. Eastern Cooperative Oncology Group Perfor-
ECOG mance
engl. English
endoskopisch retrograde Cholangio-Pankreatikogra-
ERCP fie
Erlo Erlotinib
et al. et alii
FA/FU 5-Fluoruracil + Folsdure
FAMMM oder FAMMMPC- | familidres atypisches multiples Muttermal- und Me-
Syndrom lanom-Syndrom/Pankreaskarzinom-Syndrom
FAP familidre adenomatdse Polyposis

FFPE-Gewebe

in Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes
Gewebe

FOLFIRINOX

engl. FOL — folinic acid, F — fluorouracil (5-FU),
IRIN — irinotecan OX — oxaliplatin
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FOLFOX FOL: Folinsdure, F: 5-Fluorouracil, OX: Oxaliplatin

FOXP3 engl. Forkhead-Box-Protein 3

FPC familidres Pankreaskarzinom

G engl. Grading

G/L Giga pro Liter

Gem Gemcitabin

ggf. gegebenenfalls

Hb Himoglobin

HCC hepatozelluldre Karzinom

HE Himatoxylin-Eosin

HNO Hals-Nasen-Ohren

HNPCC hereditéres nicht-polypdses Kolonkarzinom

HR engl. Hazard Ratio

IBM engl. International Business Machines Corporation

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IgG Immunglobulin-G

ILC-Zellen engl. Innate lymphoid cells,

kg Kilogramm

KI/CI Konfidenzintervall

KPS engl. Karnofsky performance status scale

KRAS engl. Kirsten Rat Sarcoma

KRK kolorektales Karzinom

L Liter

LDH Lactatdehydrogenase

LMU Ludwig-Maximilians-Universitdt

m Meter

m? Quadratmeter

MAPK engl. Mitogen activated protein kinase

MHC engl. Major histocompatibility complex

ml Milliliter

MLH1/2 engl. MutL homolog 1/2

MRT Magnetresonanztomografie

MSH6 engl. MutS homolog 6

N Anzahl

nab-Pac Nab-Paclitaxel

NK-T-Zellen natiirliche Killer T-Zellen

NK-Zellen natiirliche Killerzellen

NSAR nicht-steroidale Antirheumatika

OP Operation

ORR engl. Objective Response Rate

oS engl. Overall survival / Gesamtiiberleben
CDK-Inhibitor 24, Abk. engl. Cyclin dependent ki-

pl6 nase inhibitor 24

p53 engl. Tumor protein 53
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PALB2 engl. Partner and localizer of BRCA2
Pat. Patient*in/Patient*innen
PD-1 engl. Programmed cell death protein 1
PET-CT Positronen-Emissions-Tomografie
engl. Progression-free survival (Progressionsfreies
PFS Uberleben)
PMS1/2 engl. Protein homolog 1/ 2
PRSS1-Gen engl. Serine protease 1
pTNM pathologisch TNM
R Resektionsstatus
RCT Radiochemotherapie
SMAD4 engl. Mothers against decapentaplegic homolog 4
sPD-1 engl. Soluble programmed death protein 1
sPD-L1 engl. Soluble programmed death protein Ligand 1
SPINK1 engl. Serine protease inhibitor Kazal-type 1
SPSS engl. Statistical Package for the Social Sciences
STKI11 Serin/Threonin-Kinase 11
TCR T-Zell-Rezeptor
TMA Tissue Microarrays
TRegs Regulatorische T-Zellen
Trp Tryptophan
ITF engl. Time to treatment failure
vicc frz. Union internationale contre le cancer
ug Mikrogramm
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1. Einleitung

So wie Johann Wolfgang von Goethe zu Lebzeiten schon auf der Suche nach bedeutsamen
Verbindungen wissenschaftlicher Phinomene in der lebendigen Natur war, um ,,das Ganze *

zu verstehen und Losungsansétze zu finden, so sind wir es noch heute.

1.1 Motivation und Zielsetzung

Die Prognose des Pankreaskarzinoms stellt sich, trotz erweiterter und verbesserter diagnosti-
scher und therapeutischer Mdglichkeiten der letzten Jahre, weiterhin als sehr schlecht dar. Die
5-Jahres-Uberlebensrate iiber alle Tumorstadien hinweg ist mit circa (ca.) 4 % #uBerst niedrig
[1-3]. Es wird ein konstanter Anstieg der Inzidenz des Pankreaskarzinoms prognostiziert und
somit konnte bis 2030 die Mortalitétsrate des Pankreaskarzinoms die des Darm- und Brustkrebs
iibersteigen und dieses somit die zweithdufigste krebsbedingte Ursache fiir Todesfille darstel-
len [4]. Daher ist es von hochster Relevanz, weitere Pradiktoren, prognostische Biomarker und
neue Targets fiir eine zielgerichtete und effektive Therapie zu finden, um die Uberlebenszeiten
fiir betroffene Patient*innen zu steigern und die Lebensqualitét auch in der palliativen Situation
zu verbessern. In den letzten Jahren gelang es durch umfangreiche Forschungsarbeiten, ver-
mehrt Einblicke in die Wechselbeziehungen zwischen Tumorzellen und dem Immunsystem zu

erhalten, wodurch gezielte Immuntherapien bei Krebspatient*innen mdglich wurden [5].

Angriffspunkte der Immuntherapie sind Molekiile, die als Kontrollmechanismen bei der Regu-
lierung der Immunantwort dienen [6]. Im Fokus standen dabei bisher insbesondere die soge-
nannten Immun-Checkpoints, PD-1 (engl. Programmed cell death protein 1) und CTLA-4
(engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4). Hierbei handelt es sich um Oberfldchen-
rezeptoren auf T-Zellen, welche eine Kontrollfunktion in der Aktivierungsphase von T-Zellen
ausiiben. Es gibt eine Reihe weiterer immunregulatorischer Mechanismen. Hierzu gehdren bei-
spielsweise bestimmte T-Zellsubpopulationen wie regulatorische FOXP3 (engl. Forkhead-Box-
Protein 3) positive T-Zellen oder CD8+-T-Effektor-Zellen. In préklinischen Modellen wurde
auch das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) als weiterer immunregulatorischer Faktor
beim Pankreaskarzinom beschrieben [7, 8]. Im Rahmen von klinischen Studien werden aktuell
verschiedene IDO-Inhibitoren als mogliche Therapeutika fiir Patient*innen mit fortgeschritte-

nen Tumorerkrankungen untersucht [7, 9, 10].

14



Einleitung

Die vorliegende Arbeit soll den klinischen, pridiktiven und prognostischen Stellenwert von
immunologischen Biomarkern im Rahmen der Behandlung des Pankreaskarzinoms untersu-
chen, insbesondere die Bedeutung von CD8+-Effektor-T-Zellen, FOXP3+-regulatorischen-
T-Zellen (TRegs) und dem immun-inhibitorischen Enzym IDO. Indirekt soll sich so der Fra-
gestellung gendhert werden, ob die medikamentdse Inhibition von IDO eine mogliche thera-

peutische Strategie fiir Patient*innen mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom sein konnte.

1.2 Das Pankreaskarzinom

1.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese

1936 beschrieb Mondier erstmals das Pankreaskarzinom und seitdem besteht eine stetige Zu-
nahme der Erkrankungsinzidenz [5, S. 984, 11, 12]. Das Pankreaskarzinom ist die dritthdufigste
Tumorentitdt des gastrointestinalen Trakts nach dem Kolon- und Magenkarzinom. Bei Ménnern
stand es mit 9860 Neuerkrankungen im Jahr 2018 auf Platz 7 der haufigsten Krebserkrankungen
und bei Frauen auf Platz 6 mit 9160 Neuerkrankungen [3]. Vor allem bei Frauen sind die Er-
krankungs- und Sterberaten in den letzten Jahren leicht angestiegen. Bei beiden Geschlechtern
stellt das Pankreaskarzinom die vierthdufigste Todesursache durch eine Krebserkrankung dar
[3, 13]. In der Regel sind Patient*innen im hoheren Lebensalter betroffen. Das Hauptmanifes-

tationsalter liegt zwischen 70 und 75 Jahren [13, 14].

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 1: Pankreaskarzinom: Altersspezifische Neuerkrankungen nach Geschlecht, ICD-10 C25,
Deutschland 2017-2018, iibernommen und Copyright: GEKID, Zentrum fiir Krebsregisterdaten [3]

Hochrechnungen der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V.
(eingetragener Verein) und des Onkopedia-Leitlinienportals der Deutschen Gesellschaft fiir Ha-

matologie und Medizinische Onkologie (DGHO) zufolge kann man aufgrund der demografi-
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schen Entwicklung in Deutschland und der aktuellen Erkrankungshiufigkeit von einem Zu-

wachs der Pankreaskarzinom-Inzidenzen um 30 % bis zum Jahr 2040 ausgehen. Dies wiirde in

Deutschland bis 2040 ca. 22.000 neue Erkrankungsfille ausmachen [4, 15].

Zahlreiche Studien zur Atiologie des Pankreaskarzinoms blieben bislang ohne zufriedenstel-

lende Ergebnisse. Aktuell wird von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen. Prinzipiell

wird zwischen hereditéren und erworbenen Faktoren fiir ein Karzinom unterschieden. Als pri-

disponierende, erworbene Faktoren gelten [1, 13, 16, 17]:

Nikotingenuss (gilt als gesicherter Risikofaktor und ist ursachlich fiir ca. 22 % der vor-
liegenden Pankreaskarzinome [18]

Alkoholabusus

Uberwiegend faserarme, hochkalorische Kost bei einem GroBteil an tierischen Fetten
UbermiBiger Konsum von rotem Fleisch

Ein erhohter Body-Mass-Index (>30 kg/m?), Adipositas

Diabetes mellitus Typ 2

chronische Pankreatitis

Gallensteine

Helicobacter-pylori-Infektionen

Als hereditire Faktoren und Krankheitsbilder, mit denen eine Erhohung des Krankheitsrisikos

einhergeht, gelten [19, 20]:

hereditdre Pankreatitis (Keimbahnmutation im SPINK-Gen (engl. serine protease in-

hibitor Kazal-type 1) oder im PRSS1-Gen (engl. serine protease 1))

hereditires Mamma- und Ovarialkarzinom (Keimbahnmutationen im BRCA1-, BRCA2-

(engl. Breast Cancer 1/2) oder PALB2-Gen (engl. partner and localizer of BRCA2) )

FPC (familidres Pankreaskarzinom): Familien mit mind. 2 Verwandten ersten Grades

mit Pankreaskarzinom

FAMMM oder FAMMMPC-Syndrom (familidres atypisches multiples Muttermal- und

Melanom-Syndrom/Pankreaskarzinom-Syndrom) mit Mutation in der Keimbahn

(CDKN2A4-Gen ; engl. cyclin dependent kinase inhibitor 2A)

Peutz-Jeghers-Syndrom (Keimbahnmutationen im STK11-Gen (Serin/Threonin-Kinase

11))

FAP (familidre adenomatdse Polyposis) und HNPCC (hereditéres nicht-polypdses Ko-

lonkarzinom) mit Mutationen im APC-Gen (Adenomatous-polyposis-coli-Protein) be-

ziehungsweise den Mismatch-Reparatur-Genen (MLHI (engl. Mutl homolog 1)
16
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MSH? (engl. MutS homolog 2), MSH6 (engl. MutS homolog 6), PMS1 (engl. Protein
homolog 1), PMS?2 (engl. Protein homolog 2))
e Ataxia Teleangiectasia (Keimbahnmutationen im ATM-Gen (engl. Ataxia Telan-

giectasia Mutated))

In weniger als 10 % der Erkrankungsfille des Pankreaskarzinoms spielen Keimbahnmutationen
eine Rolle [21]. Bei der Pathogenese des Pankreaskarzinoms wird von einem Modell der Tu-
morprogression ausgegangen, bei dem es durch mehrere verschiedene Mutationen in Onkoge-
nen — insbesondere KRAS (engl. Kirsten Rat Sarcoma) — sowie die Inaktivierung von Tumor-
suppressorgenen wie beispielsweise p53 (engl. Tumor protein 53), pl16 (CDK-Inhibitor 24,
Abk. engl. cyclin dependent kinase inhibitor 24), SMAD4 (engl. Mothers against decapentap-
legic homolog 4) und BRCA?2 iiber Tumorvorldufer-Léasionen zur Ausbildung eines Karzinoms

im Pankreas kommt [21-23].

Die héufigste Lokalisation der Pankreaskarzinome befindet sich mit etwa 70 % im Pankreas-
kopf (Caput), gefolgt von einer Lokalisation im Pankreaskorper (Corpus, ca. 20 %) und im
Pankreasschwanz (Cauda, ca. 10 %) [5]. Haufige Metastasenlokalisationen sind Leber, Peri-

toneum und Lunge [24].
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1.2.2 Klassifikationen

Die Tumorklassifikation erfolgt je nach Ausbreitungsmuster und folgt der jeweils aktuellen
TNM-Klassifikation in Zusammenarbeit mit der UICC (frz. Union internationale contre le
cancer). Das T-Stadium (T1-T4) gibt dabei die TumorgroB3e sowie eine mogliche Infiltration
umliegender anatomischer Strukturen an. Das N-Stadium (N1 und N2) beschreibt die Anzahl
der befallenen regiondren Lymphknotenmetastasen und das M-Stadium (MO oder M1) zeigt das
Vorliegen oder Fehlen von Fernmetastasen auf [25]. Im Folgenden wird die aktuelle, 8. TNM-

Klassifikation von 2018 abgebildet:

TNM | Ausdehnung

T1 maximaler Tumordurchmesser <2 cm
T2 maximaler Tumordurchmesser <4 cm
T3 maximaler Tumordurchmesser >4 cm
Infiltration des Truncus coeliacus, der A. hepatica communis oder
1 der A. mesenterica superior
N1 1-3 regiondre Lymphknotenmetastasen
N2 > 4 regiondre Lymphknotenmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: 8. TNM-Klassifikation des Pankreaskarzinoms nach AJCC/UICC, 2018 [25]

Auf Grundlage der TNM-Klassifikation kann eine Einteilung in die U/CC-Stadien vorgenom-

men werden.

UICC-Stadium | TNM

Stadium 0 Tis (Carcinoma in situ)
Stadium I T1 (IA) oder T2 (IB)
Stadium II T3 (ITA) oder N1 (IIB)
Stadium II1 T4

Stadium IV M1

Tabelle 2: Stadieneinteilung nach AJCC/UICC 2018[25]

Zur Diagnosestellung und TNM-Klassifikation stehen die Anamnese und klinische Untersu-
chung sowie bildgebende Verfahren (z. B. Sonografie, CT (Computer-Tomografie), MRT
(Magnetresonanztomografie), ERCP (endoskopisch retrograde Cholangio-Pankreatikografie)
und ggf. PET-CT (Positronen-Emissions-Tomografie)) zur Verfiigung. Zur Diagnosesicherung

muss die Diagnose zudem histologisch gesichert werden. Je nach Stadium kann dies entweder
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im Rahmen einer kurativ intendierten Resektion oder einer diagnostischen Biopsie erfolgen [26,
27]. Zusétzlich zur TNM-Klassifikation erfolgt die Bestimmung des Differenzierungsgrades
des Tumorgewebes (Grading). Hier wird der Differenzierungsgrad des vom Tumor befallenen
Gewebes mit dem Ursprungsgewebe verglichen und in drei Kategorien eingeteilt. Das Grading

besitzt auch einen prognostischen Stellenwert [28].

G Beschreibung

Gl Gut differenziert
G2 | MéBig differenziert
G3 Schlecht differenziert

Tabelle 3: Histopathologisches Tumorgrading: Ubernommen von WHO classification of tumours of the digestive
system (Bosman F. et al.) [29]

Die Symptome bei der Erstdiagnose eines Pankreaskarzinoms sind relativ unspezifisch. Auf-
treten konnen: Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, Schmerzen (abdominelle Schmerzen, Rii-
ckenschmerzen), anhaltendes Véllegefiihl, Ubelkeit, Verdauungsstorungen, Ikterus (bei Vor-
liegen eines Pankreaskopftumors) [5]. In seltenen Fillen kann ein Courvoisier-Zeichen oder

eine Thrombophlebitis beobachtet werden [5].

1.2.3 Therapieprinzipien

Therapie und Prognose des Pankreaskarzinoms hingen unmittelbar vom Erkrankungsstadium
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ab. Die 5-Jahres-Uberlebensrate iiber alle Stadien hinweg
betrigt durchschnittlich ca. 4 % [30, 31]. Die einzige kurative Behandlungsoption im Falle des
Vorliegens eines primér-resektablen Tumors stellt die radikale chirurgische Entfernung dar.
Diese ist in ca. 15 % der Fille moglich [32]. Bei Vorliegen eines Pankreaskopfkarzinoms kom-
men dabei die pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie nach 7raverso (Methode
der ersten Wahl) oder die partielle Duodenopankreatektomie mit Magenteilresektion, die
Whipple-Operation, infrage [27, 33]. Befindet sich das Karzinom im Pankreaskdrper oder Pan-
kreasschwanz, so sollten je nach Tumorlokalisation eine Pankreaslinkresektion mit Splenekto-
mie oder eine totale Duodenopankreatektomie mit vollstdndiger Pankreasresektion und Entfer-
nung der Milz erfolgen [27, 34]. Im Anschluss an die Resektion empfiehlt die aktuelle deutsche
S3-Leitlinie eine adjuvante Chemotherapie iiber 6 Monate [27]. Diese sollte spdtestens 8§—12
Wochen nach Resektion eingeleitet werden [35]. In Einzelfdllen kann moglicherweise auch ein
spaterer Beginn sinnvoll sein [35]. Bei gutem bis sehr gutem Allgemeinzustand (beschrieben

durch: ECOG — ,,Eastern Cooperative Oncology Group*-Performance —0und 1) wird aufgrund
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internationaler Studien eine medikamentdse, chemotherapeutische Therapie nach dem FOL-
FIRINOX-Protokoll (engl. FOL — folinic acid, F — fluorouracil (5-FU), IRIN — irinotecan OX
— oxaliplatin) empfohlen, da bei dieser ein verldngertes Gesamtiiberleben im Gegensatz zu einer
Gemcitabin-Monotherapie festgestellt wurde. Liegen ein reduzierter Allgemeinzustand (ECOG
2 oder schlechter) oder Kontraindikationen fiir eine adjuvante Chemotherapie mit FOLFIRI-
NOX vor, so kann eine Chemotherapie mit Gemcitabin durchgefiihrt werden [36, 37]. Auch die
adjuvante Behandlung nach dem Mayo-Protokoll (5-Fluorouracil und Folinséure) wird in der
S3-Leitline aufgefiihrt [27]. Aufgrund der tendenziell schlechteren Vertraglichkeit wird diese
jedoch nur in Ausnahmefillen eingesetzt. Die Effektivitit des Einsatzes einer adjuvanten Radi-
ochemotherapie ist bisher nicht abschlieBend geklért [38, 39]. Bei Patient*innen mit lokal fort-
geschrittenem Pankreaskarzinom kann gegebenenfalls (ggf.) ein individuelles Konzept aus
neoadjuvanter Chemotherapie, ggf. neoadjuvanter Bestrahlung und einer anschlieBenden Re-

sektion durchgefiihrt werden.

Patient*innen mit palliativer Ausgangssituation steht als first-line Therapie, bei gutem Allge-
meinzustand (ECOG 0 und 1), die Behandlung nach dem FOLFIRINOX-Protokoll oder eine
Behandlung mit Gemcitabin und nab-Paclitaxel zur Verfiigung [40]. Patient*innen in einem
schlechteren Allgemeinzustand oder Vorliegen von Kontraindikation fiir FOLFIRONOX oder
nab-Paclitaxel werden in der Regel mit einer Gemcitabin-Monotherapie behandelt. In Einzel-
féllen kommt die Therapie mit Gemcitabin und dem Tyrosinkinasehemmer Erlotinib zum Ein-

satz [41].
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1.3 Das humane Immunsystem

Das humane Immunsystem ist ein hochkomplexer Abwehrapparat und hat die Aufgabe, unseren
Korper vor ,,Eindringlingen wie Bakterien, Viren, Pilzen, Protozoen und Parasiten zu schiit-
zen. Aulerdem kann es die Entstehung von malignen Tumorerkrankungen bereits im Anfangs-
stadium verhindern [42, S. 1]. Prinzipiell ldsst sich das Immunsystem in zwei Teile unterteilen:
in die angeborene, unspezifische Immunitéit und die erworbene, spezifische Immunitét [43].
Alle Zellen des Immunsystems entstehen aus pluripotenten, hdmatopoetischen Stammzellen

des Knochenmarks, wie in der folgenden Abbildung 2 gezeigt wird.

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 2: Zelluldre Bestandteile des Blutes, iibernommen und Copyright: Janeway [43, S. 6]

Aus der pluripotenten Stammzelle gehen eine lymphatische und eine myeloische Vorlduferzelle
hervor. Aus der lymphatischen Vorlduferzelle bildet sich die lymphatische Zelllinie der Leuko-

zyten, die sich in vier verschiedene Zellen aufteilt: in die angeborenen lymphatischen Zellen
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(engl. innate lymphoid cells, ILC-Zellen,), die natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie in B-
und T-Lymphozyten. Aus der myeloischen Vorlduferzelle gehen die iibrigen Leukozyten, Me-
gakaryozyten sowie Erythrozyten hervor. Unreife dendritische Zellen sind Phagozyten und
konnen sich sowohl aus lymphatischen als auch aus myeloischen Vorlduferzellen entwickeln.

Der Grofiteil geht allerdings aus myeloischen Zellen hervor [43].

1.3.1 Angeborene/unspezifische Immunitat

In der folgenden Abbildung 3 sind die Teilsysteme der Immunabwehr abgebildet. Funktion und
Wirkungsweise der einzelnen Komponenten der Inmunabwehr werden in den darauffolgenden

Kapiteln dargestellt.

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 3: Teilsystem der Immunabwehr, modifiziert nach:
www.medizinfo.de/immunsystem/abwehr/unspezifisch.htm

Die angeborene Immunantwort wird auch als unspezifische Immunantwort bezeichnet, da sie
beim Eindringen von Erregern als Erstes und unspezifisch aktiviert wird. Zu ihr gehdren che-
mische und anatomische Barrieren wie die Haut und die Mundschleimhaut [43]. Werden diese
Strukturen durch den Erreger durchbrochen, kommt zunéchst das Komplementsystem zum Ein-
satz. Dieses System besteht aus einer Reihe von Proteinen, die sich hauptsédchlich im Darm und
im Serum befinden. Das Komplementsystem spielt sowohl fiir die Funktion des angeborenen
als auch des adaptiven Immunsystems eine Rolle, da es sowohl bei Vorliegen als auch bei Feh-
len spezifischer Antikorper reagiert. Dringt ein Erreger weiter in das Korperinnere ein, so wer-
den Zellen der angeborenen Immunitit wie die Makrophagen aktiviert und es kommt zu einer
schnellen zelluldren Abwehrreaktion. Im Anschluss an diese Immunreaktion schaltet sich das

erworbene Immunsystem ein [43].
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1.3.2 Erworbene/spezifische Immunitit

An der spezifischen Immunitit sind zelluldre und humorale Faktoren beteiligt. Zur humoralen
Immunantwort gehoren Antikorper, die durch Plasmazellen produziert werden, welche sich aus
B-Lymphozyten differenzieren [42]. Es handelt sich dabei um Y-férmige Proteine, die korper-
fremdes oder verdndertes korpereigenes Material anhand von Antigenen erkennen, an diese
Antigene binden und damit eine Immunreaktion auslosen [43, S. 179]. Bei der zelluldren Im-
munabwehr spielen, wie in der folgenden Abbildung 4 dargestellt, vor allem T-Lymphozyten
eine Rolle. Auf der Oberfldche der B- und T-Lymphozyten finden sich Antigen-Rezeptoren,
welche hoch spezialisiert, je Zelle divers aufgebaut sind und jeweils nur ein bestimmtes Antigen

binden (Schliissel-Schloss-Prinzip) [42].

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 4: Eine Antigen-prisentierende Zelle aktiviert eine T-Helferzelle mithilfe
des MHC-II-Komplexes (Modifiziert nach © Mario Schubert/CC-by-sa 2.5)[44]

Die Entstehung der T-Zelle beginnt im Knochenmark und zur weiteren Ausdifferenzierung
wandert diese in den Thymus, daher auch das ,,T* in dem Begriff T-Zelle. Hier findet eine
negative Selektion statt. Es werden MHC (major histocompatibility complex)-Rezeptoren, die
man als Haupthistokompatibilitdtskomplex bezeichnet, auf der Oberfliche der Zelle gebildet
und all diejenigen Zellen, die auf kdrpereigene Proteine reagieren, ausselektiert, um Autoim-
munreaktionen zu verhindern [43]. Die T-Zelle erkennt das Antigen iiber den T-Zell-Rezeptor
(TCR) nur, wenn das Antigen iiber eine Antigen-présentierende Zelle (APC) angeboten wird.
Antigen-prasentierende Zellen, die eine T-Zellen-Aktivierung veranlassen kdnnen, sind B-

Lymphozyten, dendritische Zellen, Makrophagen und Monozyten [43].
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Um eine stabile Bindung des Molekiil-Komplexes zu gewihrleisten, werden ,,Hilfsmolekiile*
(CD = Cluster of Differentiation) bendtigt [42, 43]. Aufgrund der hohen Plastizitét der T-Zellen
unterscheidet man unterschiedliche Arten von T-Zellen [42, 43, 45]:

e T-Helferzellen:
T-Zellen, die ein CD4-Molekiil tragen, nennt man T-Helferzellen. Diese erkennen An-
tigene, welche von Antigen-prasentierenden Zellen an MHC-Klasse-II-Molekiile ge-
bunden prisentiert werden. Sie sezernieren Zytokine und stimulieren dadurch eine zell-
vermittelte (Aktivierung von Makrophagen) oder humorale Immunantwort (Stimulation

der B-Lymphozyten zur Antikdrperproduktion).

e T-Effektor-Zellen:
T-Effektor-Zellen tragen in der Regel CD8-Molekiile auf ihrer Oberfliche und erkennen
vor allem Tumorzellen und virusinfizierte Zellen. Diese préisentieren Fremdantigene ge-
bundene MHC-Klasse-I-Molekiile. Durch die T-Effektor-Zellen wird in den patholo-

gisch verdnderten Zellen die Apoptose ausgelost.

e Regulatorische T-Zellen (TRegs):
Regulatorische T-Zellen haben die Aufgabe, die Immunantwort zu regulieren, um die
Entstehung von Autoimmunprozessen im Korper zu verhindern. Charakteristischer

Marker der TRegs ist der Transkriptionsfaktor FOXP3.

e T-Gedéichtniszellen:
Die langfristige Erhaltung der Immunitit wird durch die T-Gedéchtniszellen (zusam-
men mit den B-Gedéchtniszellen) gewéhrleistet. Nach abgelaufener Infektion verblei-
ben diese Zellen im Blutplasma und kdnnen bei erneutem Kontakt mit demselben Erre-
ger erneut aktiviert werden, um im Folgenden eine Proliferation von antigenspezifi-

schen T- und B-Zellen auszulosen.

e Natiirliche Killer T-Zellen (NK-T-Zellen):
Die NK-T-Zellen koénnen Effektorzellen auch ohne das Vorhandensein von MHC-Mo-
lekiilen erkennen und eliminieren [5]. Sie spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der

Erkennung und Eliminierung maligner Zellen.
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e yod-Antigenrezeptor-positive T-Lymphozyten:
Diese T-Zellen haben ihre Funktion am Schnittpunkt der angeborenen und erworbenen
Immunitdt und ihre Bedeutung variiert je nach Organ. Wird der yd-Antigenrezeptor-

positive T-Lymphozyt aktiviert, so wird die Lyse der Zielzelle eingeleitet [42, S. 28].

Hier sei nochmals der Expressionsfaktor FOXP3 zu erwihnen, der spezifisch fiir regulatorische
T-Zellen ist und eine entscheidende Bedeutung in der Polarisierung von T-Zellen hin zu TReg-
Zellen besitzt [46]. Mochte man, wie in der vorliegenden Arbeit, regulatorische T-Zellen nach-
weisen, kann man diese iiber den Transkriptionsfaktor FOXP3 bestimmen [47]. T-Effektor-
Zellen konnen, wie in der vorliegenden Arbeit, anhand des Oberflichenproteins CD8 nachge-

wiesen werden.
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1.3.3 Tumorimmunologie und Tumorentstehung

Die meisten Tumore exprimieren immunogene Tumorantigene, also Antigene, die in der Lage
sind, eine Immunantwort auszuldsen [48]. Hierbei kann es sich um tumorspezifische Antigene
—auch als Neoantigene bezeichnet — oder um tumorassoziierte Antigene handeln. Patient*innen
mit einer Tumorerkrankung verfiigen in der Regel liber T-Zellen, die spezifisch auf Tumoran-
tigene reagieren [49]. Somit sollte das humane Immunsystem prinzipiell dazu in der Lage sein,
den Tumor zu erkennen und im besten Falle zu zerstoren. Gelingt es malignen Zellen, der Er-
kennung durch das Immunsystem zu entgehen und unkontrolliert zu proliferieren, so spricht
man auch vom sogenannten /mmune escape [50]. Die wechselseitige Einflussnahme von Im-
munsystem und Tumor wird auch als ,,/mmunoediting* bezeichnet [51]. Dieses kann verein-

facht in drei Phasen eingeteilt werden, die in der folgenden Abbildung 5 skizziert werden:

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 5: Cancer Immunoediting, iibernommen und Copyright: Laurie Menger[52]
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Die drei Phasen sind: ,,Elimination®, ,,Equilibrium* und ,,Entweichen* [5, 51]. Die ,,Elimi-
nation“ stellt die Immuniiberwachung im Sinne der Beseitigung pathogener, maligner Zellen
dar. Das ,,Equilibrium* stellt eine Latenzphase dar. Hier konnen sich einige transformierte
Zellen der Immuniiberwachung entziehen, werden nicht abgestof3en und bleiben weiter fortbe-
stehen [5]. Im Rahmen der dritten Phase, dem ,,Entweichen®, oder auch ,,/mmune escape “
genannt, unterliegen die transformierten Zellklone nicht mehr der Immuniiberwachung und

proliferieren ungehemmt [5, 51, 53].

Im Rahmen der Tumorentstehung und Tumorimmunologie gibt es eine grofe Anzahl unter-
schiedlicher Akteure. Es liegen zellulidre Bestandteile wie beispielsweise regulatorische T-Zel-
len, cytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen vor. Deren Aktivitit wird wiederum durch das
komplexe Zusammenspiel zwischen T-Zellrezeptor, MHC-Molekiilen, co-stimulatorischen
Molekiilen und weiteren regulatorischen Oberflaichenmolekiilen bestimmt [54]. Zudem spielen
verschiedene Zytokine (z. B. Interferone und Interleukine) sowie Transkriptionsfaktoren wie
z. B. FOXP3 eine Rolle. In letzter Zeit wurde auch zunehmend der Einfluss bestimmter Stoff-
wechsel-Enzyme auf die humane Immunitét diskutiert. Ein besonderes Augenmerk lag hier un-
ter anderem auf dem Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase, welches eine immunsupprimierende
Rolle ausiiben kann [8]. Insgesamt bieten die vorgenannten Interaktionen neue Ansétze, um die
Tumorentstehung und Tumorentwicklung besser zu verstehen und mogliche neue therapeuti-

sche Ansatzpunkte zu entwickeln [7].
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1.3.4 Bedeutung von Tryptophan und IDO fiir das humane Immunsystem

Tryptophan ist eine essenzielle Aminosdure. Sie kann nicht eigenstindig durch den Korper syn-
thetisiert werden, sondern muss iiber die Nahrung aufgenommen werden [55, S. 63 ff.]. Der
Aminosdure Tryptophan werden umfangreiche Aufgaben im menschlichen Korper zugeschrie-
ben. Sie fungiert als Baustein bei der Proteinbiosynthese und hat dariiber hinaus Einfluss auf
den Tag-und-Nacht-Rhythmus, vermittelt tiber das Serotonin-System [55, S. 63 ff.]. Dariiber
hinaus ist Tryptophan ein essenzieller Bestandteil fiir die Proliferation von T-Zellen [56]. Tryp-
tophan und dessen beim Stoffwechsel-Abbau beteiligtes Enzym IDO spielt dadurch eine we-

sentliche Rolle in der Regulation des Immunsystems [8].

IDO wird in allen humanen Gewebetypen exprimiert. Eine vermehrte Expression von IDO fin-
det man innerhalb der Plazenta. Hier ist IDO dafiir zustdndig, die AbstoBung des allogenen
Fotus wihrend der Schwangerschaft durch die maternalen T-Zellen zu verhindern [57]. AuBer-
dem findet man eine vermehrte IDO-Anreicherung innerhalb des Immunsystems in den pri-
méren und sekundéren lymphatischen Organen [58]. Beim Stoffwechsel-Abbau der Amino-
sdure Tryptophan spielen zwei Enzyme eine vorrangige Rolle. Beide Enzyme katalysieren den
ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Tryptophan-Abbaus [59]. Die Tryp-
tophan-2,3-Dioxygenase (TDO) wird jedoch im Gegensatz zur Indolamin-2,3-Dioxygenase
(IDO) hauptsichlich innerhalb der Leber exprimiert und oxidiert L-Tryptophan durch die Bin-
dung an zwei Sauerstoffatome [60]. Das Abbauprodukt des Tryptophans ist das N-formyl-D-
Kynurein. Dieses hat eine zytotoxische Wirkung und kann dadurch ebenfalls auf die T-Zell-
Regulierung Einfluss nehmen [58]. IDO hat eine Tryptophan-degradierende und immunologi-
sche Eigenschaft und beeinflusst die T-Zellregulation. Es hat somit einen wichtigen Einfluss
auf das humane Immunsystem [58]. IDO steuert somit einen Weg in der Immuniiberwachung
in der Mikroumgebung von Tumoren durch die Katalyse des Kynureninstoffwechsels [61, 62].
Durch die Umwandlung des Tryptophans in Kynurein wird die Verfiigbarkeit des Tryptophans
in den malignen Zellen durch IDO reduziert. Dadurch wird die Entwicklung zytotoxischer T-
Zellen gestort und die Entwicklung regulatorischer T-Zellen induziert [61, 63]. Die Expression
von IDO in der dendritischen Zelle wird durch die T-Zelle tiber einen CTLA-4-Signalweg (B7-
inhibitorischer Rezeptorsignalweg) induziert. Uber die Aktivierung von IDO wird die T-Zell-
immunitét supprimiert [7, 64]. IDO {ibt {iber seine Tryphtophan-degradierende Funktion eine

immunsupprimierende Funktion aus und unterstiitzt so Tumore bei deren /mmune escape [6].
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Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 6: Aktivierung von IDO, iibernommen und Copyright: Prendergast et al. Oncogene 2008 [7]

Der Ursprung der Hypothese, dass IDO einen Zusammenhang mit Karzinomen haben konnte,
liegt in den 1950er-Jahren begriindet. Boyland, Sims und Williams beobachteten einen erh6hten
Tryptophan-Katabolismus bei Krebspatient*innen [65]. 1981 wurde IDO erstmals als ein von
Interferonen aktivierendes Enzym beschrieben [66]. Zudem kann eine vermehrte Expression
von IDO in von Tumor befallenen Lymphknoten, insbesondere antigenexprimierenden Zellen
nachgewiesen werden [67]. Im Jahr 1998 verdffentlichten Munn und Kollegen Daten, aus de-
nen ersichtlich wurde, dass die IDO-vermittelte Immunsuppression vermutlich auf die Wech-

selwirkung zwischen Tryptophan und T-Zellfunktion zuriickzufiihren ist [68].

29



Einleitung

1.4 Biomarker: pradiktiv und prognostisch

Prognostische Biomarker dienen der Abschétzung des Krankheitsverlaufes, also der Prognose.
Pradiktive Biomarker sollen helfen, die Effektivitdt der Therapien prospektiv besser abschitzen
zu konnen [69, S. 120 ff., S. 136, 70, 71]. Weiterhin sollen Biomarker dabei helfen, individua-
lisierte und effektive Therapien zu entwickeln, um so das Gesamtiiberleben der Patient*innen
zu verldngern und die Lebensqualitit zu verbessern [70, 72—74]. Zusétzlich konnen Biomarker,
wie etwa der Tumormarker CA19-9, ein sinnvolles Instrument zur Fritherkennung, Diagnose-
sicherung oder Verlaufskontrolle beim Pankreaskarzinom sein [75]. Fiir das Pankreaskarzinom

sind aktuell folgende prognostische Biomarker beschrieben [70, 72-74, 76-78]:

- das TNM-Stadium

- der Karnofsky-Index, der den Allgemeinzustand widerspiegelt
- der CRP-Serumwert (C-reaktives Protein)

- der Tumormarker CA 19-9 und

- der Tumormarker CEA

Auch wird dem KRAS (engl. Kirsten Rat Sarcoma)-Gen, welches ein essenzieller Bestandteil
des MAPK (engl. Mitogen activated protein kinase)-Signalweges ist, teilweise ein prognosti-
scher Stellenwert zugesprochen. So zeigten Patient*innen ohne Vorliegen einer KRAS-Muta-

tion in verschiedenen Studien ein signifikant besseres Uberleben [78, 22].

In der vorliegenden Arbeit sollen verschiedene Biomarker auf deren prognostische beziehungs-
weise priadiktive Relevanz fiir die Diagnose, Prognose und Therapie des Pankreaskarzinoms

untersucht werden.
Die untersuchten Biomarker lassen sich grob in drei Kategorien einteilen:

1. Klinische Variablen, wie beispielsweise Alter, Geschlecht, Erkrankungsstadium bei
Erstdiagnose sowie das Vorliegen einer Diabetes-mellitus-Erkrankung

2. Inflammatorische Biomarker im peripheren Blut, wie zum Beispiel der CRP-Wert und
die Thrombozytenanzahl der Patient*innen

3. Immunologische Biomarker im Tumorgewebe

Dariiber hinaus soll insbesondere die Bedeutung der IDO-Expression, die Infiltration von
CD8+T-Effektor-Zellen und das Vorliegen von FOXP3+-Regulatorischen-T-Zellen im tumor-

infiltrierenden Gewebe betrachtet werden.
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2. Material, Methodik und Patient*innen-Kollektiv

2.1 Datenbank: Der Informative Patient

Die Daten der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen des Studienprojektes ,,Der Informative
Patient* in der Medizinischen Klinik und Poliklinik III der Universitdt Miinchen, Campus

GroBhadern, erhoben (Ethikvotum LMU Miinchen, Nr.: 284-10).

Das Ziel des Studienprojektes war die Evaluation des Ansprechens einer Tumortherapie bei
Patient*innen mit gastrointestinalen Tumoren anhand klinischer, laborchemischer und geneti-
scher Faktoren. Patient*innen wurden dazu prospektiv in das Projekt eingeschlossen. Die Da-
tenauswertung erfolgte retrospektiv. Fiir die Datenbank des Patient*innen-Kollektivs wurde
eine Vielzahl an Behandlungsdaten aus den Patient*innenakten erhoben. Aulerdem wurden im
Rahmen des experimentellen Anteils der Arbeit Tumorproben untersucht, die den Patient*innen
im Rahmen der Routineversorgung zur Diagnosestellung entnommen wurden. In Abschnitt 2.2
wird detailliert auf die Methodik des experimentellen Anteils der vorliegenden Arbeit einge-

gangen. Alle Datenerhebungen und Untersuchungen wurden pseudonymisiert vorgenommen.

Um in das Studienprojekt des ,,/nformativen Patienten* aufgenommen zu werden, mussten fol-

gende Kriterien erfiillt sein:

1. Vorliegen einer durch die Patient*innen unterschriebene Einverstindniserkldrung

2. Vorliegen eines exokrinen Pankreaskarzinoms

Um experimentelle Untersuchungen, wie in Abschnitt 2.2 aufgefiihrt, durchfiihren zu kénnen,
musste die Diagnose unabhéingig vom Erkrankungsstadium (resektabel, lokal fortgeschritten

oder metastasiert) histologisch gesichert sein.

Die Patient*innen wurden iiber die Medizinische Klinik und Poliklinik III rekrutiert. Uber den
Zeitraum von 2014 bis 2018 wurden die Daten erhoben und im Anschluss analysiert.
Der Beobachtungszeitraum beinhaltet den Zeitraum vom 15.01.2004 (Erstdiagnose einer Pati-
ent*in) bis zum 23.08.2018 (letzter Follow-up-Zeitpunkt). Bei allen Patient*innen wurden die

folgenden Variablen erfasst (Umgang mit fehlenden Werten siehe Abschnitt 3.1.1):

Allgemeine Patient*innendaten:
- Geschlecht
- Geburtsdatum
- GroBe (cm)
- Gewicht (kg)
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Teilnahme an einer interventionellen Studie

Datum Erstdiagnose

Einnahme von nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR)
Vorliegen einer Diabestes-mellitus-Erkrankung

ECOG

KPS (engl. Karnofsky performance status scale)

Tumorspezifische Variablen:

Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose

Tumorlokalisation

Histologischer Typ sowie Grading

TNM-Staging (klinisch, nach bildgebenden Kriterien, wie Ultraschall, MRT, CT oder
pathologisch)

Erkrankungsstadium und Datum des Beginns einer neoadjuvanten, adjuvanten und pal-
liativen Therapie (bis zur Drittlinientherapie)

Lokalisation der Metastasen bei Beginn der palliativen Therapie

Operationsstatus und das Operationsdatum

Resektionsstatus

Durchgefiihrte neoadjuvante, adjuvante oder palliative Therapien (bis zur Drittlinien-
therapie bei palliativer Therapie) mit jeweiligen Angaben zum Chemotherapeutikum
oder Radiochemotherapie, Start- und Enddatum sowie der Anzahl der durchgefiihrten
Zyklen

Datum und Lokalisation eines Rezidivs und/oder Progress

Datum des Versterbens oder Datum des letzten ,,Follow-up*-Zeitpunktes.

Werte der Klinischen Chemie der Patient*innen im Serum:

(Die folgenden Werte wurden zum Datum der Erstdiagnose aufgenommen)

CA 19-9 (U/ml)
CEA (ng/ml)
Bilirubin (mg/dl)
CRP (mg/dl)
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Die nachfolgenden Werte wurden zum Datum des Beginns der ersten palliativen Therapie auf-

genommen.

- LDH (UN)

- Leukozyten (G/1)

- Thrombozyten(G/1)

- Hb (g/dl)

- Segmentkernige Granulozyten (%)
- Eosinophile Granulozyten (%)

- Monozyten (%)

- Lymphozyten (%)

An dieser Stelle wird auf die Dissertation von Marie-Louise Legenstein hingewiesen. Im Rah-
men ihrer Dissertation wurden Untersuchungen zum Teil an demselben Patient*innen-Kollek-
tiv durchgefiihrt, wie es in dieser Monografie vorliegt. Ihre wissenschaftliche Arbeit beschéftigt
sich mit dem Serumspiegel von sPD-1 (engl.: Soluble programmed death protein 1) und sPD-
L1 (engl.: Soluble programmed death protein Ligand 1) bei fortgeschrittenem Pankreaskarzi-
nom. Die Erstellung der Datenbank sowie die Mitarbeit im pathologischen Labor des Patholo-
gischen Instituts der LMU Miinchen am Standort Innenstadt und am Campus des Klinikums

GroBhadern wurde durch uns gemeinsam durchgefiihrt.
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2.2 Experimenteller Teil

Der experimentelle Anteil der vorliegenden Arbeit wurde zusammen mit den Kolleg*innen des
Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilian-Universitdt Miinchen des Campus Grofha-
dern durchgefiihrt. Federfiihrend war hier die Arbeitsgruppe von PD Dr. Steffen Ormanns in-
volviert. Die Herstellung der TMA (Tissue Microarrays), die Etablierung des IDO-Antikorpers
und Firbungen der Immunhistochemie zur Detektion der IDO-Expression sowie zur Untersu-
chung des Ausmafles der Infiltration von CD8+-Effektor-T-Zellen sowie von FOXP3+-TRegs
wurden in Kooperation mit dem medizinisch-technischen Personal (Andrea Sendelhofert und
Anja Heier) des Pathologischen Institutes der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen an
den Standorten des Klinikums GroBhadern und Innenstadt durchgefiihrt. Die immunhistoche-

mischen Auswertungen wurden gemeinsam mit Herrn PD Dr. Steffen Ormanns durchgefiihrt.

Die IDO-Expression, das Ausmaf} der Infiltration von CD8+-Effektor-T-Zellen sowie das Vor-
liegen von FOXP3-positiven-regulatorischen T-Zellen wurde anhand von Tissue Microarrays
per Immunhistochemie an Tumorproben untersucht. Um das Ausmal} der Infiltration von
CD8+-Effektor-T-Zellen sowie FOXP3-positiven-regulatorischen T-Zellen zu untersuchen,
wurden bereits etablierte Farbeprotokolle verwendet. In einem zeitlich und technisch sehr auf-
wendigen Prozess wurde, unter Verwendung von subkutanen Xenotransplantaten (siche Abbil-
dung 7) aus humanen Zelllinien und in einem murinen Tiermodell, ein neuer, eigener Antikor-
per etabliert, mit dem es moglich ist, die IDO-Expression auf FFPE-Gewebe (Formalin fixiertes
und in Paraffin eingebetteten Gewebe) sicher nachzuweisen [79, S. 155 ff.]. Die Spezifizitat
des Antikorpers wurde dabei mittels eines Westernblots zum Nachweis von Proteinen nachge-
wiesen [79, S. 81]. Die einzelnen Prozessschritte fiir die Etablierung des Antikorpers sind dabei

in der folgenden Abbildung 7 grafisch dargestellt.
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Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 7: IDO-Antikérper-Etablierung mittels Westernblot und Xenografft,

Copyright: Pathologisches Instituts der Ludwig-Maximilian-Universitdt Miinchen des Campus
Grofthadern, AG: PD Dr. med. Steffen Ormanns

Im Folgenden werden die einzelnen Prozessschritte beschrieben.
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2.2.1 Tissue Microarrays

Microarray bezeichnet ein System, welches es ermdglicht, gleichzeitig ablaufende molekular-
biologische Untersuchungen und Analysen an geringen Mengen von z. B. Tumormaterial
durchzufiihren [80]. Bei einem Tissue Microarray handelt es sich um ausgestanzte Gewebezy-
linder von unterschiedlichen Patient*innen, in einem Paraffinblock zusammengesetzt [80]. In
der vorliegenden Arbeit wurden Tumorproben untersucht, die den Patient*innen im Rahmen
der Diagnosestellung entnommen wurden. Die histologischen Praparate wurden aus dem Pri-
marius oder einer Metastase entnommen. Die Praparate lagen in Form eines Paraffinblocks vor.
Lagen die Gewebeproben dem Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen, Campus GrofShadern nicht vor, da beispielsweise die Diagnosestellung in einer an-
deren Klinik erfolgte, wurden die ausstehenden Paraffinblocke in den entsprechenden Kliniken
angefordert. In der folgenden Abbildung 8 ist der Herstellungsprozess eines TMA-Blockes und
die anschlieBende Untersuchung des Tumormaterials per Immunhistochemie exemplarisch dar-

gestellt:

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 8: Exemplarischer Herstellungsprozess eines TMA-Blockes, Copyright und modifiziert
nach The Pathology Blog at Johns Hopkins [81]

(1) Zunichst muss in den Paraffinblocken der vom Tumor befallene Bereich identifiziert wer-
den. (2) Um zwischen normal differenziertem Gewebe und Tumorgewebe unterscheiden zu

konnen, wird ein Schnitt je Paraffinblock mit Himatoxylin-Eosin (HE) gefarbt.
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(3) Mittels Lichtmikroskop konnen die nun unterschiedlich eingefiarbten Areale als malignes
oder gesundes Gewebe markiert werden. In der folgenden Abbildung 9 ist exemplarisch ein

Auszug eines wenig differenzierten duktalen Adenokarzinoms des Pankreas (Blick durch ein

Lichtmikroskop) abgebildet.

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 9: Beispielbild: Wenig differenziertes duktales Adenokarzinom des Pankreas,
Copyright und Quelle:[22]

Anschliefend werden aus dem Tumorareal Gewebestanzen entnommen. Diese werden dann
zusammen mit anderen Stanzzylindern in einen Paraffinblock eingebettet. Dieser kann an-
schlieBend in diinnen Schnitten auf Objekttriger aufgebracht werden. Es wurde ein TMA aus
98 verschiedenen Tumorproben von 98 verschiedenen Patient*innen angefertigt, aus denen pro
Tumorprobe drei jeweils einen Millimeter durchmessende Stanze aus drei unterschiedlichen

Tumorlokalisationen entnommen wurde (siehe folgende Abbildung 10) [82].
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Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 10: Beispielbild: TMA, Modifiziert nach und Copyright:
The Johns Hopkins University Oncology Tissue Services: https://tmalab.jhmi.edu/

(4) Diese TMA-Schnitte wurden dann per Immunhistochemie angeférbt. (5) Die Auswertung
erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit, abweichend von der Darstellung der Abbildung

8 der John Hopkins Universitét nicht digital, sondern manuell gemeinsam mit einem Facharzt

fiir Pathologie (PD Dr.med. Steffen Ormanns).
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2.2.2 IDO-Antikorper-Implementierung, immunhistochemische Firbungen

von IDO, FOXP3, CD8 und deren Auswertung

Mithilfe von immunhistochemischen Férbungen ldsst sich die Expression bestimmter Proteine,
hier IDO, CD8 und FOXP3, in Gewebeschnitten nachweisen [79, S. 15]. Im Folgenden wird
die Durchfithrung des immunhistochemischen Nachweises der IDO-Expression im Tumorge-
webe beschrieben. Es wurden Paraffinschnittpriparate (4 pm stark) mittels Xylol entparaffi-
niert und in Wasser rehydriert. Im Anschluss wurde die Antigenitét durch eine Hitzebehandlung
in einer Mikrowelle mittels ,,4ntigen-Retrieval“-Puffer (AR-10, DCS, BioGenex, HK057-5K,
Deutschland) hergestellt. In einem Primérantikdrper-Puffer wurde der IDO-Primérantikdrper
(monoklonal Hase, Klon D5J4E, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA) in 1:180 ver-
diinnter Form eingesetzt und inkubiert (eine Stunde bei Raumtemperatur). Daraufthin wurde
mittels Anti-Hase-Immunglobulin-G-(IgG)-Polymer-Kit (Firma Vector, Burlingame, Califor-
nia, USA) der Primérantikorper detektiert. Die Detektion wurde mit dem Diaminobenzidin-Kit
(DAB+, Agilent Technologies, Santa Clara, United States) durchgefiihrt. Eine Gegenfarbung
der Zellkerne wurde durch Hematoxylin nach Gill (Vector) erreicht. Weiterhin wurde ein Deck-

medium aufgebracht und der Gewebeschnitt mit einem Deckglas versiegelt.

Der Nachweis von FOXP3-positiven-regulatorischen T-Zellen und CD8+-Effektor-T-Zellen
wurde am gleichen Gewebeschnitt als Doppelfarbung durchgefiihrt. Mittels Hitzebehandlung
wurde nach Entparaffinierung die Antigenitdt wiederhergestellt (7arget Retrieval Solution,
Agilent Technologies). Der erste Primérantikdrper wurde iiber 60 Minuten bei Raumtemperatur
bei einer Verdiinnung von 1:100 inkubiert (CD8, monoklonal Kaninchen, Klon SP16, DCS,
Hamburg, Deutschland). Die Expression wurde durch IgG-Polymer-Kit und DAB+, wie bei
dem Férbeprozess von IDO, detektiert. AnschlieBend wurde der zweite Primirantikdrper
(FOXP3, monoklonal Maus, Klon 236A/E7, Abcam, Cambridge, UK) iiber 60 Minuten bei
Raumtemperatur bei einer Verdiinnung von 1:120 inkubiert. Mittels Anti-Maus-Polymer-Kit
(ZytoChem Plus (AP) Polymer Anti-Mouse, Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) und einer
alkalischen-Phosphatase-Reaktion (Permanent AP Red Kit, Zytomed) wurde das Signal nach-
gewiesen. Die Gegenfarbung erfolgte nach dem gleichen Prozess wie bei IDO beschrieben. Fiir
die Positivkontrolle der IDO-Expression diente gesundes lymphatisches Gewebe einer Tonsille,

welches auf jedes der untersuchten Schnittpriparate zusétzlich aufgetragen wurde.
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Die Auswertung erfolgte wie folgt: Wiesen Tumore in ihrer Mehrheit eine kriftige zytoplas-
matische Expression von IDO auf, so wurden diese als positiv gewertet, alle anderen wurden
als negativ angesehen. Die Auswertung der Infiltration des Tumorgewebes durch CD8+-Effek-
tor-T-Zellen bzw. FOXP3+-regulatorische-T-Zellen erfolgte semiquantitativ unter Mithilfe ei-
nes Facharztes fiir Pathologie (PD Dr.med. Steffen Ormanns).

Im Folgenden sind die tabellarischen Protokolle zur Farbung von IDO sowie zur simultanen

Doppelfarbung von CD8 und FOXP3 abgebildet.

Protokoll zur IDO Markierung (rabbit monoclonal)
Firma Antikorper: | Cell Signaling
Produktnummer 86630
Antikdrper:
Vorbehandlung: Hitzevorbehandlung mit Antigen Retrieval AR-10
(Fa. DCS, HK057-5KE)
Inkubation Pri- 60 Minuten bei Raumtemperatur (RT), Verdiinnung 1:180
méirantikdrper:
Detektionssystem: | InmPRESS Anti-Rabbit IgG Polymer Kit (Fa. Vector, MP-7401)
Chromogen: DAB+ (Fa. Agilent Technologies, K3468)
Gegenfarbung: Hematoxylin Gill’s Formula (Fa.Vector, H-3401)

Tabelle 4: Tabellarisches Protokoll zu IDO (rabbit monoclonal)

Protokoll zur Doppelmarkierung CD8+FOXP3

Vorbehandlung: Hitzevorbehandlung mit Target Retrieval Solution

(Fa. Agilent Technologies, S1699)

1. Primir-Antikorper: CD8 (rabbit monoclonal)

Firma Antikorper: | DCS
Produktnummer CI008

Antikdrper:

Inkubation: 60 Minuten bei Raumtemperatur, Verdiinnung 1:100

Detektionssystem: | InmPRESS Anti-Rabbit IgG Polymer Kit
(Fa. Vector, MP-7401)
Chromogen: DAB+ (Fa. Agilent Technologies, K3468)
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2. Primér-Antikorper: FOXP3 (mouse monoclonal)

Firma Antikorper: | Abcam
Produktnummer ab20034
Antikdrper:
Inkubation: 60 Minuten bei Raumtemperatur, Verdiinnung 1:120
Detektionssystem: | ZytoChem Plus AP Polymer anti-Mouse
(Fa. Zytomed Systems, ZUC-077)
Chromogen: Permanent AP Red Kit (Fa. Zytomed Systems, ZUC-001)
Gegenfirbung: Hematoxylin Gill’s Formula (Fa. Vector, H-3401)

Tabelle 5: Tabellarisches Protokoll zur Doppelmarkierung von CD8 und FOXP3
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2.3  Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit /BM SPSS Statistics — Version 23.0 (engl. International
Business Machines, Corporation Statistical Package for the Social Sciences) durchgefiihrt. Da-
bei wurden zur Stichprobenbeschreibung deskriptive Statistiken berechnet. Fiir alle Analysen

wurde als Signifikanzniveau a < 0,05 bei zweiseitiger Testung festgelegt.

Zur Analyse univariater Zusammenhdnge zwischen Alter, Geschlecht, ECOG, Stadium bei
Erstdiagnose, Resektion des Primarius, CEA, CA19-9, CRP, Thrombozyten, vorliegender Di-
abetes-mellitus-Erkrankung, IDO-Expression, Infiltration von CD8+-Effektor-T-Zellen und
FOXP3+-regulatorischen-T-Zellen mit dem Gesamtiiberleben wurden Uberlebenszeitanalysen
mittels der Kaplan-Meier-Methode durchgefiihrt [83]. Dabei wurde als Zeitvariable das Ge-
samtiiberleben (Overall survival, OS) verwendet. Dafiir wurde die Zeit von der Erstdiagnose
bis zum Todesdatum verwendet. Bei Patient*innen, die zum Zeitpunkt des letzten Follow-up
nicht verstorben waren oder bei denen das Todesdatum nicht bekannt war, wurde der Zeitraum
bis zur letzten Beobachtung verwendet (zensiert). Als Statusvariable wurde der Uberlebenssta-
tus zum Zeitpunkt der letzten Information, also des letzten Follow-up, verwendet. Als Grup-

penvariable wurde der jeweilige zu untersuchende Priadiktor verwendet.

Zur Analyse univariater Zusammenhdnge zwischen IDO-Expression, Infiltration von CD8+-
Effektor-T-Zellen und FOXP3+-regulatorischen-T-Zellen mit dem erkrankungsfreien Uberle-
ben (DES = Disease-free survival) und dem progressionsfreien Uberleben (PFS = Progres-
sion-fiee survival) wurden ebenfalls Uberlebenszeitanalysen mittels der Kaplan-Meier-Me-

thode [83,84] durchgefiihrt.

Als Zeitvariable wurde das DF'S, welches nur Patient*innen mit resektabler Ausgangssituation
bei Erstdiagnose und erfolgter Operation in kurativer Absicht inkludiert, wie folgt definiert:
Zeitspanne in Monaten vom Zeitpunkt des Operationsdatums bis zum Datum des Auftretens
eines Rezidivs oder Tod (jedweder Ursache). Als Statusvariable wurde der Rezidivstatus oder
Todeszeitpunkt zum Zeitpunkt der letzten Information verwendet. Als Gruppenvariable diente

der jeweilige Pradiktor von Interesse.

Weiterhin wurde als Zeitvariable das PFS, welches Patient*innen inkludiert, welche bei Erst-
diagnose als lokal fortgeschritten erkrankt oder metastasiert eingestuft wurden, wie folgt defi-
niert: Zeitspanne in Monaten vom Zeitpunkt des Beginns der Systemtherapie (erste palliative
Chemotherapie) bis zum Datum des Auftretens eines Progresses oder Tod (jedweder Ursache).
Als Statusvariable wurde der Progress-Status oder Todeszeitpunkt zum Zeitpunkt der letzten

Information verwendet. Als Gruppenvariable diente der jeweilige Pradiktor von Interesse.
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Zur Uberpriifung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den Uberlebenskurven (so-

wohl Gesamtiiberleben als auch DF'S und PFS) wurde der Log-Rank-Test verwendet [85].

Um Zusammenhénge zwischen klinischen Parametern wie beispielsweise CEA, CA19-9, CRP,
Thrombozyten und der IDO-Expression, Infiltration CD8+-Effektor-T-Zellen und FOXP3+-
regulatorischen-T-Zellen zu untersuchen, wurden punktbiseriale Korrelationen zwischen die-
sen Variablen berechnet. Um Zusammenhénge zwischen der IDO-Expression, der Infiltration
von CD8+-Effektor-T-Zellen und FOXP3+-regulatorischen-T-Zellen zu untersuchen, wurden
Kreuztabellen mit Chi-Quadrat-Tests verwendet, zur Quantifizierung der Stirke der Zusam-
menhédnge wurde Cramers V verwendet. Zur multivariaten Analyse von Zusammenhéngen zwi-
schen IDO, CD8+ und FOXP3 und dem Gesamtiiberleben wurde eine Cox-Regression [86] mit
zusitzlicher Adjustierung fiir Grading (1+2 vs. 3+4), Stadium bei Erstdiagnose (lokal fortge-
schritten vs. resektabel sowie metastasiert vs. resektabel), Alter bei Erstdiagnose sowie ECOG-
Score (0+1 vs. 2+3) berechnet. Dabei wurde als Einschlussmethode der gleichzeitige Einschluss
samtlicher Variablen verwendet. Als Zeitvariable wurde das Gesamtiiberleben verwendet. Als
Statusvariable wurde der Uberlebensstatus zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups verwendet.
Dabei wurden fiir die einzelnen Pradiktoren die Hazard Ratio (HR) sowie das zugehorige 95 %-

Konfidenzintervall (KI) berechnet.

Zur Analyse multivariater Zusammenhange zwischen IDO, CD8+ und FOXP3 mit dem DFS
wurde ebenfalls eine Cox-Regression berechnet, wobei ebenfalls die Variablen Grading (1+2
vs. 3+4), Alter bei Erstdiagnose sowie der ECOG-Score (0+1 vs. 2+3) aufgenommen wurden.

Auch hier wurden alle Variablen in einem Schritt eingeschlossen.
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3.1 Datenbank
3.1.1 Fehlende Werte

Der Prozentsatz fehlender Werte der einzelnen Variablen variierte zwischen 0,0 % und 17,4 %
(Mittelwert = 5,60 %). Alle Analysen wurden auf Grundlage der vorhandenen Werte durchge-
fiihrt (paarweiser Fallausschluss). Tabelle 6 zeigt die Anzahl fehlender Werte der einzelnen

Variablen.

Variable Anzahl (n) | Fehlende Werte (n) Fehlende Werte (%)
Geburtsdatum 207 0 0,0
Grofle 195 12 5,8
Gewicht 181 26 12,6
Datum Erstdiagnose 207 0 0,0
Alter bei Erstdiagnose 207 0 0,0
Datum Tod / letztes Follow up 207 0 0,0
Bilirubin 192 15 7,2
CA19-9 181 26 12,6
CEA 171 36 17,4
CRP 190 17 8,2
Thrombozyten 191 16 7,7
Geschlecht 207 0 0,0
Staging bei Erstdiagnose 207 0 0,0
Lokalisation Primértumor 205 2 1,0
Histologie 207 0 0,0
Grading 181 26 12,6
OoP 207 0 0,0
OP-Resektionsstatus 96 111 53,6
Diabetes mellitus 162 45 21,7
ECOG 168 39 18,8
IDO im Tumorgewebe 98 109 52,7
CDS8 im Tumorgewebe 97 110 53,1
FOXP3 im Tumorgewebe 96 111 53,6

Tabelle 6: Anzahl fehlender Werte
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3.1.2 Patient*innen-Kollektiv, Patient*innen-Charakteristika

Das Patient*innen-Kollektiv umfasste insgesamt 207 Patient*innen. Der Median des Alters bei
Erstdiagnose betrug 66 Jahre (Range 29-84 Jahre), dabei waren 48,8 % (n= 101) der Pati-
ent*innen weiblichen und 51,2 % (n = 106) minnlichen Geschlechts. Etwa zwei Drittel der
Stichprobe zeigten im ECOG keine oder nur leichte Einschrinkungen im Aktivititsniveau
(ECOG 0und 1: 72,5 %), lediglich 1 % der Patient*innen zeigte schwere Einschrdnkungen im
Aktivitdtsniveau (ECOG 3). Die folgende Abbildung 11 zeigt die Erkrankungsstadien der Pa-

tient*innen bei Erstdiagnose auf.

® Jokal fortgeschritten
metastasiert

resektabel

Abbildung 11: Erkrankungsstadien bei Erstdiagnose (n = 207)

Bei 38,7 % (n = 80) der Patient*innen lag bei Erstdiagnose eine resektable Erkrankung ohne
Fernmetastasierung vor. Bei 14,9 % (n = 31) der Patient*innen lag ein lokal fortgeschrittenes
Stadium vor und bei 46,4 % (n = 96) der Patient*innen lag bei Erstdiagnose eine Fernmetasta-
sierung vor (auf die Lokalisation und Héufigkeiten der Fernmetastasen wird im néchsten Ab-
schnitt eingegangen). Bei 47,3 % (n = 98) der Patient*innen wurde im Verlauf der Erkrankung

eine Resektion des Primédrtumors durchgefiihrt.

Die mediane Uberlebenszeit des gesamten Kollektivs betrug 18 Monate. 85,5 % der Patient*in-
nen waren bis zum letzten Follow-up-Zeitpunkt verstorben. Die folgende Tabelle zeigt allge-

meine Charakteristika des Patient*innen-Kollektivs auf:
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Charakteristik Median Range

Alter (in Jahren) 66 29-84

Korpergrofle (in cm) 170,0 150-190

Korpergewicht (in kg) 66,0 41-109

Gesamtiiberleben (in Monaten) 18,0 0-122
n= %

Geschlecht

weiblich 101 48,8

maénnlich 106 51,2

ECOG

0 72 34,8

1 78 37,7

2 16 7,7

3 2 1,0

Angabe fehlt 39 18,8

Resektion des Primirtumors

ja 98 473

nein 109 52,7

Resektionsstatus

RO 77 37,2

R1 17 8,2

Rx 2 1,0

Angabe fehlt 111 46,2

Zum Zeitpunkt des letzten Follow-Up:

Verstorben

nein 25 12,1

ja 177 85,5

Angabe fehlt 5 2,4

Tabelle 7: Allgemeine Charakteristika des Patient*innen-Kollektivs (n = 207)
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Bei etwa der Hélfte des Patient*innen-Kollektives lag, wie in der folgenden Abbildung 12 auf-
gezeigt, keine Diabetes-mellitus-Erkrankung bei Erstdiagnose vor, etwa ein Fiinftel der

Patient*innen litt unter einer Diabetes-mellitus-Typ II-Erkrankung.

Angabe fehlt
22%

Diabetes, Typ

unbekannt
2%
Diabetes, Keine Diabetes
pankreopriv Erkrankung
30 0 530 0

Typ II Diabetes
19%

Typ I Diabetes

1%

Abbildung 12: Anteil der Diabetes-mellitus-Erkrankungen im Patient*innen-Kollektiv (n = 207)

3.1.3 Tumorspezifische Charakteristika

Im Folgenden werden die tumorspezifischen Charakteristika des Patient*innen-Kollektives
dargestellt und erlautert. Mit 91,8 % (n = 190) war das duktale Adenokarzinom der hiufigste
histologische Typus. Die restlichen 8,2 % verteilten sich in absteigender Reihenfolge auf die
folgenden histologischen Typen: Azinuszellkarzinom (2,4 %, n=15), muzindses Karzinom
(2,4 %, n=15), adenosquamoéses Karzinom (1,4 %, n=3), papillir-muzindses Karzinom

(0,5 %, n = 1), teilweise siegelringzellig differenziertes Adenokarzinom (0,5 %, n = 1).

Der Primartumor befand sich am haufigsten im Bereich des Pankreaskopfes: 61,8 % (n = 128).
Hingegen sind in dem hier dargestellten Kollektiv nur zwei Patient*innen mit einem Primértu-
mor im Bereich der Papilla duodeni enthalten (Papillenkarzinom). Die folgende Abbildung 13

zeigt die prozentuale Verteilung der Tumorlokalisation.
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Pankreaskdrper +
Pankreasschwanz
5% Angabe fehlt

2%
Papillen-Ca

1%

Pankreasschwanz
19%
Pankreaskorper
11%
Pankreaskopf
62%

Abbildung 13: Tumorlokalisation (n = 207)

In 206 Fallen wurde eine TNM-Klassifikation erhoben, wobei bei 120 Patient*innen (58 %)
klinische Angaben als Grundlage fiir die TNM-Klassifikation dienten. Bei 86 Patient*innen
(41,5 %) konnte eine exakte Klassifizierung anhand histopathologischer Angaben erfolgen. Die

folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der tumorspezifischen Charakteristika des Patient*innen-
Kollektivs.

Charakteristika n= %

Tumorlokalisation

Pankreaskopf 128 61,8
Pankreasschwanz 39 18,8
Pankreaskorper 23 11,1
Pankreaskorper und Pankreasschwanz 11 5,3

Papillen-Karzinom 2 1,0

Angabe fehlend 4 2,0

Histologischer Typ

Duktales Adenokarzinom 190 91,8
Azinuszellkarzinom 5 24

Muszinoses Karzinom 5 2,4

Adenosquamoses Karzinom 3 1,4

Papilldr-muzindses Karzinom 1 0,5
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Teilweise siegelringzellig differenziertes Adeno- 1 0,5

karzinom

Unbekannt 2 1,0

Grading

G1: Gut differenziert 7 3,4

G2: MiBig differenziert 61 29,5
G3: Gering differenziert 108 52,2
G4: Undifferenziert 5 2,4

Angabe fehlt 26 12,6
TNM-KIlassifikation

Klinisch (cTNM) 120 58,0
Pathologisch (pTNM) 86 41,5
Angabe fehlt 1 0,5

T

1 6 2,9

2 20 9,7

3 118 57,0
4 54 26,1
Angabe fehlt 9 4,3

N

0 52 25,1
1 130 62,8
2 1 0,5

Angabe fehlt 24 11,6
M

0 105 50,7
1 98 47,4
Angabe fehlt 4 1,9

Tabelle §8: Tumorspezifische Patient*innen-Charakteristika

Zusétzlich wurden laborchemische Parameter aus Blutproben der Patient*innen, erhoben. In
der folgenden Tabelle 9 sind die Hohe der Tumormarker CA19-9, CEA, LDH sowie Werte der
Thrombozyten, des Bilirubins und des Entziindungswertes, CRP, zum Zeitpunkt der

Erstdiagnose angegeben.
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Laborchemische Parameter, erhoben zum Median Range
Zeitpunkt der Erstdiagnose

CA19-9 (U/ml) 166,0 0-422000,0
CEA (ng/ml) 4,2 0-483,0
LDH (U/) 217,0 112,0-670,0
Thrombozyten (G/1) 243.0 33,60-919,0
Bilirubin (mg/dl) 0,7 0,2-39,8
CRP (mg/dl) 0,67 0,0-39,0

Tabelle 9: Laborklinische Parameter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

Bei 68 Patient*innen, die sich im Vorfeld einer Primarius-Resektion unterzogen hatten, trat im
Verlauf ein Rezidiv auf. In der folgenden Abbildung 14 wird die Verteilung der Lokalisationen
der Rezidive dargestellt.

Lymphknoten
12% -
Lokalrezidiv
0
Lokalrezidiv + 23%
Fernmetastasierung
9%
Fernmetastasierung
56%

Abbildung 14: Lokalisation Rezidiv (n = 68, Angabe fehlt = 139)

Wie im letzten Abschnitt bereits dargestellt, lag bei 61,3 % (n = 127) der Patient*innen eine

lokal fortgeschrittene oder metastasierte Ausgangssituation bei Erstdiagnose vor.
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Bei Beginn der ersten palliativen Chemotherapie lagen bei 139 Patient*innen (67,2 %) Fern-
metastasen vor. Dieses Patient*innen-Kollektiv inkludiert Patient*innen, welche initial eine re-
sektable Erkrankung aufwiesen und im Verlauf Metastasen zeigten und darauthin eine pallia-
tive Therapie erhielten. Am hiufigsten befanden sich Metastasen in der Leber, 66 Patient*innen
(31,8 %) waren von einer Lebermetastasierung betroffen. Bei 16 Patient*innen lag ein Peri-
tonealbefall vor und bei 13 Patient*innen war die Lunge von einer himatogenen Streuung be-
troffen. In der folgenden Abbildung 15 werden weitere Lokalisationen der Metastasen an einem

oder mehreren Organen im vorliegenden Patient*innen-Kollektiv aufgezeigt.

70
60
50
40
30
20
10
18
) B B
: [
Lunge Leber Peritoneum Leber+ Lunge+ Leber+ Sonstiges*  keine
Peritoneum Leber LK

*Sonstiges: Haufigkeiten kleiner gleich 5: Knochen (1), Lunge + abdominelle LK (4), Abdominelle LK (5), Leber + Lunge +
Lymphknoten (3), Leber + Peritoneum (1), Abtropfmetastasen auf das Ovar (1), Peritoneum + Knochen (1), ,,Sonstiges* (2).

Abbildung 15: Lokalisation Metastasen bei Beginn palliativer Chemotherapie (n = 158, da hier
Mehrfachnennungen méglich waren, ist hier n > 139, Angabe fehlt = 49; Summe = 207)
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3.1.4 Therapien

3.1.4.1 Neoadjuvante Chemotherapie
Eine neoadjuvante Chemotherapie erhielten 10 Patient*innen (4,8 %). Die Wirkstoffe und Ver-
teilungen der neoadjuvanten Chemotherapeutika werden in der folgenden Abbildung 16 aufge-

zeigt.

= Gemcitabin

= FOLFOX

= FOLFIRINOX

FOLFIRINOX Light

Abbildung 16: Neoadjuvante Chemotherapie (n = 10)
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3.1.4.2 Adjuvante Chemotherapie

83 Patient*innen erhielten eine adjuvante Chemotherapie. 80,7 % der Patient*innen (n = 67)
erhielten eine Mono-Chemotherapie mit Gemcitabin. 6 Patient*innen (7,2 %) erhielten eine
Radiochemotherapie. Weiterhin erhielten jeweils 2 Patient*innen (1 %) folgende Therapien:
Gemcitabin (Gem) plus Cisplatin (Cis), FA/FU (5-Fluoruracil + Folsdure), Teysuno
(Tegafur/Gimeracil/Oteracil). Weiterhin erhielt jeweils eine Patient*in die in der nachstehen-

den Tabelle beschriebenen Therapien.

Hiufigkeit Prozentwerte
Adjuvante Therapie
(n =83) (in %)

Gemcitabin 67 80,7
aRCT 6 7,2
Gemcitabin + Cisplatin 2 2,4
Teysuno 2 2,4
Gemcitabin + Erlotinib 1 1,2
Capecitabin 1 1,2
Gemcitabin + Nab-Paclitaxel 1 1,2
HEAT-Studie* 1 1,2
FA/FU 2 2,4

* Gemcitabin + Cisplatin + lokoregiondre Hyerthermiebehandlung

Tabelle 10: Adjuvante-Chemotherapie-Schemata mit absoluten und relativen Werten
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3.1.4.3 Palliative Chemotherapie

Es erhielten 167 Patient*innen eine palliative Erstlinie-Chemotherapie (es wurden Daten bis
zur Drittlinienchemotherapie aufgenommen, aufgrund der vorliegenden Fragestellung werden
hier lediglich die Daten fiir die palliative Erstlinientherapie abgebildet). 37 Patient*innen
(22,2 %) wurden mit Gemcitabin, 29 Patient*innen (17,4 %) mit FOLFIRINOX, 24 Patient*in-
nen (14,4 %) mit Gemcitabin plus Erlotinib, 20 Patient*innen (12,0 %) mit FOLFOX, 14 Pati-
ent*innen (8,4 %) mit FOLFIRINOX light, 12 Patient*innen (7,2 %) mit Gemcitabin plus nab-
Paclitaxel (Gem+nab-Pac) und weitere 11 Patient*innen (6,6 %) mit einer Radiochemotherapie
behandelt. Dariiber hinaus erhielten 20 Patient*innen (12 %) andere Therapiekonstellationen,

welche in der folgenden Abbildung 17 in der Legende aufgefiihrt werden.
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* Sonstiges: Héufigkeiten kleiner gleich 5: Gem + Cis (1), Capeciatbin (4), Capecitabint+Erlotinib (2), FAFU (1), Gemci-
tabint+Everolimus(1), SIRT+FOLFOX (1), FOLFIRI (2), Chemoembolisation (1), Gemcitabin+Refamitinib (3), Teysuno (1),
Gemcitabint+Afatinib (3)

Abbildung 17: Palliative Chemotherapie (n = 167, Angabe fehlt = 40)
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3.2 Experimenteller Teil

3.2.1 Pathologie-Kohorte und histologische Praparate

Wie in Tabelle 11 und Abbildung 18 dargestellt, lagen dem Pathologischen Institut der Ludwig-
Maximilians-Universitit Miinchen des Campus GroBhadern bei 98 Patient*innen (47,3 %) his-
tologische Priparate fiir die folgenden Analysen vor. Bei 109 Patient*innen (52,7 %) lagen
keine histologischen Préparate zur weiteren Analyse vor. Griinde fiir das fehlende Vorliegen
der histologischen Priaparate waren unter anderem, dass die Erstdiagnose in einer anderen Kli-
nik gestellt wurde und uns die Paraffinblocke nicht zur Verfligung gestellt werden konnten oder

dass die vorhandenen Paraffinbldcke zu geringes Tumormaterial fiir die Analysen beinhalteten.

Charakteristik n= %

Histologisches Priparat fiir Analysen vorliegend

ja 98 473
nein 109 52,7
Gesamt: 207 100 %

Tabelle 11: Anzahl histologischer Prdparate

Abbildung 18 zeigt einen Uberblick iiber die differenzierte Darstellung der Pathologie-Kohorte.
Zum einen werden die unterschiedlichen Erkrankungsstadien der Patient*innen bei Erstdiag-
nose innerhalb der Pathologie-Kohorte aufgezeigt und zum anderen wird eine Differenzierung

der untersuchten histologischen Préparate dargestellt (siche hierzu auch Abb. 19).

Von 98 Patient*innen

(47,3 % des Gesamtkollektivs) lagen
histologische Praparate vor

Pathologie-Kohorte: N=98 (100%) | | Differenzierung histologischer Préparate

N=67 (68,4%)
mit Stadium bei ED: resektable

Differenzierung histologischer Priparate (n=98)

N=16 (16,3%)
mit Stadium bei ED: lokal

fortgeschritten

N=15 (15,3%)
mlt Stadlum bel ED metastasiert l\\.]\||3ph'rl’m|v.|r.|\‘(n 49)  mPankreas-Priparat** (n=32) ® Lypmhknoten- Priparat (n=2)

= Fernmetastasen-Priparat (n=5) ® Leberstanze (n=5) Keine Angabe (n=5)

Abbildung 18: Differenzierung Pathologie-Kohorte und histologische Prdparate
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Fiir die Analysen lagen von 98 Patient*innen (47,3 %) histologische Préparate vor. Diese Pa-
thologie-Kohorte beinhaltet Patient*innen mit unterschiedlichen Erkrankungsstadien bei Erst-
diagnose. Der grofite Anteil der Kohorte, 68,4 % (n = 67), hatte ein resektables Erkrankungs-
stadium bei Erstdiagnose, bei 16,3 % (n = 16) der Patient*innen lag ein lokal fortgeschrittenes
Erkrankungsstadium vor und bei 15,3 % (n = 15) war die Erkrankung bei Erstdiagnose bereits

1n einem metastasierten Zustand.

Abbildung 19 zeigt die Differenzierung der untersuchten histologischen Préparate. Der GroBteil
der Analysen (83 %) wurde an Priaparaten des Primarius durchgefiihrt. Bei 12 % der histologi-
schen Priparate handelte es sich um Biopsien aus Leberstanzen, Lymphknotenmetasten oder
Fernmetastasen. Bei 5 % der analysierten histologischen Préparate konnte das untersuchte Ur-
sprungsgewebe nicht explizit benannt werden, da die externen Pathologien keine umfangrei-

chen Informationen zur Verfligung stellten oder die spezifische Dokumentation fehlte.

Differenzierung histologischer Priparate (n=98)

® Whipple-Priaparat* (n=49) ® Pankreas-Praparat** (n=32)  ® Lypmhknoten- Priparat (n=2)

® Fernmetastasen-Praparat (n=5) @ Leberstanze (n=5) Keine Angabe (n=5)

* inkl. n =4 (Whipple + LK), ** inkl. n = 10 (Pankreas + Milz), n = 1 (Pankreas + Milz + Leber), n = 1 (Pankreas + LK)

Abbildung 19: Differenzierung histologischer Prdparate (n = 98)
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3.2.2 IDO-Expression

Abbildung 20 zeigt, dass im Rahmen der Untersuchung der IDO-Expression in Tumorzellen
und Stroma alle vorliegenden 98 Gewebeproben untersucht wurden. Hier lag bei 15 Patient*in-

nen (15,3 %) eine IDO-Expression vor. Bei 83 Patient*innen (84,7 %) konnte keine IDO-Ex-

pression nachgewiesen werden.

IDO Expression, n=98

B Ja ®m Nein

Abbildung 20: IDO-Expression (untersuchte Gewebeproben, n = 98)

3.2.3 CDS8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration

Im Rahmen der Untersuchung auf eine mogliche CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration des Tu-
morgewebes wurden 97 Gewebeschnitte untersucht (eine Gewebeprobe konnte aufgrund unzu-
reichenden Tumormaterials nicht flir diese Untersuchung verwendet werden). Eine messbare
CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration lag bei 28 Patient*innen (28,9 %) vor. Bei 69 Patient*in-
nen (71,1 %) konnte keine nennenswerte CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration nachgewiesen

werden, wie in Abbildung 21 dargestellt.

CD8+-Effektor-T-Zellen Infiltration, n=97

mJa mNein

Abbildung 21: CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration (untersuchte Gewebeproben, n = 97)
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3.2.4 Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe

Im Rahmen der Untersuchung des Tumorgewebes auf eine mogliche Infiltration durch
FOXP3+-regulatorische-T-Zellen im Tumorgewebe wurden 96 Gewebeschnitte untersucht
(zwei Gewebeproben konnten aufgrund von unzureichendem Tumormaterial nicht fiir diese
Untersuchung verwendet werden). Ein Nachweis von FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe ge-
lang bei 48 Patient*innen (50 %) vor. Bei den anderen 48 untersuchten Gewebeproben (50 %)

des Kollektivs konnte, wie in Abbildung 22 dargestellt, keine signifikante Infiltration durch

FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe nachgewiesen werden.

FOXP3+ Regulatorische T-Zellen, n=96

mJa

Nein

Abbildung 22: Nachweis FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe (untersuchte Gewebeproben, n = 96)

In der folgenden Tabelle sind die zuvor beschriebenen Daten noch einmal zusammengefasst:

IDO-Expression

Signifikante Infiltration des Tu-
morgewebes durch CD8+-T-Ef-

Signifikante Infiltration des

Tumorgewebes durch regulatori-

fektorzellen sche FOXP3+-T-Zellen
Ja Nein > Ja Nein > Ja Nein >
n=15 | n=283 n =98 n=28 n=69 n=97 n=48 n=48 n=96
153% | 84,7% | 100 % 28,9 % 71,1 % 100 % 50 % 50 % 100 %

Tabelle 12: Ubersicht der Expression von IDO und Infiltration von CD8+-T-Effektorzellen und

regulatorischen FOXP3+-T-Zellen
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3.2.5 Klinische Charakteristika: IDO, CD8+, FOXP3

Im folgenden Abschnitt wird die Kohorte, die im Pathologischen Institut untersucht und analy-
siert worden ist, nach ausgewihlten klinischen Charakteristika und dem Expressions- und In-
filtrationsstatus von IDO, CD8+-Effektor-T-Zellen und dem Nachweis von FOXP3+-regulato-

rischen T-Zellen im Tumorgewebe beschrieben.

3.2.5.1 Expression von IDO

Tabelle 13 stellt ausgewihlte klinische Charakteristika wie Alter, Geschlecht, ECOG, das Er-
krankungsstadium bei Erstdiagnose und ob eine Operation in kurativer Absicht durchgefiihrt
wurde dar. Die klinischen Charakteristika werden jeweils aufgesplittet beschrieben in Abhén-

gigkeit davon, ob eine Expression von IDO in Tumorzellen und dem Stroma vorliegt oder nicht.

Expression von IDO
Charakteristika Nein Ja Gesamt
Anzahl Anzahl
Geschlecht M:innlich 45 6 51
(54,2 %) (40 %)
Weiblich 38 9 47
(45,8 %) (60 %)
Gesamt 83 15 98
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
ECOG 0 30 4 34
(44,8 %) (40 %)
1 29 6 35
(43,3 %) (60 %)
2 7 0 7
(10,4 %) 0 %)
3 1 0 1
1,5 %) 0 %)
Gesamt 67 10 77
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
Erkrankungsstadium lokal fortge- 13 4 17
bei Erstdiagnose schritten (15,7 %) (26,7 %)
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metastasiert 15 1 16
(18,1 %) (6,7 %)
resektabel 55 10 65
(66,3 %) (66,7 %)
Gesamt 83 15 98
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
OP in kurativer Absicht Keine OP 16 1 17
(19,3 %) (6,7 %)
op 67 14 81
(80,7 %) (93,3 %)
Gesamt 83 15 98
(100 %) (100 %)
64,0 68,3
Charakteristika Alter in Jahren

Tabelle 13: Ubersicht klinischer Charakteristika und Expression von IDO

Das Durchschnittsalter der Patient*innen war bei vorliegender IDO Expression 4,3 Jahre hoher
als wenn keine IDO-Expression vorlag. Die Geschlechterverteilung lag bei 40 % Ménnern und
60 % Frauen. Es wurde nur eine IDO-Expression im Tumorgewebe oder Stroma gesehen bei
Patient*innen mit einem £COG von 0 und 1 sowie vor allem bei Patient*innen mit einem re-
sektablen Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose (66,7 %). Bei 93,3 % der Patient*innen, bei

denen eine IDO-Expression gesehen wurde, wurde eine OP in kurativer Absicht durchgefiihrt.
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3.2.5.2 CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration

Tabelle 14 stellt ausgewihlte klinische Charakteristika wie Alter, Geschlecht, ECOG, das Er-
krankungsstadium bei Erstdiagnose und ob eine Operation in kurativer Absicht durchgefiihrt
wurde dar. Die klinischen Charakteristika werden jeweils aufgesplittet dargestellt in Abhéngig-

keit davon, ob eine Infiltration von CD8+-Effektor-T-Zellen vorliegt oder nicht.

CD8+-Effektor-T-Zellen Infiltration
Charakteristika Nein Ja Gesamt
Geschlecht Minnlich 36 14 50
(52,2 %) (50 %)
Weiblich 33 14 47
(47,8 %) (50 %)
Gesamt 69 28 97
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
ECOG 0 27 6 33
(49,0 %) (28,5 %)
1 22 13 35
(40 %) (61,9 %)
2 6 1 7
(11,0 %) 4,8 %)
3 0 1 1
0 %) 4,8 %)
Gesamt 55 21 76
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
Erkrankungsstadium lokal fortge- 11 6 17
bei Erstdiagnose schritten (15,9 %) (21,4%)
metastasiert 11 4 15
(15,9 %) (14,3 %)
resektabel 47 18 65
(68,2 %) (64,3 %)
Gesamt 69 28 97
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(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
OP in kurativer Absicht Keine OP 13 3 16
(18,8 %) (10,7 %)
op 56 25 81
(81,2 %) (89,3 %)
Gesamt 69 28 97
(100 %) (100 %)
Charakteristika Alter in Jahren 63.9 663

Tabelle 14: Ubersicht klinischer Charakteristika und CDS8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration

Die Geschlechterverteilung der hier dargestellten Kohorte ist genau ausgeglichen verteilt (50 %
Mainner und 50 % Frauen). Das Durchschnittsalter der Patient*innen war bei vorliegender In-
filtration von CD8+-Effektor-T-Zellen 3,6 Jahre hoher gegeniiber dem Zustand, dass keine In-
filtration durch CD8+-Effektor-T-Zellen vorlag. Eine Infiltration von CD8+-Effektor-T-Zellen
wurde bei 61,9 % der Patient*innen gesehen, die einen ECOG von 1 aufzeigten, 28,5 % der
Patient*innen hatten einen ECOG von 0 und jeweils nur ein*e Patient*in (4,8 %) hatten bei
Erstdiagnose einen ECOG von 2 oder 3. Bei 89,3 % der Patient*innen, bei denen eine Infiltra-

tion durch CD8+-Effektor-T-Zellen gesehen wurde, wurde eine OP in kurativer Absicht durch-

gefiihrt.
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3.2.5.3 Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe

Tabelle 15 stellt ausgewihlte klinische Charakteristika wie Alter, Geschlecht, ECOG, das Er-
krankungsstadium bei Erstdiagnose und ob eine Operation in kurativer Absicht durchgefiihrt
wurde dar. Die klinischen Charakteristika werden jeweils aufgesplittet dargestellt in Abhéngig-

keit davon, ob ein Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe vorliegt oder

nicht.
Nachweis FOXP3+-regulatorischer
T-Zellen im Tumorgewebe
Charakteristika Nein Ja Gesamt
Geschlecht Minnlich 26 23 49
(54,2 %) (48 %)
Weiblich 22 25 47
(45,8 %) (52 %)
Gesamt 48 48 96
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
ECOG 0 17 16 33
(48,6 %) (40 %)
1 13 21 34
37,1 %) (52,5 %)
2 5 2 7
(14,3 %) (5 %)
3 0 1 1
0 %) 2,5 %)
Gesamt 35 40 75
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
Erkrankungsstadium lokal fortge- 8 9 17
bei Erstdiagnose schritten (16,7 %) (18,7 %)
metastasiert 7 8 15
(14,5 %) (16,7 %)
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resektabel 33 31 64
(68,8 %) (64,6 %)
Gesamt 48 48 96
(100 %) (100 %)
Charakteristika Nein Ja Gesamt
OP in kurativer Absicht Keine OP 9 7 16
(18,8 %) (14,6 %)
op 39 41 80
(81,2 %) (85,4 %)
Gesamt 48 48 96
(100 %) (100 %)
Charakteristika Alter in Jahren 642 65.2

Tabelle 15: Ubersicht klinischer Charakteristika und Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im
Tumorgewebe

Die Geschlechterverteilung der hier dargestellten Kohorte ist ausgeglichen verteilt (48 % Mén-
ner und 52 % Frauen). Das Alter der Patient*innen lag durchschnittlich beim Nachweis von
FOXP3+-regulatorischen T-Zellen ein Jahr hoher gegeniiber dem Zustand, dass keine
FOXP3+-regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe nachgewiesen werden konnten. Ein
Nachweis von FOXP3+-regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe wurde vor allem bei
Patient*innen gesehen, die einen ECOG von 0 (40 %) oder 1 (52,5 %) aufzeigten. Bei 85,4 %
der Patient*innen, bei denen FOXP3+-regulatorische T-Zellen im Tumorgewebe nachgewiesen

wurden, wurde eine OP in kurativer Absicht durchgefiihrt.

64
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4.1 Univariate Analysen

Im Folgenden werden die durchgefiihrten univariaten Analysen dargestellt. Klinische Variablen
wie Alter, Geschlecht, Allgemeinzustand, Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose, Resektion des
Primértumors, Vorliegen einer Diabetes-mellitus-Erkrankung und laborchemische Parameter
(CRP, CEA, CA19-9 und Thrombozytenanzahl) wurden mit dem Gesamtiiberleben korreliert.
Hier wurde das gesamte Patient*innen-Kollektiv in die Analysen inkludiert. Unter 4.2 werden
fiir die Korrelations- und Uberlebensanalysen fiir die immunologischen Biomarker im Tumor-

gewebe Subgruppen gebildet.

4.1.1 Klinische Variablen

4.1.1.1 Alter

Um den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (Overall survival, OS) und dem Alter
der Patient*innen zu untersuchen, wurde ein Median-Split, orientiert am medianen Alter von
66 Jahren, durchgefiihrt. Tabelle 16 zeigt das mediane Uberleben der Altersgruppen und das
Ergebnis des Log-Rank-Tests. Abbildung 23 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Altersgrup-
pen. Beziiglich des medianen OS der beiden Gruppen zeigte sich ein nummerischer Unterschied
von 2,4 Monaten zugunsten der &dlteren Patient*innengruppe. Dieser Unterschied erreichte je-

doch keine statistische Signifikanz (p = 0,38).

Alter n= Medianes OS in Monaten p-Wert
Unter 66 103 16,75
0,38
GroBer gleich 66 104 19,13

Tabelle 16: Median des OS entsprechend Alter und Log-Rank-Test
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Schdtzer fiir das Alter
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4.1.1.2 Geschlecht

Die folgende Tabelle 17 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
dem Geschlecht der Patient*innen sowie das Ergebnis des Log-Rank-Tests. Abbildung 24 zeigt
die Kaplan-Meier-Kurven der Geschlechter. Beziiglich des medianen Gesamtiiberlebens der
beiden Gruppen zeigte sich ein Uberlebensvorteil von 3,2 Monaten zugunsten der ménnlichen

Patient*innen bei fehlender statistischer Signifikanz (p = 0,82).

Geschlecht n= Medianes OS in p-Wert
Monaten
Weiblich 101 15,88
0,82
Mainnlich 106 19,00

Tabelle 17: Median des OS entsprechend Geschlecht und Log-Rank-Test

Geschlecht
1,07 E[
1 —Imannlich
Iweiblich
‘ t—mannlich-zensiert
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Gesamtiiberleben (OS) in Monaten

Abbildung 24: Kaplan-Meier-Schdtzer fiir das Geschlecht
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4.1.1.3 ECOG

Die folgende Tabelle 18 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
dem Allgemeinzustand der Patient*innen. Abbildung 25 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven des
Allgemeinzustandes der Patient*innen. Beziiglich des medianen Uberlebens der beiden Grup-
pen zeigte sich ein statistisch signifikanter Uberlebensvorteil von 10,4 Monaten zugunsten der

Gruppe der Patient*innen mit keinen oder wenigen Einschrinkungen im Alltag (ECOG von 0

und 1 (p <0,01).

ECOG n= Medianes OS in p-Wert
Monaten
0-1 150 18,86
<0,01
2-3 18 8,50

Tabelle 18: Median des OS entsprechend ECOG und Log-Rank-Test
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Schidtzer fiir ECOG
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4.1.1.4 Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose

Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem medianen Gesamtiiberleben und dem
Erkrankungsstadium der Patient*innen bei Erstdiagnose (Tabelle 19) dargestellt. Abbildung 26
zeigt die Kaplan-Meier-Kurven zum Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose. Beziiglich des me-
dianen Gesamtiiberlebens der drei Gruppen zeigte sich deskriptiv ein Uberlebensvorteil der Pa-
tient*innen, die sich bei Erstdiagnose in einem resektablen Erkrankungsstadium befanden. Da-
bei handelt es sich um Patient*innen, bei denen eine Resektion des Primirtumors durchgefiihrt
werden konnte. Im Vergleich zu Patient*innen im lokal fortgeschrittenen Erkrankungsstadium
lag ein Uberlebensvorteil von 12,3 Monaten vor. Im Vergleich zu Patient*innen mit Metastasen
bei Erstdiagnose lag ein Uberlebensvorteil von 19,4 Monaten vor. Weiterhin hatten Patient*in-
nen mit lokal fortgeschrittenem Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose einen Uberlebensvorteil
von 7,2 Monaten gegeniiber der Gruppe der Patient*innen, bei der eine systemische Streuung
des Tumors in Form von Metastasen vorlag. Diese Patient*innengruppe hatte die kiirzeste me-
diane Uberlebenszeit von 9,8 Monaten. Der p-Wert des log-Rank-Tests zeigte eine deutliche

Signifikanz (p <0,01).

Erkrankungsstadium n= Medianes OS in p-Wert
bei Erstdiagnose Monaten
Lokal fortgeschritten 31 17,00
<0,01
Metastasiert 96 9,83
Resektabel 80 29,29

Tabelle 19: Median des OS entsprechend Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose und Log-Rank-Test
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Abbildung 26.: Kaplan-Meier-Schdtzer fiir Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose
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4.1.1.5 Resektion des Priméartumors

Die folgende Tabelle 20 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
dem Vorliegen einer durchgefiihrten Resektion des Primédrtumors in kurativer Intention. Abbil-
dung 27 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Gruppen der Patient*innen beziiglich der durch-
gefiihrten oder nicht durchgefiihrten Operation. Beziiglich des medianen OS der beiden Grup-
pen zeigte sich ein Uberlebensvorteil von 19,6 Monaten zugunsten der Gruppe der Patient*in-

nen, die eine Operation erhalten haben, bei einer vorliegenden Signifikanz von p < 0,01.

Medianes OS in p-Wert
Operation n= Monaten
Keine Resektion 109 9,77
<0,01
Resektion in kurativer Intention 98 29,38

Tabelle 20: Median des OS entsprechend OP und Log-Rank-Test
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Schdtzer fiir Operation
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4.1.2 Tumormarker

4.1.2.1 CEA

Der Tumormarker CEA wurde ebenfalls hinsichtlich eines vorliegenden Zusammenhangs auf
das mediane Gesamtiiberleben untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 dargestellt. Ab-
bildung 28 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven des Tumormarkers CEA. Es wurde ein Median-
Split, orientiert an der medianen Konzentration von 4,2 pg/l zum Zeitpunkt der Erstdiagnose,
durchgefiihrt und somit wurden zwei Gruppen gebildet. Es zeigte sich ein signifikanter Uber-

lebensvorteil der Patient*innen-Gruppe mit geringerer CEA Konzentration im Serum von 13

Monaten (p <0,01).

CEA n= Medianes OS in p-Wert
Monaten
<42 85 24,00
<0,01
>4,2 86 11,00
Tabelle 21: Median des OS entsprechend CEA und Log-Rank-Test
104 o CEA
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Schdtzer des Tumormarkers CEA
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4.1.2.2 CA19-9

Ein weiterer Tumormarker, der Marker CA19-9, wurde hinsichtlich eines vorliegenden Zusam-
menhangs auf das mediane Gesamtiiberleben untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22
dargestellt. Abbildung 29 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven des Tumormarkers CA19-9. Auch
hier wurde ein Median-Split, orientiert an der medianen Konzentration von 166 U/l zum Zeit-
punkt der Erstdiagnose, durchgefiihrt und somit zwei Gruppen gebildet. Es zeigte sich ein sig-
nifikanter Uberlebensvorteil der Patient*innen-Gruppe mit geringerer CA19-9 Konzentration

im Serum von 10,5 Monaten (p < 0,01).

CA 199 n= Medianes OS in p-Wert
Monaten
<166 89 22,67
<0,01
> 166 92 12,14

Tabelle 22: Median des OS entsprechend CA 19-9 und Log-Rank-Test
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Abbildung 29: Kaplan-Meier-Schdtzer des Tumormarkers CA 19-9
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4.1.3 Inflammatorische Biomarker im peripheren Blut und
Diabetes mellitus

4.1.3.1 CRP

Ein weiterer untersuchter laborchemischer Parameter aus dem Serum der Patient*innen war der
Entziindungswert CRP. Dieser Parameter wurde ebenfalls hinsichtlich eines vorliegenden Zu-
sammenhangs auf das mediane Gesamtiiberleben untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 23
dargestellt. Abbildung 30 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven des Entziindungswertes CRP. Auch
hier wurde ein Median-Split, orientiert an der medianen Konzentration von 0,67 (mg/dl) zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose, durchgefiihrt. Daraufhin wurden zwei Gruppen gebildet. Es zeigte
sich ein signifikanter Uberlebensvorteil der Gruppe der Patient*innen, bei denen ein geringerer
CRP-Wert vorlag. Patient*innen mit niedrigeren CRP-Werten zeigten einen Uberlebensvorteil
von 10,4 Monaten gegeniiber Patient*innen mit héheren CRP-Werten. Der p-Wert des Log-
Rank-Tests zeigte eine Signifikanz auf (p <0,01).

CRP n= Medianes OS in Monaten p-Wert
<0,67 94 22,40
<0,01
> 0,67 96 12,00

Tabelle 23: Median des OS entsprechend CRP und Log-Rank-Test
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Abbildung 30: Kaplan-Meier-Schdtzer fiir den Entziindungswert CRP
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4.1.3.2 Thrombozyten

Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen Thrombozyten-Konzentration (G/l) und
medianen Gesamtiiberleben untersucht. Auch hier wurde ein Median-Split, orientiert an der
medianen Konzentration von 243 (G/1) zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, durchgefiihrt. Die fol-
gende Tabelle 24 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und der
Thrombozyten-Konzentration. Abbildung 31 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven des Uberlebens
in Abhingigkeit der Thrombozytenzahl bei Erstdiagnose. Beziiglich des medianen OS der bei-
den Gruppen zeigte sich ein nummerischer Unterschied von 5,3 Monaten zugunsten der Gruppe
der Patient*innen mit erhdhter Thrombozyten-Konzentration. Der p-Wert des Log-Rank-Tests

zeigte keine Signifikanz (p = 0,13).

Thrombozyten n= Medianes OS in Monaten p-Wert
<243 96 14,20
0,13
> 243 95 19,50

Tabelle 24: Median des OS nach Thrombozyten und Log-Rank-Test

10 Thrombozytose
' —M<=243
1> 243
L‘ t—<= 243-zensiert
| > 243-zensiert

0,87 LL
- IL
Q
L 067 L L
@ L
2 L L
2 L+
g 0,47 1“ | 8
> L

L kL
0,2 L o
Bt +
0,0
T T T T T T
00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Gesamtiiberleben (OS) in Monaten

Abbildung 31: Kaplan-Meier-Schiditzer fiir Thrombozyten
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4.1.3.3 Diabetes mellitus

Die folgende Tabelle 25 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
dem Vorliegen einer Diabetes-mellitus-Erkrankung bei Erstdiagnose. Abbildung 32 zeigt die
Kaplan-Meier-Kurven beziiglich des Vorliegens einer Diabetes-mellitus-Erkrankung. Beziig-
lich des medianen OS der beiden Gruppen zeigte sich ein nummerischer Unterschied von 2,3
Monaten zugunsten der Gruppe der Patient*innen ohne Diabetes-mellitus-Erkrankung, bei aus-

bleibender Signifikanz (p = 0,99).

Diabetes mellitus n= Medianes OS in p-Wert
Monaten
Kein Diabetes 110 18,29
0,99
Diabetes 52 16,00

Tabelle 25: Median des OS entsprechend dem Vorliegen eines Diabetes mellitus
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Schdtzer fiir Diabetes mellitus
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4.2 Immunologische Biomarker im Tumorgewebe
4.2.1 IDO-Expression

4.2.1.1 IDO-Expression — Patient*innenpopulation: resektabel

4.2.1.1.1 Gesamtiiberleben

Die folgende Tabelle 26 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
der IDO-Expression im Tumorgewebe. Abbildung 33 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der IDO-
Expression im Tumorgewebe (Gesamtiiberleben). Hier wurde das Gesamtiiberleben der Pati-
ent*innen analysiert, die bei Erstdiagnose eine resektable Ausgangssituation aufzeigten und
eine Operation in kurativer Absicht erhielten. Beziiglich des OS beider Gruppen zeigte sich ein
nummerischer Unterschied von 4,2 Monaten zugunsten der Gruppe der Patient*innen mit vor-

liegender IDO-Expression. Der p-Wert des Log-Rank-Tests zeigte jedoch keine statistische

Signifikanz (p = 0,63).

IDO-Expression n= Medianes OS in Monaten p-Wert
Nein 55 29,30
0,63
Ja 10 33,50

Tabelle 26:Median des OS entsprechend der IDO-Expression (Patient*innenpopulation: resektabel)
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Abbildung 33: Kaplan-Meier-Schdtzer: OS fiir IDO-Expression (Patient*innenpopulation: resektabel)
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4.2.1.1.2 DFS

Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem DF'S in Monaten und der IDO-Expres-
sion im Stroma und im Tumorgewebe sowie das Ergebnis des Log-Rank-Tests beziiglich des
DFS beider Gruppen in Tabelle 27 dargestellt. Bei der Berechnung des DF'S wurden nur Pati-
ent*innen mit resektabler Ausgangssituation bei Erstdiagnose und erfolgter Operation in kura-
tiver Absicht inkludiert. Abbildung 34 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fiir das DFS in Abhén-
gigkeit der IDO-Expression. Es zeigte sich ein geringer nummerischer Unterschied im OS von
1,8 Monaten der Patient*innen mit vorliegender IDO-Expression. Der p-Wert des Log-Rank-

Tests zeigte keine Signifikanz (p = 0,45).

IDO-Expression n= DFS in Monaten p-Wert
Nein 45 12,5
0,45
Ja 9 14,3

Tabelle 27: Median des DFS entsprechend der IDO-Expression (Patient*innenpopulation: resektabel)
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4.2.1.2 IDO-Expression — Patient*innen- Population: LAPC und MET
4.2.1.2.1 Gesamtiiberleben

Die folgende Tabelle 28 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
der IDO-Expression im Tumorgewebe. Hier wurde das Gesamtiiberleben der Patient*innen
analysiert, die bei Erstdiagnose eine lokal fortgeschrittene oder metastasierte Ausgangssituation
aufzeigten. Abbildung 35 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der IDO-Expression im Tumorge-
webe (Gesamtiiberleben). Beziiglich des medianen Gesamtiiberlebens beider Gruppen zeigte
sich ein nummerischer Unterschied von 3,3 Monaten zugunsten der Gruppe der Patient*innen

mit vorliegender IDO-Expression. Der p-Wert des Log-Rank-Tests zeigte jedoch keine Signi-

fikanz (p = 0,22).

IDO-Expression n= Medianes OS in Monaten p-Wert
Nein 28 16,70
0,22
Ja 5 20,00

Tabelle 28: Median des OS entsprechend der IDO-Expression (Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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Abbildung 35: Kaplan-Meier-Schdtzer: OS fiir IDO-Expression (Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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4.2.1.3 PFS

Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem PFS in Monaten und der IDO-Expres-
sion im Stroma und im Tumorgewebe sowie das Ergebnis des Log-Rank-Tests beziiglich des
PFS beider Gruppen in Tabelle 29 dargestellt. Abbildung 36 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven
fiir das PFS in Abhidngigkeit der IDO-Expression. Bei der Berechnung des PFS wurden nur
Patient*innen inkludiert, welche bei Erstdiagnose als lokal fortgeschritten erkrankt oder meta-

stasiert eingestuft wurden. Es zeigte sich kein Unterscheid im PFS, der p-Wert des Log-Rank-

Tests zeigte keine Signifikanz (p = 0,12).

IDO-Expression n= PFS in Monaten p-Wert
Nein 24 4,5
0,12
Ja 3 4,0

Tabelle 29: Median des PFS entsprechend der IDO-Expression (Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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4.2.2 CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration
4.2.2.1 CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration — Patient*innenpopulation: resektabel

4.2.2.1.1 Gesamtiiberleben

Die folgende Tabelle 30 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
der Infiltration des Tumorgewebes durch CD8+-Effektor-T-Zellen sowie das Ergebnis des Log-
Rank-Tests. Abbildung 37 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Infiltration von CD8+-Effektor-
T-Zellen der Tumorzellen. Hier wurde das Gesamtiiberleben der Patient*innen analysiert, die
bei Erstdiagnose eine resektable Ausgangssituation aufzeigten und eine Operation in kurativer
Absicht erhielten. Beziiglich des medianen Gesamtiiberlebens beider Gruppen zeigte sich ein
nummerischer Unterschied von 2,2 Monaten zugunsten der Gruppe der Patient*innen mit vor-
liegender CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration der Tumorzellen. Der p-Wert des Log-Rank-
Tests zeigte keine Signifikanz (p = 0,61).

CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration | n= | Medianes OS in Monaten | p-Wert

Nein 47 29,33
0,61

Ja 18 31,50

Tabelle 30: Median des OS nach CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration (Patient*innenpopulation: resektabel)
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Abbildung 37: Kaplan-Meier-Schdtzer OS fiir CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration
(Patient*innenpopulation: resektabel)
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4.2.2.1.2 DFS

Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem DFS in Monaten und der CD8+-Effek-
tor-T-Zellen-Infiltration im Tumorgewebe sowie das Ergebnis des Log-Rank-Tests beziiglich
des DFS beider Gruppen in Tabelle 31 dargestellt. Abbildung 38 zeigt die Kaplan-Meier-Kur-
ven der CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration im Tumorgewebe. Bei der Berechnung des DF'S
wurden nur Patient*innen mit resektabler Ausgangssituation bei Erstdiagnose und erfolgter
Operation in kurativer Absicht inkludiert. Es zeigte sich ein knapp nicht signifikanter Uberle-
bensvorteil von 3,8 Monaten der Patient*innen ohne vorliegende CD8+-Effektor-T-Zellen-In-

filtration. Der p-Wert des Log-Rank-Tests lag bei 0,05.

CD8+-Effektor-T- n= DFS in Monaten p-Wert

Zellen-Infiltration

Nein 38 14,00
0,05

Ja 16 10,20

Tabelle 31: Median des DFS CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration (Patient*innenpopulation: resektabel)
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4.2.2.2 CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration —

Patient*innen-population: LAPC und MET
4.2.2.2.1 Gesamtiiberleben
Die folgende Tabelle 32 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
der Infiltration des Tumorgewebes durch CD8+-Effektor-T-Zellen sowie das Ergebnis des Log-
Rank-Tests. Abbildung 39 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Infiltration von CD8+-Effektor-
T-Zellen der Tumorzellen. Hier wurde das Gesamtiiberleben der Patient*innen analysiert, die
bei Erstdiagnose eine lokal fortgeschrittene oder metastasierte Ausgangssituation aufzeigten.
Beziiglich des OS beider Gruppen zeigte sich ein deutlich lingeres medianes Gesamtiiberleben
von 13,7 Monaten bei der Gruppe der Patient*innen mit vorliegender CD8+-Effektor-T-Zellen-
Infiltration der Tumorzellen. Der p-Wert des Log-Rank-Tests zeigte eine Signifikanz
(p =0,03).

CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration n= Medianes OS in Monaten | p-Wert
Nein 22 13,67

0,03
Ja 10 27,33

Tabelle 32: Median des OS nach CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration (Patient *innenpopulation: LAPC und MET)
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Abbildung 39: Kaplan-Meier-Schdtzer OS fiir CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration
(Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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4.2.2.2.2 PFS

Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem PFS in Monaten und der CD8+-Effek-
tor-T-Zellen-Infiltration im Tumorgewebe sowie das Ergebnis des Log-Rank-Tests beziiglich
des PFS beider Gruppen in Tabelle 33 dargestellt. Abbildung 40 zeigt die Kaplan-Meier-Kur-
ven der CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration im Tumorgewebe. Bei der Berechnung des PFS
wurden nur Patient*innen inkludiert, welche bei Erstdiagnose als lokal fortgeschritten erkrankt
oder metastasiert eingestuft wurden. Es zeigte sich ein nummerischer nur geringer Unterschied
von 1,8 Monaten zugunsten der Gruppe der Patient*innen ohne vorliegende CD8+-Effektor-T-

Zellen-Infiltration. Der p-Wert des Log-Rank-Tests zeigte keine Signifikanz auf (p = 0,76).

CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration n= PFS in Monaten p-Wert
Nein 19 4,8
0,76
Ja 7 3,0

Tabelle 33: Median des PFS: CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration (Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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Abbildung 40: Kaplan-Meier-Schdtzer PFS: CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration
(Patient*innenpopulation: LAPC und MET)

84



Ergebnisse — Korrelations- und Uberlebensanalysen

4.2.3 Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe

4.2.3.1 Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen —
Patient*innenpopulation: resektabel

4.2.3.1.1 Gesamtiiberleben

Die folgende Tabelle 34 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
dem Nachweis FOXP3-positiver-regulatorischer-T-Zellen. Abbildung 41 zeigt die Kaplan-
Meier-Kurven fiir den Nachweis FOXP3-positiver-regulatorischer-T-Zellen. Hier wurde das
Gesamtiiberleben der Patient*innen analysiert, die bei Erstdiagnose eine resektable Ausgangs-
situation aufzeigten und eine Operation in kurativer Absicht erhielten. Beziiglich des medianen
Gesamtiiberlebens zeigte sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen. Der p-Wert des Log-

Rank-Tests zeigte keine Signifikanz (p = 0,77).

FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe n= | Medianes OS in Monaten | p-Wert
Nein 33 30,00
0,77
Ja 31 30,00

Tabelle 34: Median des OS entsprechend FOXP3+-regulatorische T-Zellen (Patient *innenpopulation. resektabel)
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Abbildung 41: Kaplan-Meier-Schdtzer OS fiir FOXP3+-regulatorische T-Zellen
(Patient*innenpopulation: resektabel)
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4.2.3.1.1.1 DFS

Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem DFS in Monaten und der Infiltration
durch FOXP3+-regulatorische-T-Zellen sowie das Ergebnis des Log-Rank-Tests beziiglich des
DFS beider Gruppen in Tabelle 35 dargestellt. Abbildung 42 zeigt die Kaplan-Meier Kurven
fiir die FOXP3+-regulatorische-T-Zellen-Infiltration. Bei der Berechnung des DF'S wurden nur
Patient*innen mit resektabler Ausgangssituation bei Erstdiagnose und erfolgter Operation in
kurativer Absicht inkludiert. Es zeigte sich ein geringer Uberlebensvorteil von einem Monat fiir

die Gruppe der Patient*innen mit vorliegender Infiltration durch FOXP3+-regulatorische T-

Zellen im Tumorgewebe bei fehlender Signifikanz (p = 0,90).

FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe n= DFS in Monaten p-Wert
Nein 28 12,00
0,90
Ja 26 13,00

Tabelle 35: Median des DFS: FOXP3+-regulatorischer T-Zellen-Infiltration
(Patient*innenpopulation: resektabel)
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Abbildung 42: Kaplan-Meier-Schdtzer DFS: FOXP3+-regulatorische T-Zellen
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4.2.3.2 Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen —
Patient*innenpopulation: LAPC und MET

4.2.3.2.1 Gesamtiiberleben

Die folgende Tabelle 36 zeigt den Zusammenhang zwischen dem Gesamtiiberleben (OS) und
dem Nachweis FOXP3-positiver-regulatorischer T-Zellen. Abbildung 43 zeigt die Kaplan-
Meier-Kurven fiir den Nachweis FOXP3-positiver regulatorischer T-Zellen. Hier wurde das
Gesamtiiberleben der Patient*innen analysiert, die bei Erstdiagnose eine lokal fortgeschrittene
oder metastasierte Ausgangssituation aufzeigten. Beziiglich des medianen Gesamtiiberlebens
beider Gruppen zeigte sich ein nummerischer Unterschied von 5 Monaten zugunsten der
Gruppe der Patient*innen mit Nachweis von FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im Tumorge-

webe. Der p-Wert des Log-Rank-Tests zeigte keine Signifikanz (p = 0,55).

FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe n= Medianes OS in Monaten | p-Wert
Nein 15 14,00
0,55
Ja 17 19,00

Tabelle 36: Median des OS entsprechend FOXP3+-regulatorische T-Zellen
(Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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Abbildung 43: Kaplan-Meier-Schdtzer OS fiir FOXP3+-regulatorische T-Zellen
(Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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4.2.3.2.1.1 PFS

Im Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem PFS in Monaten und der Infiltration
durch FOXP3+-regulatorische T-Zellen im Tumorgewebe sowie das Ergebnis des Log-Rank-
Tests beziiglich des PFS beider Gruppen in Tabelle 37 dargestellt. Abbildung 44 zeigt die Ka-
plan-Meier-Kurven fiir die FOXP3+-regulatorische-T-Zellen-Infiltration im Tumorgewebe.
Bei der Berechnung des PF'S wurden nur Patient*innen inkludiert, welche bei Erstdiagnose als
lokal fortgeschritten erkrankt oder metastasiert eingestuft wurden. Es zeigte sich ein knapp
nicht signifikanter (p = 0,05) Uberlebensvorteil von 2,7 Monaten zugunsten der Gruppe der

Patient*innen ohne Infiltration durch FOXP3+-regulatorische-T-Zellen im Tumorgewebe.

FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe n= PFS in Monaten p-Wert
Nein 13 6,0

0,05
Ja 13 3,3

Tabelle 37: Median des PFS: FOXP3+-regulatorische-T-Zellen-Infiltration
(Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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Abbildung 44: Kaplan-Meier-Schdtzer PFS: FOXP3+-regulatorische T-Zellen
(Patient*innenpopulation: LAPC und MET)
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4.3 Korrelationen zwischen IDO-Expression, CD8+-Effektor-T-Zellen,

FOXP3+-regulatorischen-T-Zellen und klinischen Parametern

In den punktbiserialen Korrelationen zeigte sich ein signifikanter positiver Zusammenhang
zwischen der Expression von IDO im Tumorgewebe mit dem Tumormarker CEA zum Zeit-
punkt der Erstdiagnose. Weiterhin zeigte sich ein signifikanter positiver Zusammenhang von
FOXP3+-regulatorischen T-Zellen im Tumorgewebe und dem Tumormarker CEA zum Zeit-
punkt der Erstdiagnose. Lag eine Expression von IDO oder eine Infiltration durch FOXP3+-
regulatorische T-Zellen in den untersuchten Tumor-Gewebeproben vor, so lag im Durchschnitt
eine hohere Konzentration des Tumormarkers CEA im Serum vor. Bei allen anderen untersuch-
ten Parametern konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Die quantitativen

Ergebnisse sind der folgenden Tabelle 35 zu entnehmen.

CRP CA19-9 CEA | Thrombozyten

IDO- Korrelation | —0,039 —0,049 0,353** —-0,104
Expression Signifikanz 0,713 0,657 0,002 0,320

N 93 84 78 94
CD8+-Effektor Korrelation 0,086 -0,080 0,053 0,118
T-Zellen-Infiltration | Signifikanz 0,415 0,473 0,648 0,259

N 92 83 77 93
FOXP3+-TRegs- Korrelation 0,074 -0,102 0,265* -0,165
Infiltration Signifikanz 0,484 0,361 ,021 0,117

N 91 82 76 92

* Signifikant auf 0,05-Niveau ** Signifikant auf 0,01-Niveau

Tabelle 28: Punktbiseriale Korrelationen zwischen klinischen Parametern und IDO, CD8+ sowie FOXP3+
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Ergebnisse — Korrelations- und Uberlebensanalysen

4.4 Zusammenhinge von IDO-Expression, CD8+-Effektor-T-Zellen und
FOXP3+-regulatorischen T-Zellen

IDO-Expression und FOXP3+-TRegs

Hinsichtlich des gemeinsamen Vorliegens einer IDO-Expression und einer Infiltration durch
FOXP3+-regulatorische T-Zellen im Tumorgewebe ergab sich ein statistisch signifikanter Zu-
sammenhang beziiglich der Ausprigung beider Variablen (p = 0,002). Patient*innen, bei denen
eine Expression von IDO im Tumorgewebe vorlag, zeigten mit einer hoheren Wahrscheinlich-
keit ebenfalls eine Infiltration von FOXP3+-regulatorischen T-Zellen. Die quantitativen Ergeb-

nisse sind der folgenden Tabelle 36 zu entnehmen.

FOXP3+-TRegs
IDO-Expression Nein Ja Gesamt
Nein 46 35 81
Ja 2 13 15
Gesamt 48 48 96

(1) = 9,56, p=10.002, p = 0.316)

Tabelle 29: Kreuztabelle: Chi-Quadrat-Test fiir IDO-Expression und FOXP3+-TRegs

IDO-Expression und CD8+-Infiltration

Hinsichtlich des gemeinsamen Vorliegens einer IDO-Expression und einer CD8+-Effektor-T-
Zellen-Infiltration im Tumorgewebe zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang be-
ziiglich der Auspragung beider Variablen (p = 0,004). Patient*innen, bei denen eine Expression
von IDO im Tumorgewebe vorlag, zeigten mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit ebenfalls eine
Infiltration durch CD8+-Effektor-T-Zellen. Die quantitativen Ergebnisse sind der folgenden

Tabelle zu entnehmen.

CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration
IDO-Expression Nein Ja Gesamt
Nein 63 19 82
Ja 6 9 15
Gesamt 69 28 97

0(1) =838, p=0.004, p = 0.294)

Tabelle 30: Kreuztabelle: Chi-Quadrat-Test fiir IDO-Expression und CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration
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CD8+-Effektor-T-Zellen und FOXP3+-regulatorische-T-Zellen

Hinsichtlich des gemeinsamen Vorliegens einer Infiltration durch CD8+ Effektor-T-Zellen und
einer Infiltration durch FOXP3+-regulatorische T-Zellen im Tumorgewebe zeigte sich kein sta-
tistisch signifikanter Zusammenhang beziiglich der Auspriagung beider Variablen (p = 0.369).

Die quantitativen Ergebnisse sind der folgenden Tabelle 38 zu entnehmen.

Infiltration von FOXP3+-TRegs
CD8+-Effektor-T-Zell- Nein Ja Gesamt
Infiltration
Nein 36 32 68
Ja 12 16 28
Gesamt 48 48 96

(1) =081, p=0.369, ¢ = 0.092)

Tabelle 31: Kreuztabelle: Chi-Quadrat-Test fiir CD8+-Effektor-T-Zell-Infiltration
und Infiltration durch FOXP3+-TRegs
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4.5 Multivariate Cox-Regressionsanalysen

Im folgenden Abschnitt werden die durchgefiihrten multivariaten Analysen mit den Variablen

IDO, CD8+, FOXP3 und dem Gesamtiiberleben sowie dem DF'S dargestellt.

4.5.1 Multivariate Cox-Regression — Gesamtiiberleben

Tabelle 32 zeigt die Ergebnisse der multivariaten Cox-Regression beziiglich des Gesamtiiber-
lebens. Hier wurde das gesamte Patient*innen-Kollektiv, unabhédngig von dem Erkrankungs-
stadium bei Erstdiagnose, inkludiert. Es wurden die Patient*innen zur Analyse herangezogen,

in deren Fillen die zu untersuchenden Variablen (siche Tabelle 32) vorlagen (n = 70).

Dabei erwies sich weder IDO, CD8+ noch FOXP3 als signifikanter prognostischer Faktor be-
zliglich des Gesamtiiberlebens. Als signifikante negative prognostische Faktoren hinsichtlich
des Gesamtiiberlebens erwiesen sich ein metastasiertes Erkrankungsstadium (verglichen mit
resektablem Erkrankungsstadium), ein hoheres Grading (3 + 4 vs. 1 + 2) sowie ein schlechterer

Allgemeinzustand der Patient*innen bei Erstdiagnose.

Variable Hazard Ratio | 95 % Konfidenzin- |  Sjgnifikanz
tervall (engl. CI)

IDO-Expression 1,19 0,46-3,09 0,72
CD8+-Effektor-T-Zellen- 0,74 0,37-1,50 0,40
Infiltration

FOXP3+-TRegs-Infiltration 0,82 0,43-1,59 0,56
Alter 1,0 0,97-1,02 0,75
Erkrankungsstadium 0,85 0,33-2,19 0,74
lokal fortgeschritten®

Erkrankungsstadium metastasiert® 2,17 1,07-4.,40 0,03*
Grading® 1,85 1,01-3,38 0,05*
ECOG 4,29 1,75-10,51 >0,01%*

* Signifikant auf 0,05-Niveau; ** Signifikant auf 0,01-Niveau; * Im Vergleich mit Stadium resektabel; ® Im Vergleich mit
Stadium resektabel; ¢ Grade 1 + 2 vs. 3 +4; ¢ ECOG Performance Status: 0+ 1 vs. 2 +3

Tabelle 32: Ergebnisse der Cox-Regression beziiglich Gesamtiiberleben (n=70)
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4.5.2 Multivariate Cox-Regression — DFS

Tabelle 33 zeigt die Ergebnisse der multivariaten Cox-Regression beziiglich des DFS. Hier
wurden nur Patient*innen inkludiert, welche eine resektable Ausgangssituation bei Erstdiag-
nose aufzeigten und eine Operation in kurativer Absicht erhielten. Dabei erwies sich weder
IDO, CD8+ noch FOXP3 als signifikanter prognostischer Faktor beziiglich des erkrankungs-
freien Uberlebens. Die weiteren untersuchten Variablen zeigten ebenfalls keine signifikante

prognostische Funktion beziiglich des DFS.

Variable Hazard Ratio | 95 % Konfidenzin- |  Sjgnifikanz
tervall (engl. CI)

IDO-Expression 0,57 0,20-1,65 0,30
CD8+-Effektor-T-Zellen- 1,60 0,72-3,52 0,24
Infiltration

FOXP3+-TRegs-Infiltration 1,35 0,63-2,91 0,44
Alter 1,01 0,97-1,04 0,76
Grading® 0,91 0,43-1,94 0,81
ECOG"® 2,22 0,75-6,58 0,15

* Signifikant auf 0,05-Niveau; ** Signifikant auf 0,01-Niveau; ¢ Grade 1 + 2 vs. 3 + 4; ® Eastern Coop Performance Status: 0
+1vs.2+3

Tabelle 33: Ergebnisse der Cox-Regression beziiglich DFS (n = 39)
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5. Diskussion

5.1 Klinische Variablen, Tumormarker, inflammatorische Biomarker im
peripheren Blut und Diabetes mellitus

Im untersuchten Patient*innen-Kollektiv zeigte sich ein deutlich verldngertes medianes Ge-
samtiiberleben bei Patient*innen mit Pankreaskarzinom bei gutem Allgemeinzustand (ECOG
0 und 1). So zeigte sich dabei ein signifikanter Uberlebensvorteil von 10,4 Monaten im media-
nen Gesamtiiberleben (ECOG 0 bis 1: 18,86 Monate vs. ECOG 2 bis 3: 8.5 Monate, p < 0,01).
GleichermaBen zeigte sich im vorliegenden Datensatz das Erkrankungsstadium bei Erstdiag-
nose als signifikanter prognostischer Faktor. Im Vergleich zu Patient*innen mit Metastasierung
bei Erstdiagnose zeigte sich bei Patient*innen mit resektabler Ausgangssituation ein medianer
Uberlebensvorteil von 19,4 Monaten (p < 0,01). Auch der Tumormarker CA19-9 wurde hin-
sichtlich eines vorliegenden Zusammenhangs auf das mediane Gesamtiiberleben untersucht und
zeigte ebenfalls eine signifikante prognostische Bedeutung. Es zeigte sich ein signifikanter
Uberlebensvorteil der Patient*innen-Gruppe mit niedriger CA-19-9-Konzentration im Serum
(<166 Einheiten) bei Erstdiagnose von 10,5 Monaten (p < 0,01). Weiterhin konnte in den vor-
liegenden Analysen dem Tumormarker CEA eine signifikante prognostische Rolle beziiglich
des medianen Gesamtiiberlebens zugesprochen werden. Somit konnten die oben genannten ge-
sicherten Prognosefaktoren auch in dem hier untersuchten Patient*innen-Kollektiv bestitigt

werden sowie die Integritdt der Daten der vorliegenden Datenbank validiert werden.

Weiterhin ndherten wir uns der Frage, ob inflammatorische Biomarker mit dem OS der Pati-
ent*innen mit Pankreaskarzinom korrelieren kdnnten. Ein erhohter CRP-Wert war ebenso wie
in der Literatur beschrieben signifikant mit einem kiirzeren medianen Gesamtiiberleben asso-
ziiert [72, 76]. Die Anzahl der Thrombozyten, die bei inflammatorischen Prozessen im Korper
erhoht sein konnen, ergab in den vorliegenden Analysen keine signifikante Aussage beziiglich
des OS. Da inflammatorische Prozesse und die Inzidenz, an einem Pankreaskarzinom zu er-
kranken, mit dem Vorliegen einer Diabestes-mellitus-Erkrankung assoziiert sein konnen [87],
korrelierten wir weiterhin das OS mit dem Vorliegen einer Diabetes-mellitus-Erkrankung. Hier
zeigte sich ein nicht signifikanter Uberlebensvorteil von circa 2,3 Monaten (p = 0,99) bei Feh-

len einer Diabetes-mellitus-Erkrankung.
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In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, dass die Neudiagnose einer Diabetes mellitus auf
eine Pankreaskarzinom-Erkrankung hinweisen konnte. Da Screening-Instrumente zur Friiher-
kennung des Pankreaskarzinoms unabdingbar und bisher selten sind, sollte Biomarkern zur Er-

kennung von Hochrisikopopulationen Beachtung geschenkt werden [88].

Unter der Hypothese, dass eine IDO-Expression im Tumorgewebe mit dem OS korrelieren
konnte, etablierten wir in einem zeitlich und technisch aufwendigen Prozess, wie in Kapitel
2.2.2 ausfiihrlich beschrieben, einen neuen und eigenen Antikorper, da bis dato kein zuverlds-
siger IDO-Nachweis mittels Immunhistochemie etabliert worden war. Insbesondere war unklar,
ob die in bisherigen Studien verwendeten Antikodrper in der immunhistochemischen Untersu-

chung eine mdgliche IDO-Expression verldsslich nachweisen konnen [89].

Wie in der Einleitung beschrieben, zeigen préklinische Studien, dass IDO einen immunsupp-
ressiven Effekt im Tumormikromilieu ausiiben kann. Hierbei spielen insbesondere T-Zellen
eine entscheidende Rolle. Zusitzlich zur IDO-Expression bestimmten wir daher CD8+-T-Ef-

fektorzellen sowie regulatorische FOXP3+-T-Zellen im Tumorgewebe.
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5.2 IDO-Expression

In der Literatur findet man unterschiedliche Zusammenhinge und Studienergebnisse beziiglich
der prognostischen und priadiktiven Bedeutung der IDO-Expression bei verschiedenen Tumo-
rentitdten. Bislang wird davon ausgegangen, dass eine Expression von IDO im Tumorgewebe
mit einer schlechteren Prognose einhergeht [90-92]. Zahlreiche Studien haben bestitigt, dass
eine vermehrte IDO-Expression in unterschiedlichen Krebsentititen nachweisbar ist und die
Expression von IDO den malignen Zellen einen Uberlebensvorteil verschaffen kann [92-96].
In Tiermodellen konnte durch die Inhibition von IDO eine Unterdriickung der Tumorbildung
erreicht werden [91, 92, 97, 98]. In einer in Nature Medicine im Jahr 2005 veroffentlichten
Studie konnte an Mausmodellen gezeigt werden, dass durch eine Kombinationstherapie aus
einem Chemotherapeutikum plus IDO-Inhibitor die Ansprechraten gegentiber einer Mono-Che-
motherapie bei Malignomen unterschiedlicher Entitdt verbessert werden konnten [97]. Prékli-
nische Daten konnten weiterhin zeigen, dass die Kombinationstherapie aus Checkpoint-Inhibi-
toren und die Applikation eines IDO-Inhibitors zu einer verdnderten Tumor-Mikroumgebung

fiihrt und die Immunantwort der T-Zellen gegen den Tumor verbessert [92].

Das Einhergehen einer schlechteren Prognose bei erhohter IDO-Expression im tumorinfiltrie-

renden Gewebe konnte z. B. fiir folgende Tumorentititen nachgewiesen werden [92, 99—106]:

e Akute myeloische Leukdmie

e Mammakarzinom

e Zervixkarzinom

¢ Endometrium- und Ovarialkarzinom
¢ Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
¢ Glioblastom multiforme

e Melanom

Fiir das Pankreaskarzinom untersuchte eine im Mérz 2017 verdffentlichte Studie den Zusam-
menhang zwischen einer erhohten IDO-Expression im Adenokarzinom der an Pankreaskarzi-
nom erkrankten Patient*innen und dem Fortschreiten der Erkrankung. Dabei wurde gezeigt,
dass eine hohe IDO-Expression im Pankreaskarzinom mit einer schlechteren Prognose fiir die

Patient*innen einhergeht [96].

96



Diskussion

5.2.1 IDO-Inhibitoren

In unterschiedlichen Studien wird aktuell die Wirksamkeit von IDO-Inhibitoren, wie Indoxi-
mod, Epacadostat, Navoximod und BMS-986205, als Monotherapie und in Kombination mit
Checkpoint-Inhibitoren bei unterschiedlichen Tumorentititen untersucht [92, 107]. Epacados-
tat, Navoximod und BMS-986205 sind direkte IDO-Inhibitoren. Indoximod wirkt als indirekter
IDO-Inhibitor {iber Signalwege, an denen IDO beteiligt ist [92]. In der folgenden Abbildung 45
sind die beschriebenen IDO-Inhibitoren mit ihren Zielstrukturen und deren Wirkungsweisen
abgebildet.

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 45: IDO-Inhibitoren und deren Ziele, Copyright: Cancer Research Reviews [8]

Fiir das maligne Melanom konnte in jiingsten Studien gezeigt werden, dass das therapeutische
Ansprechen auf eine PD-1-Inhibition durch die gleichzeitige Gabe von IDO-Inhibitoren mog-
licherweise verbessert werden kann [108]. Insgesamt erwecken diese Daten die Hoffnung, dass
IDO-Inhibitoren, die in Mono- oder Kombinationstherapien eingesetzt werden, einen antineo-

plastischen Effekt haben konnten [8, 92, 97; 109-110].
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Jedoch zeigen sich in randomisierten Studien auch negative Ergebnisse. Im Sommer 2016
wurde eine randomisierte, Placebo-kontrollierte Phase-III-Studie (ECHO-301/KEYNOTE-
252) mit 700 Patient*innen bei metastasiertem Melanom durchgefiihrt. Die Patient*innen er-
hielten Pembrolizumab (ein PD-1-Inhibitor) in Kombination mit Epacadostat oder Placebo. Pri-
mire Endpunkte der Studie waren das progressionsfreie Uberleben sowie das Gesamtiiberleben.
Es konnte in der Studie kein statistisch signifikanter Vorteil zugunsten von Epacadostat gezeigt
werden, sodass die Studie im April 2018 abgebrochen wurde [111]. In einer weiteren randomi-
sierten Phase-II-Studie (NCT01685255) wurde Epacadostat als Monotherapie im Vergleich zu
Tamoxifen bei Patient*innen mit Ovarialkarzinom, Tuben- oder Peritonealkarzinom untersucht
[112]. Die Studie wurde aufgrund des schlechteren Ansprechens der Epacadostat-Monotherapie
abgebrochen. Das mediane progressionsfreie Uberleben betrug bei Studienabbruch 3,8 Monate
im Epacadostat-Studienarm (n = 22) im Gegensatz zum medianen progressionsfreien Uberle-

ben von 5,6 Monaten im Tamoxifen-Studienarm (n = 20) [112].

Speziell fiir das Pankreaskarzinom wurde in einer kiirzlich abgeschlossenen Studie von Bahary
et al. (NCT02077881) die Wirksamkeit der Kombination des IDO-Inhibitors Indoximod plus
Gemcitabin und nab-Paclitaxel in einer Phase-II-Studie bei Patient*innen mit metastasiertem
Pankreaskarzinom untersucht. Die Studie konnte ihr primédres Studienziel nicht erreichen (30-
prozentige Reduktion des HR fiir das mittlere OS) [113]. In der Studie zeigte sich weiterhin,
dass Patient*innen mit einem Ansprechen auf eine Kombinationstherapie des IDO-Inhibitors
Indoximod plus Gemcitabin und nab-Paclitaxel eine erhohte intra-tumorale CD8+-Dichte auf-
wiesen. Wenngleich der definierte primédre Endpunkt nicht erreicht wurde, unterstiitzen die Kol-
leg*innen Bahary et al. jedoch die Durchfiihrung weiterer klinischer Studien zur IDO-Kombi-
nationstherapie fiir das metastasierte Pankreaskarzinom [113]. In einer seit Juli 2019 laufenden
Phase-I1-Studie (NCT03432676) an der Universitdt von Texas (MD Anderson Cancer Center)
wurde die Wirksamkeit von Epacadostat und Pembrolizumab bei der Behandlung von Pati-
ent*innen mit Pankreaskarzinom untersucht. Die Studie wurde im Mai 2019 abgebrochen. Die
Nennung der Griinde fiir den Studienabbruch sowie Auswertungen und Ergebnisse wurden fiir
April 2021 angekiindigt, sind jedoch, Stand 26.03.2023, weiterhin ausstehend. Dariiber hinaus
laufen aktuell weitere Studien, die sich mit IDO-Inhibitoren und deren Wirksamkeit in soliden
Tumoren und speziell fiir das fortgeschrittene Pankreaskarzinom beschéftigen (NCT03006302,
NCT00739609) [10].
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Im vorliegenden untersuchten Patient*innen-Kollektiv lag bei 15 Patient*innen (15,3 %) eine
IDO-Expression vor. Bei 83 Patient*innen (84,7 %) konnte keine IDO-Expression nachgewie-
sen werden. Beziiglich des medianen Gesamtiiberlebens beider Gruppen zeigten sich sowohl in
der Population der Patient*innen mit resektabler Ausgangssituation (OS=4,2 Monate,
p =0,63) als auch fiir die Gruppe der Patient*innen mit lokal fortgeschrittener oder metasta-
sierter Erkrankung (OS = 3,3 Monate, p = 0,22) nicht signifikante nummerische Unterschiede
fiir das OS zugunsten der Patient*innen mit vorliegender IDO-Expression. Bei Patient*innen
mit resektablen Tumoren bei Erstdiagnose zeigte sich beziiglich dem Endpunktes DFS ein nicht
signifikanter Uberlebensvorteil von 1,8 Monaten zugunsten der Patient*innen mit vorliegender
IDO-Expression (p = 0,45). Beziiglich des Endpunktes PFS zeigte sich bei Patient*innen mit
lokal fortgeschrittener oder metastasierter Erkrankung ein nummerischer Unterschied von 0,5

Monaten zugunsten der Gruppe ohne vorliegende IDO-Expression (p = 0,12).

Hier ist zu betonen, dass keine der univariaten Korrelations- und Uberlebenszeitanalysen zur
IDO-Expression im vorliegenden Patient*innen-Kollektiv eine statistische Signifikanz er-
reichte. Es kann keine endgiiltige Aussage iiber den Trend fiir eine mogliche Korrelation be-
ziiglich einer IDO-Expression und einer Prognose fiir das Pankreaskarzinom auf der Grundlage
des vorliegenden Patient*innen-Kollektivs getroffen werden. In Abschnitt 5.7 zu den Limitati-

onen der vorliegenden Arbeit wird dieser Sachverhalt weiterfithrend diskutiert.

5.3 CDS8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration

Im November 2020 wurde in Nature Reviews Cancer tiber den Stellenwert des Immunscore von
Galon et al. berichtet. Es wurde fiir das kolorektale Karzinom (KRK) gezeigt, dass der Immun-
score, bestehend aus der Stirke der Immunzellinfiltration, moglicherweise besser geeignet sein
konnte als die TNM-Klassifikation [114]. Fiir das hepatozelluldre Karzinom (HCC) ergab sich
in einer 2019 verdffentlichte Metaanalyse mit insgesamt 3509 Patient*innen, dass hohere Kon-
zentrationen von CD8+-T-Effektorzellen mit einer signifikant besseren Prognose (kleinere Tu-
morgrofle, langeres OS und PFS) einhergehen. Diese Studie deutet darauf hin, dass die Infiltra-
tion von CD8+-T-Effektorzellen mdglicherweise ein Prognosefaktor fiir das HCC darstellen

konnte [115].

Im vorliegenden Patient*innen-Kollektiv lag bei 28 Patient*innen (28,9 %) eine CD8+-Effek-
tor-T-Zellen-Infiltration vor. Bei 69 Patient*innen (71,1 %) konnte keine Infiltration von
CD8+-Effektor-T-Zellen nachgewiesen werden. Beziiglich des medianen Gesamtiiberlebens

beider Gruppen zeigte sich, in Einklang mit den Ergebnissen in verschiedenen aktuellen Stu-
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dien, sowohl in der Population der Patient*innen mit resektabler Ausgangssituation (+2,2 Mo-
nate, p = 0,61) als auch fiir die Gruppe der Patient*innen mit lokal fortgeschrittener oder meta-
stasierter Erkrankung bei Erstdiagnose ein Uberlebensvorteil zugunsten der Patient*innen mit
erhohter CD8+-Effektor-T-Zellen Infiltration der Tumorzellen. Bei der Gruppe der Patient*in-
nen mit lokal fortgeschrittener oder metastasierter Erkrankung zeigte sich ein statistisch signi-
fikanter (p = 0,03) deutlicher Uberlebensvorteil von 13,67 Monaten zugunsten der Gruppe der
Patient*innen mit erhéhter CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration der Tumorzellen. Somit zeigt
sich auch im untersuchten Patient*innen-Kollektiv ein moglicher Trend fiir eine Korrelation

zwischen CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration und einer giinstigen Prognose.

Bei Patient*innen mit resektablen Tumoren bei Erstdiagnose zeigte sich beziiglich des End-
punktes DFS ein knapp nicht signifikanter Uberlebensvorteil von 3,8 Monaten zugunsten der
Patient*innen ohne vorliegende CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration (p = 0,05). Beziiglich des
Endpunktes PFS zeigte sich bei Patient*innen mit lokal fortgeschrittener oder metastasierter
Erkrankung ein nummerischer Unterschied von 1,8 Monaten zugunsten der Gruppe ohne vor-
liegende CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration (p = 0,76). In Abschnitt 5.7 zu den Limitationen

der vorliegenden Arbeit wird dieser Sachverhalt weiterfiihrend diskutiert.

5.4 FOXP3+-regulatorische T-Zellen

Eine umfangreiche Metaanalyse von Shang B. et al. von {iber 76 Studien mit 17 unterschiedli-
chen Krebsentititen und 15.512 Patient*innen zeigte signifikante Korrelationen zwischen der
Infiltration von FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe und dem Gesamtiiberleben (OS 1,46,
p <0,001). Die prognostische Funktion variierte hier je nach Tumorentitit. Beim Zervixkarzi-
nom, Mammakarzinom, Nierenzellkarzinom und beim malignen Melanom war die Infiltration
von FOXP3+-TRegs im Tumorgewebe signifikant mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben asso-
ziiert. Hingegen war die Infiltration von FOXP3+-TRegs-Tumorgewebe beim Kolonkarzinom,
Osophaguskarzinom und Tumoren im HNO-Bereich mit einem verlingerten Gesamtiiberleben
in Zusammenhang zu bringen. Diese Studie schlussfolgerte, dass die prognostische Funktion
von FOXP3+-TRegs abhéngig ist von der Tumorentitit, dem Tumorstadium sowie moglicher-

weise auch von verschiedenen molekularen Subtypen innerhalb einer Entitdt [116].

Eine weitere Studie, verdffentlicht im August 2019, untersuchte die Korrelation zwischen
FOXP3+-TRegs und CD8+-Effektor-T-Zellen bei Patient*innen mit Mammakarzinom hin-
sichtlich ihrer prognostischen Bedeutung. Das vermehrte Auftreten von FOXP3+-TRegs war
mit einer schlechteren Prognose (kiirzeres OS und kiirzeres PFS) verbunden, wohingegen die

Infiltration von CD8+-Effektor-T-Zellen mit einer verbesserten Prognose assoziiert war. Somit
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konnte in dieser Studie FOXP3+-TRegs und CD8+-Effektor-T-Zellen eine potenzielle pradik-

tive Funktion zugesprochen werden [117].

Im vorliegenden Patient*innen-Kollektiv konnte eine Infiltration durch FOXP3+-TRegs bei 48
Patient*innen (50 %) gezeigt werden. Beziiglich des medianen Gesamtiiberlebens (OS) beider
Gruppen zeigte sich in der Gruppe der Patient*innen mit resektablen Tumoren kein Hinweis
auf einen Zusammenhang. Das OS war bei beiden Gruppen identisch mit 30 Monaten
(p =0,77). In der Gruppe der Patient*innen mit lokal fortgeschrittener oder metastasierter Er-
krankung bei Erstdiagnose zeigte sich ein nummerischer Unterschied von 5 Monaten (p = 0,55)
zugunsten der Gruppe der Patient*innen mit vorliegender Infiltration durch FOXP3+-TRegs.
Bei Patient*innen mit resektablen Tumoren bei Erstdiagnose zeigte sich beziiglich des End-
punktes DFES ein nicht signifikanter Uberlebensvorteil von einem Monat zugunsten der Pati-
ent*innen mit vorliegender Infiltration durch FOXP3+-TRegs (p = 0,90). Beziiglich des End-
punktes PFS zeigte sich bei Patient*innen mit lokal fortgeschrittener oder metastasierter Er-
krankung ein knapp nicht signifikanter nummerischer Unterschied von 2,7 Monaten zugunsten

der Gruppe ohne vorliegende Infiltration durch FOXP3+-TRegs (p = 0,05).

Eine im Mérz 2020 in Cancer Discovery verdffentlichte Studie zeigte auf, dass regulatorische
FOXP3+-T-Zellen ggf. eine giinstige prognostische Bedeutung fiir das Pankreaskarzinom ha-
ben konnten, wihrend sie bei anderen Tumorentititen eine negative prognostische Bedeutung

zugesprochen bekommen [118].

Hier ist deutlich zu betonen, dass ein komplexes Zusammenspiel der T-Zellen vorliegt, weshalb
sich gegebenenfalls auch in unserem Datensatz aktuell kein klar ersichtlicher Effekt aufzeigen
ldsst. Somit bleibt der endgiiltige Stellenwert fiir FOXP3+-TRegs aktuell noch unklar und wei-

tere Studienergebnisse sind abzuwarten.
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5.5 Korrelationen und Zusammenhénge zwischen IDO-Expression, CD8+-
Effektor-T-Zellen-Infiltration, FOXP3+-TRegs und klinischen Para-

metern

In Korrelationsanalysen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass Patient*innen mit vorliegen-
der Expression von IDO oder einer Infiltration des Tumorgewebes durch FOXP3+-regulatori-
sche T-Zellen signifikant hohere Werte des Tumormarkers CEA zum Zeitpunkt der Erstdiag-
nose aufwiesen, was die mogliche Schlussfolgerung zulésst, dass eine erhdhte IDO-Expression
oder der Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe mit einer héheren Tu-
morlast einhergehen kdnnte. Weiterhin wurde im vorliegenden Patient*innen-Kollektiv hin-
sichtlich des gemeinsamen Vorliegens einer IDO-Expression und der Infiltration durch
FOXP3+-regulatorische T-Zellen im Tumorgewebe ein statistisch signifikanter Zusammen-
hang beziiglich der Auspriagung beider Variablen gefunden. Patient*innen, bei denen eine Ex-
pression von IDO im Tumorgewebe vorlag, zeigten mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eben-
falls eine Tumorinfiltration durch FOXP3+-regulatorischer T-Zellen. Auch in anderen Studien
wird die Korrelation zwischen tumoraler IDO-Expression und Infiltration des Tumor durch

FOXP3+-regulatorische T-Zellen beschrieben [105].

Hinsichtlich IDO-Expression und Infiltration durch CD8+-T-Effektor-Zellen im Tumorgewebe
zeigte sich ebenfalls ein statistisch signifikanter Zusammenhang beziiglich der Ausprigung bei-
der Variablen. Patient*innen, bei denen eine Expression von IDO im Tumorgewebe vorlag,
zeigten mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit ebenfalls Infiltrationen des Tumorgewebes durch

CD8+-T-Effektorzellen.

Eine im Oktober 2019 veroffentliche Studie zeigte, dass CD4+- und CD8+-T-Effektor-Zellen,
FOXP3+-TRegs und IDO-Expression Prognosefaktoren fiir Patient*innen mit einer Magenkar-
zinom-Diagnose darstellen konnten [119]. In dieser Studie korrelierte eine geringe Tumorgrof3e
(< 5 cm) mit einem hoheren Infiltrationsniveau von CD4+- (p = 0,003) und CD8+-T-Zellen
(p =0,002) und einer geringeren Expression von IDO im Tumorgewebe (p = 0,044). Die Ex-
pression von IDO korrelierte positiv mit der Infiltration durch FOXP3+-regulatorische-T-Zel-
len des Tumorgewebes (p < 0,001) und negativ mit dem CD4+/CD8+-T-Zell-Verhiltnis des
untersuchten Tumormaterials. Es lag ein geringeres tumorinfiltrierendes CD4+-/CD8+-T-Zell-
Verhiltnis (p =0,023) vor. FOXP3 und IDO korrelierten signifikant mit der Prognose
(p <0,05).
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In einer 2017 verodffentlichen Studie zum duktualen Pankreaskarzinom in Nature Communica-
tions wird ebenfalls ein Zusammenhang dieser Biomarker dargestellt. Das Chemotherapeuti-
kum Oxaliplatin wurde hier in einem murinen Tiermodell zusammen mit dem IDO-Inhibitor
Indoxamid verabreicht. Durch die gleichzeitige Gabe des IDO-Inhibitors wurde die immuno-
gene Wirkung von Oxaliplatin verstarkt. Mechanistisch war eine deutliche Rekrutierung von
T-Effektorzellen bei gleichzeitig verringerter Infiltration durch regulatorische T-Zellen in dem
genannten murinen Tiermodell nachweisbar. Der von den Autor*innen postulierte Mechanis-

mus ist in Abbildung 46 detailliert dargestellt [61].

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 46: Verstirkte immunogene Wirkung des Oxaliplatins durch Hemmung des
IDO-Signalwegs. Copyright: Lu, Jiangin et al. [61]
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5.6 Multivariate Cox-Regression und AIO-PK0104-Studie

Auch wenn sich im vorliegenden Patient*innen-Kollektiv in den multivariaten Cox-Regressio-
nen beziiglich des Gesamtiiberlebens sowie des DF'S weder IDO, CD8+-Effektor-T-Zellen noch
FOXP3+-TRegs als signifikante prognostische Faktoren darstellten, gab die Zusammenschau
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit AnstoB fiir weiterfithrende Analysen an unserem Zent-
rum. Hierzu wurden Tumorproben aus einer prospektiven klinischen Phase-III-Studie unter-
sucht (AIO-PK01014-Studie). Die Studie verglich eine Erstlinientherapie mit Capecitabin plus
Erlotinib gegeniiber einer Erstlinientherapie mit Gemcitabin plus Erlotinib. Im Falle eines Pro-
gresses fand ein pradefinierter Crossover zum jeweils anderen Chemotherapeutikum statt
(Capecitabin beziehungsweise Gemcitabin) [120, 121]. In diese Studie wurden insgesamt 281
Patient*innen eingeschlossen. Von 66 Patient*innen standen Tumorproben fiir eine translatio-

nale Analyse zur Verfligung.

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Abbildung 47: AIO-PK01014-Phase-111-Studie (Copyright: AG Bock S., Ormanns S., Kruger S. [120, 121])

In dem genannten Kollektiv zeigte sich bei Vorliegen einer IDO-Expression im Tumorgewebe
eine verkiirzte mittlere Uberlebenszeit von 4,5 Monaten. Patient*innen, bei denen eine hohe
Infiltration von CD8+-Effektor-T-Zellen im Tumorgewebe vorlag, zeigten einen signifikanten
Uberlebensvorteil von 3,3 Monaten [120, 121]. Innerhalb dieser Studie konnte weiterhin bei
vorliegender Signifikanz aufgezeigt werden, dass die IDO-Expression, die Infiltration von
FOXP3+-TRegs, ein hoher Infiltrationswert von CD8+-Effektor-T-Zellen sowie der KPS un-

abhéngige prognostische Faktoren fiir das Gesamtiiberleben darstellen.

104



Diskussion

Die folgende Tabelle zeigt die Testergebnisse dieser Studie anhand der p-Werte.

Aus Griinden des Copyrights wurde diese Abbildung

in der Veroffentlichung entfernt.

Tabelle 34: Unabhdngige prognostische Faktoren (Copyright: AG Béck S., Ormanns S., Kruger S. [121])
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5.7 Limitationen

Bei dem vorliegenden Datensatz handelt es sich um ein heterogenes ,, real-world “ Patient*in-
nen-Kollektiv. Insbesondere beinhaltet es Patient*innen mit resektablem, lokal fortgeschritte-
nem und metastasiertem Pankreaskarzinom. Weiterhin wurden unterschiedliche Behandlungen
(Primértumorresektionen, keine Resektionen, neoadjuvante, adjuvante, first-line bis third-line
palliative Chemotherapie, Strahlentherapie und kombinierte Strahlen- und Chemotherapie) in
der Studie abgebildet. Dadurch ergibt sich ein heterogenes, dem klinischen Behandlungsalltag
nahes Patient*innen-Kollektiv, was die Generalisierbarkeit der Ergebnisse bzw. die externe Va-
liditét grundsétzlich erhoht. Gleichzeitig fiihrt diese Heterogenitit jedoch zu einer hdheren Va-
rianz in der Stichprobe, was ggf. zu einer geringeren internen Validitdt fithrt und Limitationen

der vorliegenden Studie mit sich bringt.

Beispielsweise ist zu erwiihnen, dass beziiglich der Uberlebenszeitanalysen beziiglich der End-
punkte des OS, DFS und PFS bei vorliegender IDO-Expression davon ausgegangen werden
konnte, dass es sich dabei um zuféllige Schwankungen innerhalb der Stichprobe handelt, was
sich auch anhand der nicht signifikanten Teststatistiken zeigt. Es ist zudem zu erwihnen, dass
die Stichproben teilweise relativ klein waren. Die vorliegende Datenbank umfasst 207
Patient*innen, wir konnten jedoch von nur 98 Patient*innen Tumorproben fiir die immunhisto-
chemischen Untersuchungen nutzen und beispielsweise konnten wir Untersuchungen zur IDO-
Expression nur an 15 Tumorproben durchfiihren, da nur 15 Gewebeproben eine IDO-Expres-
sion zeigten. Bei der Bildung weiterer Subgruppen fiir beispielsweise die Berechnung des PF'S
konnten nur 3 Patient*innen mit vorliegender IDO-Expression inkludiert werden. Eine dhnliche
Situation lag bei der Berechnung des PFS fiir die Gruppe der Patient*innen mit lokal fortge-
schrittener oder metastasierter Erkrankung und der CD8+-Effektor-T-Zellen-Infiltration vor.
Bei den Untersuchungen der Infiltrationen zu den CD8+-T-Effektorzellen standen uns 28 Ge-
webeschnitte und zu den regulatorischen FOXP3+-T-Zellen standen uns 48 Gewebeschnitte
mit positiven Befunden zur Verfiigung. Beziiglich der Uberlebenszeitanalysen mit dem End-
punkt Gesamtiiberleben fiir die Gruppe der Patient*innen mit resektablen Tumoren bei Infilt-
ration von CD8+-T-Effektorzellen im Tumorgewebe zeigte sich deskriptiv der in vorherigen
Studien beschriebene Zusammenhang eines Uberlebensvorteils bei Infiltration von CD8+-T-
Effektorzellen im Tumorgewebe. Dass in dieser Analyse keine Signifikanz erreicht wurde,

konnte moglicherweise ebenfalls durch die sehr heterogene Stichprobe erklirt werden.
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Innerhalb der prospektiven AIO-PK0104-Studie lag eine deutlich homogenere Patient*innen-
population (beziiglich des Erkrankungsstadiums bei Erstdiagnose und beziiglich der verabreich-
ten Chemotherapien) vor. Wihrend in der vorliegenden Arbeit, wie oben beschrieben, sehr un-
terschiedliche Chemotherapie-Protokolle verabreicht wurden, wurde im Rahmen der AIO-
PKO0104-Studie ein festes Therapieschema verfolgt. Es sind daher weitere prospektive Studien
mit grofleren und homogeneren Kohorten unabdingbar, welche in unserer gemeinsamen Ar-

beitsgruppe mit der AIO-PK0104-Studie bereits durchgefiihrt werden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ein reprisentatives Patient*innen-Kollektiv zusammenge-
stellt, in dem bereits etablierte Biomarker fiir das Pankreaskarzinom wie beispielsweise ECOG,
CRP oder CA-19-9 bestitigt werden konnten. Weiterhin wurde fiir einen sicheren Nachweis
der IDO-Expression im Tumorgewebe in einem aufwendigen Prozess iiber Gewebeschnitte und
immunhistochemische Fiarbungen an humanen Xenografts ein neuer IDO-Antikorper etabliert.
In der vorliegenden Arbeit konnte hinsichtlich der vorrangig untersuchten Einflussgrof3en IDO,
FOXP3+ und CD8+ kein klarer prognostischer Wert hinsichtlich des Gesamtiiberlebens oder
des DFS und PFS nachgewiesen werden. Mdgliche Griinde dafiir konnten das sehr heterogene
Patient*innen-Kollektiv, eine zu geringe Stichprobengrof3e sowie das vorliegende retrospektive
Studiendesign sein, welches insbesondere bei den uni- und multivarianten Analysen zu IDO,
CD8+ und FOXP3+ zu kleinen Fallzahlen fiihrte. Die korrelativen Zusammenhénge des unter-
suchten Patient*innen-Kollektivs lassen jedoch Schlussfolgerungen zu, dass eine erh6hte IDO-
Expression oder der Nachweis FOXP3+-regulatorischer T-Zellen im Tumorgewebe mit einer
hoheren Tumorlast einhergehen konnte. Zudem konnte gezeigt werden, dass IDO mit FOXP3
und CD8 korreliert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gaben dariiber hinaus Anstof3, wei-
terfiilhrende Analysen an den Tumorproben der AIO-PK0104-Studie zu initiieren. Hier wurde
der Expression von IDO, dem Nachweis von FOXP3+-TRegs und einem hohen Infiltrations-
wert von CD8+-T-Effektorzellen eine unabhéngige prognostische Funktion als Biomarker fiir

das Gesamtiiberleben zugesprochen.

Wihrend weitere prospektive Studien notwendig sind, um die prognostische Bedeutung von
IDO fiir Patient*innen mit Pankreaskarzinom endgiiltig zu kléren, liegen mittlerweile erste Da-
ten aus klinischen Studien mit IDO-Inhibitoren bei Patient*innen mit Pankreaskarzinom vor.
Diese konnten bislang keinen eindeutigen Hinweis auf den Nutzen einer IDO-Inhibition in
Kombination mit Chemotherapie oder weiteren Immunmodulatoren (insbesondere PD-1-Inhi-

bitoren) liefern.

Insgesamt befinden wir uns noch in der Anfangsphase der personalisierten Immuntherapie fiir
das Pankreaskarzinom. Obwohl bisher in klinischen Studien kein durchschlagender Erfolg er-
zielt werden konnte, lohnt es sich weiterhin in diesem Themenfeld zu forschen. Der Stellenwert
von prognostischen und pradiktiven Biomarkern fiir die Entwicklung solcher Ansdtze sollte

weiterhin als hoch eingestuft werden.
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