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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom hat eine fast ebenso hohe Neuerkrankungs- wie
Sterblichkeitsrate und stellt somit eine der Tumorarten mit der hochsten Letalitat dar
[1]. Ein Langzeitiberleben ist immer noch eine Seltenheit. Die relative 5-Jahres
Uberlebenswahrscheinlichkeit in Deutschland betragt circa 10%, wobei hierbei schon
initial kurativ behandelte Patienten mit deutlich besserer Prognose miteingerechnet
sind. Manner und Frauen erkranken in etwa gleich haufig am Pankreaskarzinom. Das
mittlere Erkrankungsalter von Mannern liegt bei etwa 72 Jahren, das der Frauen bei
etwa 76 Jahren [2].

Patienten mit Pankreaskarzinom leiden meist erst im fortgeschrittenen Stadium unter
Beschwerden. Die Symptome sind haufig unspezifisch. Deshalb wird das
Pankreaskarzinom meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Zu
den vorherrschenden Fruhsymptomen gehdren unter anderem Appetitlosigkeit,
unspezifische Oberbauch- und Rickenschmerzen, Gewichtsverlust sowie ein |kterus
[3, 4].

Das Pankreas wird anatomisch in einen Kopfbereich (Caput), einen Pankreaskorper
(Corpus) und den Pankreasschwanz (Cauda) unterteilt. Ein Karzinom des Pankreas
findet sich in 70% der Falle im Kopfbereich des Pankreas. Hier kommt es aufgrund
des invasiven Wachstums oftmals zu einer Stenose des nahegelegenen Gallen- und

Pankreasgangs mit einem daraus resultierenden lkterus [5].

Als Risikofaktoren fur die Entstehung einer Neubildung des exokrinen Pankreas zéahlen
unter anderem Rauchen, langjahriger Diabetes mellitus, ein erhohter Body-Mass-
Index und eine chronische Pankreatitis [6-8]. In etwa 10% der Falle Iasst sich ein
familidrer Hintergrund beim Pankreaskarzinom aufdecken, welcher das individuelle
Risiko daran zu erkranken, mafgeblich erhoht. Einen der wichtigsten genetischen
Risikofaktoren stellt dabei eine Mutation im Breast cancer gene 2 (BRCA 2) dar. Diese
erhoht auch das Risiko fur die Entstehung eines Mamma- oder Ovarialkarzinoms. Ein
deutlich erhdhtes Risiko findet sich zudem bei Patienten mit Lynch Syndrom, Peutz-
Jeghers Syndrom oder familidrer adenomatéser Polyposis (FAP) [1, 8]. Auch die

hereditare Pankreatitis zahlt zu einem wichtigen genetischen Risikofaktor. Nicht immer
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|asst sich eine bestimmte Mutation als Ursache fur die familiare Haufung identifizieren
[8l.

Zu den Vorlauferlasionen des exokrinen Pankreaskarzinoms zahlt die Pankreatische
Intraepitheliale Neoplasie (PanIN). Hierbei handelt es sich um eine hyperplastische,
nicht invasive Lasion des Pankreasgangsystems, die bereits eine Reihe an
Genmutationen aufweist. Sie findet sich meist in Pankreasgangen, die kleiner als
5 mm sind. Man teilt die PanIN in drei Stadien ein, wobei das Stadium | noch in die
Subtypen PanlIN IA und PanIN IB unterteilt wird. Insbesondere die PanlIN Il Lasion gilt
als eine Hochrisikolasion [5, 9, 10]. Als zystische Vorlaufer des Pankreaskarzinoms
gelten die intraduktale papillar-muzindése Neoplasie (IPMN) und die muzinds-zystische
Neoplasie (MCN). Diese sollten bei Entdeckung engmaschig untersucht und je nach

Wachstumsmuster gegebenenfalls reseziert werden [9, 11].

Adenokarzinome des Pankreas stellen mit 85-90% den haufigsten histologischen
Subtyp dar [7]. Die duktalen Adenokarzinome zeigen, mikroskopisch betrachtet,
gangartige adenoide Strukturen, welche von desmoplastischem Stroma umgeben
sind. Adenokarzinome des Pankreas wachsen in das peripankreatische Fettgewebe
und weisen haufig eine perineurale Invasion auf [5]. Seltenere Formen des
Pankreaskarzinoms sind das Azinuszellkarzinom, das mit einer Haufigkeit von ca. 1-
2% vertreten ist, und die neuroendokrine Neoplasie, die mit 1-2% ebenfalls einen
seltenen Subtyp darstellt. Nach der histologischen Sicherung wird der Grad der
Differenzierung bestimmt. Diese ist in drei Stufen eingeteilt: gut, maRig und gering
differenziert (G1-G3). Abbildung 1 zeigt ein maRig differenziertes Pankreaskarzinom.
Molekularpathologisch betrachtet, findet man eine Akkumulation von somatischen
Mutationen in Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. In circa 90% der Falle

lasst sich eine KRAS Mutation beim Pankreaskarzinom nachweisen [1, 12].



Abbildung 1: MaRig differenziertes duktales Adenokarzinom des Pankreas (G2), Quelle: Matthias
Trummer

Bei Verdacht auf ein Pankreaskarzinom sollte zunachst eine Schnittbildgebung
erfolgen. Hierbei stehen verschiedene Schnittbildverfahren - beispielsweise die
Multidetektor-Computertomographie (MDCT) - zur Verfigung. Mithilfe dieser
Verfahren kann der Verdacht auf ein Pankreaskarzinom erhartet und sogleich eine
Einschatzung der Resektabilitdt sowie eine Aussage Uber das Vorliegen von
Metastasen getroffen werden. Zur genaueren Beurteilung der umgebenden Gefalle
sollte die Untersuchung unter Zugabe von Kontrastmittel erfolgen [13]. Weitere
verwendete bildgebende Verfahren sind unter anderem auch die transabdominelle
Sonographie, die Endosonographie, die Magnetresonanztomographie (MRT) sowie

die endoskopisch retrograde Cholangiopankreatikographie (ERCP) [1].

Bei einer primar resektablen Raumforderung des Pankreas, kann auf eine
praoperative histologische Sicherung verzichtet werden. Vor Beginn einer palliativen
Therapie ist eine histologische Sicherung aus dem Primarius oder der Metastase
jedoch obligat [14]. Eine Maoglichkeit der Tumorsicherung aus dem Pankreas stellt die
Feinnadelaspiration in Rahmen einer Endosonographie dar [15].

Zum Diagnosezeitpunkt hat sich auch die Bestimmung des Tumormarkers
Carbohydrat Antigen 19-9 (CA 19-9) bewahrt. Mit seiner Hilfe kdnnen wichtige
Aussagen beziglich der individuellen Prognose getroffen werden. Auch eignet sich

CA 19-9 als Verlaufsparamter [16]. So lasst sich beispielsweise ein besseres
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Gesamtuberleben bei Patienten finden, welche eine operative Therapie erhielten,
wenn der CA 19-9 Wert praoperativ bereits niedrig war, beziehungsweise postoperativ
abfiel [17]. Auch ein fallender CA 19-9 Wert unter Chemotherapie bei lokal
fortgeschrittenem oder metastasiertem Pankreaskarzinom lasst auf ein gutes
Ansprechen schlieen und ist ein prognostisch gunstiges Zeichen [18, 19]. Als
Screeningparameter ist CA 19-9 jedoch nicht geeignet. Die Sensitivitat liegt nur bei 73-
81%, die Spezifitat bei 82-90% [17].

Mittels der oben genannten bildgebenden Verfahren wird eine Einteilung nach der
TNM-Klassifikation und der UICC-Stadieneinteilung ermdglicht. Unter Zuhilfenahme
dieser Einteilungen wird Uber das weitere therapeutische Vorgehen entschieden. Zu
den derzeit mdglichen Vorgehensweisen zahlen - je nach Stadium - die operative
Resektion des Tumors, die Radiotherapie und die Chemotherapie [1]. Bei schlechtem
Allgemeinzustand oder ausgepragten Komorbiditaten kann auch ein rein palliatives

Therapiekonzept ,Best supportive care” zur Symptomkontrolle erfolgen [14].

Die chirurgische Resektion stellt derzeit die einzige Behandlungsmoglichkeit in
kurativer Intention dar und ist mit einem signifikant langeren Uberleben der Patienten
assoziiert [1]. Ziel ist es, eine RO Resektion durchzufiihren [20]. Bei Befall des
Pankreaskopfes wird in der Regel eine partielle Duodenopankreatektomie mit oder
ohne Erhalt des Pylorus durchgefuhrt. Bei Karzinomen des Pankreasschwanzes ist
eine Pankreaslinksresektion die Operationsmethode der Wahl. In einzelnen Fallen
kann bei groRerer Ausdehnung des Pankreaskarzinoms eine totale Entfernung des
Pankreas notwendig sein. Bei Befall des Pankreaskorpers wird eine subtotale
Pankreaslinksresektion oder gegebenenfalls eine totale Duodenopankreatektomie

empfohlen [14].

Die Ergebnisse der CONKO-001 Studie zeigen, dass ein signifikant langeres
krankheitsfreies Uberleben der Patienten méglich ist, wenn diese im Anschluss an die
Operation eine adjuvante Chemotherapie erhalten [21]. Hierbei kann auf Gemcitabin
zuruckgegriffen werden. Bei fitteren Patienten kann auf Grundlage der PRODIGE-24-
Studie auch eine modifizierte FOLFIRINOX Therapie (5-FU/Folinsaure, Irinotecan und
Oxaliplatin) in Erwagung gezogen werden [22, 23].
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Liegt bereits ein fortgeschrittenes Stadium des Pankreaskarzinoms vor, wird in der
Regel eine palliative Chemotherapie eingeleitet. Die passende Chemotherapie flr die
Patienten wird unter Bericksichtigung von Allgemeinzustand, Alter, Organfunktion
sowie Komorbiditaten ausgewahlt [14]. Hierbei wird das FOLFIRINOX-Regime oder
eine Kombinationstherapie von Gemcitabin mit nab-Paclitaxel empfohlen, insofern die
Patienten diese intensiven Chemotherapien tolerieren. Die kombinierte Gabe von
Gemcitabin plus Erlotinib bleibt mittlerweile Einzelfallen vorbehalten. Ein
Hautausschlag unter dieser Therapie ist hierbei pradiktiv fur ein Therapieansprechen.
Patienten mit schlechtem Allgemeinzustand oder Komorbiditaten kann eine
Monotherapie mit Gemcitabin angeboten werden [1, 24-26]. Die oben genannte
Radiotherapie kann im Falle eines lokalen Rezidivs oder bei lokal fortgeschrittenen
Tumoren angewandt werden. Sie kann auch bei einer Metastasierung, insbesondere
bei Befall des Gehirns oder des Skeletts, als symptomkontrollierende Mal3hahme

durchgefuihrt werden [1, 14].

1.2 ,,Cancer immunoediting“
Die Interaktion zwischen Immunsystem und Tumorzellen wird als Cancer
immunoediting bezeichnet. Es werden dabei 3 Phasen unterschieden. Abbildung 2 gibt

einen Uberblick tiber diese 3 Phasen.
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Abbildung 2: Cancer immunoediting, Quelle: Dempke et al. 2015 [27]

Die 1. Phase beschreibt die Eliminierung und Uberwachung der Tumorzellen durch
das Immunsystem. Charakteristisch fur diese Phase ist der Versuch, das
Tumorwachstum bereits in seiner Anfangsphase einzuddmmen und die vorhandenen

Tumorzellen zu eliminieren. Bevor der Tumor jedoch von dem Immunsystem erkannt
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wird, erreicht er eine bestimmte Grofe, beginnt invasiv zu wachsen und erhalt
vermehrten Anschluss an das Blutsystem. Invasives Wachstum fuhrt zu einer
Entzindung im Korper, welche die Migration von Zellen des angeborenen
Immunsystems - insbesondere naturliche Killerzellen, Makrophagen und dendritische
Zellen - in den Tumor fordert. Diese initiale Antwort des Immunsystems geht mit der
Produktion einer Reihe von Zytokinen einher und flhrt bereits zu einem partiellen
Untergang der Tumorzellen sowie der Ausschuttung weiterer Chemokine, welche
ihrerseits Immunzellen anlocken. Naturliche Killerzellen flhren beispielsweise zu
einem Perforin-, Fas-Ligand- und Tumor necrosis factor related apoptosis inducing
Ligand- (TRAIL) vermittelten Untergang der Tumorzelle mit nachfolgender Freisetzung
von Tumorantigenen. Nun kommt das erworbene Immunsystem ins Spiel. Einen
wichtigen Verbindungspunkt zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem
bilden dabei die dendritischen Zellen, welche die abgetdteten Tumorzellen
phagozytieren und im Lymphknoten prasentieren. Mit Hilfe der T-Helfer-Zellen kommt
es schliellich zur Differenzierung von zytotoxischen T-Zellen. Diese zytotoxischen T-
Zellen wandern in das Tumorgewebe ein und induzieren uber sogenannte

Todesliganden die Apoptose der Tumorzellen [28-30].

Die 2. Phase beschreibt die Gleichgewichtsphase (engl. Equilibrium). Diese Phase tritt
ein, wenn es dem Immunsystem in der ersten Phase nicht gelungen ist, alle
Tumorzellen zu eliminieren. Hierbei kommt es zur kontinuierlichen Zerstérung von
Tumorzellen und in etwa gleichem Male gelingt es dem Tumor, neue Tumorzellen zu
produzieren. Diese neuen Tumorzellen beinhalten meist Mutationen, welche dem
Tumor einen Selektionsvorteil verschaffen und den malignen Zellen die Moglichkeit
bieten, dem Immunsystem zunachst zu entkommen. Andererseits konnen diese
Mutationen auch die Expression von immunogenen Neoantigenen bedingen, welche
durch das Immunsystem erkannt werden und so eine verstarkte Immunantwort
hervorrufen. Ursachen eines gehauften Auftretens von Mutationen sind insbesondere
Mikrosatelliteninstabilitat, die Instabilitat der Nukleotidexzisionsreparatur und die
chromosomale Instabilitat. Die Gleichgewichtsphase kann einige Jahre anhalten [28-
31].

Die 3. Phase beschreibt die Escape Phase. In diesem Stadium kommt es zu einer

GrélRenzunahme des Tumors, welcher nun in einer immunsupprimierten Umgebung
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wachst. Diese Umgebung kommt durch verschiedene genetische und epigenetische
Veranderungen zustande. Einerseits stellt die Regulation der Prasentation des Major
histocompatibility complex | (MHC-I) der Tumorzelle eine Mdglichkeit dar, um von den
T-Zellen nicht als maligne erkannt zu werden, andererseits konnen die Tumorzellen
auch bestimmte Liganden exprimieren, welche die T-Zellen daran hindern, sich an die
Tumorzelle zu binden. Zudem konnen Tumorzellen auch eine Apoptose der T-Zellen
induzieren. Somit ist es Tumorzellen mdglich, lokal an Grélke zuzunehmen und auch
zu metastasieren. In dieser Phase tritt der Tumor dann auch klinisch in Erscheinung
[28-30].

1.3 Immuncheckpoints
Immuncheckpoints sind Rezeptoren an der Oberflache von T-Zellen. Beim Binden von

Liganden an solche Rezeptoren, wird die Intensitat der Immunantwort moduliert [32].

Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4) und Programmed cell death
protein 1 (PD-1) sind Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und stellen eben
solche Immuncheckpoints dar und kénnen so die Immunantwort regulieren [33].
Beispielsweise kann beim Binden von PD-1 an seinen Liganden eine Uberschiel3ende
Immunantwort bei chronischen Virusinfektionen vermieden werden [34, 35].
Demzufolge sind CTLA-4 und PD-1 fur eine Eindammung der Immunantwort
verantwortlich [33]. In den Kapiteln 1.3.1 und 1.3.2 inkludierend der Unterpunkte wird

naher Uber deren Funktion und Aufbau eingegangen.

1.3.1 Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4

CTLA-4 ist fast ausschlieBlich auf CD4+ und CD8+ T-Zellen zu finden. Vereinfacht
dargestellt kompetiert CTLA-4 mit CD28 um eine Bindung an CD80 und CD86. CD28
ist ein kostimulatorisches Signal, welches durch Interaktion mit CD80 oder CD86 zur
Aktivierung der T-Zelle beitragt. Die Richtung der Immunantwort im Sinne einer
Herabregulierung oder Intensivierung hangt demnach unter anderem von dem
Verhaltnis von CD28 und CTLA-4 ab [33]. CTLA-4 Inhibitoren wie Ipilimumab zeigten

bereits Therapieerfolge bei der Behandlung des NSCLC, dem malignem Melanom und
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weiteren Tumorentitaten [36, 37]. Beim Pankreaskarzinom scheint eine alleinige

Behandlung mit Ipilimumab allerdings nicht wirksam zu sein [38].

1.3.2 Programmed cell death protein 1 und Programmed death ligand 1 und 2

1.3.2.1 Struktur und Expression von Programmed cell death protein 1 und
Programmed death ligand 1 und 2

Programmed cell death protein 1 (PD-1) wurde erstmals 1992 von der
Forschungsgruppe rund um Yasumasa Ishida und Tasuku Honjo beschrieben [39].
PD-1 besteht aus 288 Aminosauren und ist ein Typ 1 Transmembranprotein der
Immunglobulin-Superfamilie, genauer der B7/Cluster of differentiation (CD8) Familie
[40]. PD-1 wird von unreifen CD4- und CD8- Zellen wahrend der Entwicklung des T-
Zell-Rezeptors im Thymus exprimiert [41, 42]. AuRerdem wird PD-1 von T-Zellen,
NKT-Zellen (Naturliche Killer-T-Zellen), B-Zellen, Monozyten und einigen
dendritischen Zellen exprimiert [34, 35, 40]. Die Expression von PD-1 wird durch ein
aktivierendes Signal Uber den T-Zell-Rezeptor induziert. PD-1 wird insbesondere bei
anhaltender Antigen-Stimulation verstarkt exprimiert, wobei dies sowohl fir die
Stimulation durch Fremd- als auch Autoantigene zutrifft. PD-1 ist auch ein Marker flr
erschopfte, nicht funktionsfahigen T-Zellen, wie sie im Tumormikromilieu haufig
anzutreffen sind [41, 43, 44].

PD-1 bindet an Programmed death ligand 1 (PD-L1) und Programmed death ligand 2
(PD-L2). PD-L1 wird von T-Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen
exprimiert. Durch das Vorkommen von PD-1 und PD-L1 auf diesen Zellen sind
bidirektionale Interaktionen zwischen den Immunzellen madglich [41]. PD-L1 st
allerdings auch auf anderen nicht hamatopoetischen Zellen zu finden. Hierzu zahlen
Zellen des Herzens, des Skelettmuskels, der Plazenta, der Lunge, der Niere, der
Leber, des Nervensystems und den Inselzellen des Pankreas. Daruber hinaus findet
man PD-L1 auf der Zelloberflache maligner Tumorzellen. Dies stellt einen wichtigen

Immunescape-Mechanismus maligner Tumore dar [35, 41].

Eine PD-L2 Expression wurde ursprunglich fir Antigen-prasentierende Zellen, wie

Makrophagen oder dendritischen Zellen, beschrieben. Untersuchungen der letzten
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Jahre zeigten, dass eine PD-L2 Expression auch auf Nicht-Immunzellen, insbesondere
auf malignen Tumorzellen, vorhanden sein kann [35]. Die Expression von PD-L1 und

PD-L2 wird stark von der inflammatorischen Umgebung beeinflusst [41].

1.3.2.2 Funktionelle Bedeutung von Programmed cell death protein 1 und
Programmed death ligand 1 und 2

Eine naive T-Zelle braucht zwei Signale, um aktiviert zu werden. Das erste Signal wird
Uber den T-Zellrezeptor vermittelt. Uber den T-Zellrezeptor kénnen T-Zellen ein
Antigen erkennen, welches gebunden an den Major histocompatibility complex (MHC)
auf der Oberflache von Zellen prasentiert wird. Das zweite Signal wird Uber
sogenannte kostimulatorische Molekile vermittelt. Der MHC wird in verschiedene
Subgruppen unterteilt. Fur die T-Zellaktivierung sind der MHC-I, welcher auf nahezu
allen kernhaltigen Zellen exprimiert wird, und der MHC-II, welcher auf der Oberflache
von speziellen antigenprasentierenden Zellen zu finden ist, ausschlaggebend. CD8+
T-Zellen kdénnen mittels ihres T-Zellrezeptors an den passenden Antigen-MHC-I-
Komplex binden und in Anwesenheit von aktivierenden, kostimulatorischen Signalen
eine Apoptose der prasentierenden Zelle induzieren. Neben kostimulatorischen
Signalen, die eine Apoptose begunstigen, konnen auch inhibierende Signale
vorhanden sein, welche dazu fuhren, dass keine Immunantwort hervorgerufen wird
[45, 46].

So fuhrt die Bindung des PD-1 Rezeptors an PD-L1 oder PD-L2 zu einer Minderung
der T-Zell Proliferation, der Zytokinproduktion, der zytolytischen Funktion und zu einer
Beeintrachtigung des Uberlebens der entsprechenden T-Zelle [41, 47]. Das Ausmaf
der PD-1 vermittelten Inhibition hangt von der vermittelten Signalstarke des T-Zell-
Rezeptors ab. Hierbei fuhrt ein schwaches T-Zell-Rezeptor vermitteltes Signal zu einer
starkeren Wirkung des PD-1 Signalwegs. PD-1 kann die T-Zell Funktion und das T-
Zell Uberleben unter anderem direkt tber die Blockade von aktivierenden Signalen
beeintrachtigen (Abbildung 3) [41]. Aulerdem fordert die PD-1/PD-L1-Interaktion die
Ausdifferenzierung von regulatorischen T-Zellen [41]. Wie bereits erwahnt hat PD-1
eine inhibitorische Funktion, welche physiologisch zur Aufrechterhaltung der

Immuntoleranz gegenuber Autoantigenen wichtig ist. Dies erklart, warum PD-1 auch
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in der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen eine Rolle zu spielen scheint [34, 35,
40].
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Abbildung 3: Interaktion zwischen einer Tumorzelle und einer T-Zelle

a) Durch die Bindung des MHC | an den TZR erhalt die T-Zelle ein aktivierendes Signal. Dieses wird
jedoch durch die gleichzeitige Bindung von PD-L1 an PD-1 abgeschwacht beziehungsweise
unterdrickt.

b) Hier wird die Bindung von PD-L1 an PD-1 durch selektive PD-1 und PD-L1 Inhibitoren unterbunden.
Folglich findet eine Immunantwort der T-Zelle statt.

MHC | = Major histocompatibility complex I, TZR = T-Zell Rezeptor, PD-1 = Programmed cell death
protein 1, PD-L1 = Programmed death ligand 1

1.3.2.3 Klinische Bedeutung von Programmed cell death protein 1 und
Programmed death ligand 1

Fir eine Vielzahl an Tumorerkrankungen konnte bereits die Wirksamkeit von PD-1

oder PD-L1 Inhibitoren (beispielsweise Nivolumab, Pembrolizumab oder

Atezolizumab) gezeigt werden (siehe auch Abbildung 3). Je nach Tumorentitat und

spezifischer Tumorcharakteristika werden PD-1 und PD-L1 Inhibitoren dabei sowohl

als Monotherapie, als auch in Kombination mit Chemotherapie oder gemeinsam mit

CTLA-4 Inhibitoren verwendet. RegelmaRig zum Einsatz kommen diese Medikamente
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unter anderem beim metastasierten malignen Melanom, beim fortgeschrittenen nicht-
kleinzelligen-Lungenkarzinom (NSCLC), beim Nierenzellkarzinom, beim
Urothelkarzinom, beim Hodgkin-Lymphom und - unabhangig vom Primartumor - beim

Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat im Tumorgewebe solider Tumoren [34, 48].

Beim Pankreaskarzinom haben bisweilen Therapien mit einem PD-1-, PD-L1- oder
CTLA-4-Immuncheckpointinhibitor zu keinem Erfolg gefuhrt [49, 50]. Auch die kleine
Gruppe an Patienten, welche einen Defekt der Mismatch-Reperaturgene aufweist,
scheint moglicherweise nur eingeschrankt von solch einer Therapie zu profitieren [51,
52]. Ursachlich dafir kénnte das ausgepragte desmoplastische Stroma des
Pankreaskarzinoms sein. Das desmoplastische Stroma besteht aus extrazellularer
Matrix, Pankreas-Sternzellen, Entziindungszellen, Blut- und Lymphgefalien [53, 54].
Es fuhrt zu einer erschwerten Infiltration von T- Zellen in das Tumorgewebe [55]. Eine
erhdhte Dichte von Effektor (CD8+) und Helfer (CD4+) T-Zellen fuhrt prinzipiell zu einer
gunstigeren Prognose. Das Pankreaskarzinom weist verglichen zu anderen Tumoren

eine eher geringe T-Zell Infiltration auf [56].

1.3.2.4 Expression von Programmed cell death protein 1 und Programmed death
ligand 1 und 2 im Tumor
PD-L1 wird auf der Zelloberflache einer Vielzahl von soliden Tumoren exprimiert.
Hierzu zahlen neben dem Pankreas unter anderem das maligne Melanom, Karzinome
der Lungen und des Gastrointestinaltrakts wie beispielsweise das
Osophaguskarzinom, das kolorektale Karzinom und das hepatozellulare Karzinom
(HCC). Auch bei Karzinomen des Urogenitaltrakis ist eine PD-L1 Expression
nachzuweisen [34]. Die Studienlage bezuglich der prognostischen Aussagekraft der
PD-L1 Expression bei den verschiedenen Tumorentitaten ist heterogen. So haben
Studien beim NSCLC gezeigt, dass das Ausmal} der PD-L1 Expression im
Tumorgewebe mit einer schlechten Prognose flir den Patienten korreliert [34, 57, 58].
Andere Studien zum NSCLC wiederum zeigten eine positive Korrelation zwischen der
PD-L1 Expression und einem besseren klinischen Outcome flr den Patienten [34, 59,
60]. Beim Magenkarzinom scheint eine positive PD-L1 Expression einen
unabhangigen prognostischen Faktor fiir ein schlechteres Outcome fir den Patienten
darzustellen [34].
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Die PD-L1 Expression im Tumorgewebe kann auch einen pradiktiven Marker fur das
Ansprechen auf einen PD-1 Inhibitor darstellen. Dies konnte beim NSCLC
nachgewiesen werden [61]. Auch beim Harnblasenkarzinom konnten Powels et al.
feststellen, dass Patienten, die eine hohe PD-L1 Expression aufwiesen, zu einem
grolReren Prozentsatz auf eine Therapie mit Atezolizumab, einem PD-L1 Antagonisten,
ansprachen, als jene, die vor Therapiebeginn mit Atezolizumab keine oder eine nur

sehr geringe PD-L1 Expression aufwiesen [34, 62].

1.3.3 Losliches Programmed cell death protein 1 und lIéslicher Programmed
death ligand 1

Kostimulatorische Molekile kommen in der Regel membrangebunden auf der

Oberflache unterschiedlicher Zellen vor. Fur die meisten kostimulatorischen Molekle

ist auch eine l6sliche Form im Blut beschrieben. Im Allgemeinen entstehen die

I6slichen Formen von membrangebundenen Proteinen entweder durch proteolytische

Abspaltung der membrangebundenen Form oder als Translationsprodukt einer

alternativ gespleildten Messenger Ribonucleic acid (mRNA) [63].

Soluble PD-L1 (sPD-L1) kann in vitro im Uberstand von PD-L1 positiven Zellen
detektiert werden. In Zellkulturen von Zellen ohne membranstandiges PD-L1 ist
sPD-L1 jedoch nicht nachweisbar [64]. Demnach ist davon auszugehen, dass vor
allem membrangebundenes PD-L1 den Ursprung von sPD-L1 darstellt [63]. Bei sPD-1
ist davon auszugehen, dass der Ursprung hier eher auf alternativ gesplei3te mRNA
zurtckzufihren ist [65]. Entsprechend der Expression von PD-1 und PD-L1 werden
auch die I6slichen Formen von Immunzellen und Tumorzellen produziert. Frigola et al.
fanden Hinweise darauf, dass unter den Immunzellen Uberwiegend die Zellen der

myeloiden Zellreihe sPD-L1 produzieren [66].

Die genaue Funktion von sPD-1 und sPD-L1 ist noch nicht vollstandig geklart. Eine
Theorie fur sPD-1 besagt, dass sPD-1 eine Bindung mit membrangebundenem PD-L1
und membrangebundenem PD-L2 eingehen konnte und damit eine Bindung von
membrangebundenem PD-1 an einen membrangebundenen Liganden verhindert und

so die daraus folgende Hemmung der T-Zelle unterbindet [63, 64].
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Nach momentanem Kenntnisstand ist noch vollig unklar ob sich sPD-1 oder sPD-L1
als Pradiktor fir ein Ansprechen auf eine Therapie mit Checkpointinhibitoren bei

malignen Tumorerkrankungen eignen [67].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Immuncheckpointblockade von PD-1 und PD-L1 gewinnt weiterhin rasant an
Bedeutung in der Onkologie. Fur eine Vielzahl an Tumorerkrankungen sind PD-1 und
PD-L1 Inhibitoren mittlerweile in Mono- und Kombinationstherapie zugelassen [48, 61].
Wahrend die Bestimmung von PD-L1 im Tumorgewebe schon langer auch in der
Routineversorgung zur Therapiestratifikation bei verschiedenen Tumorentitaten
verwendet wird, liegen bislang nur wenige Daten zur Entstehung, Regulation und
immunologischen Funktion der Ioslichen Formen von PD-1 und PD-L1 bei
Tumorerkrankungen vor [34, 48, 61]. Zielsetzung dieser Arbeit war es, die folgenden

Fragen zu beantworten:

1. Sind sPD-1 und sPD-L1 bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
nachzuweisen?

2. Wie entstehen sPD-1 und sPD-L1 bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom?

3. Wie werden sPD-1 und sPD-L1 bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom reguliert?

4. Kann anhand der Hohe der sPD-1 und sPD-L1 Werte eine Aussage Uber die
Prognose von Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom getroffen

werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Datenbank und Patienten

Seit 2011 werden Patientendaten, Blutproben und Tumorproben im Rahmen des
translationalen Forschungsprojekts ,Der informative Patient” am Universitatsklinikum
der Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) prospektiv gesammelt. Die in die Studie
eingeschlossenen Patienten wurden im Comprehensive Cancer Center am LMU-
Klinikum, Campus Grol3hadern behandelt oder stellten sich zu einer Zweitmeinung vor.
Als Einschlusskriterium musste ein exokrines Pankreaskarzinom histologisch
gesichert worden sein. Bis August 2018 (Data-lock) wurden Daten zu 206 Patienten
mit einem exokrinen Pankreaskarzinom gesammelt und es wurden regelmaRige
Follow-ups durchgefuhrt. Der klinische Verlauf wurde bei allen Patienten retrospektiv

erfasst.
Folgende Charakteristika wurden bei allen Patienten erfasst:

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose beziehungsweise vor Therapiebeginn wurden
folgende Parameter gesammelt: das Geschlecht, das Geburtsdatum, die Kérpergrolie,
das Gewicht, die Lokalisation des Tumors, die histologische Klassifizierung mit
Graduierung, die TNM-Stadieneinteilung und die Lokalisation der Metastasten, das
Stadium (resektabel, lokal fortgeschritten oder metastasiert), der Performancestatus
nach Karnofsky und der ECOG-Performancestatus (Eastern cooperative oncology
group-performance status), die Erfassung eines vorliegenden Diabetes, die
regelmalige Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR), sowie die
Laborparameter Carbohydrat-Antigen 19-9 (CA 19-9), Carcinoembryonales Antigen
(CEA), Gesamtbilirubin, C-reaktives Protein (CRP), LDH, Hamoglobin, Leukozyten-

und Thrombozytenzahl.

Kontinuierlich erfasst wurden folgende Parameter: Informationen zu den Therapien,
wie Operation in kurativer Intention und postoperativer Resektionsstatus, die Art, die
Therapiedauer und die Anzahl der Zyklen von neoadjuvanter, adjuvanter und
palliativen Therapien bis hin zur Drittlinientherapie, Datum und Lokalisation eines

Rezidivs, Datum des Progresses, sowie gegebenenfalls das Todesdatum.

Die Feststellung des Progresses erfolgte anhand der RECIST-Kriterien (Response

Evaluation Criteria in Solid Tumors). Wenn dies nicht moglich war, also der Patient
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beispielsweise aufgrund schlechter Laborparameter keine Therapie mehr bekommen
konnte, wurde dies ebenfalls als (klinischer) Progress gewertet. Die

Datenbankerstellung erfolgte mit Microsoft Excel.

2.2 Patientenfindung fur sPD-1 und sPD-L1
Die Datenerfassung der Patienten erfolgte im Rahmen des Forschungsprojekts ,Der

informative Patient".

Folgende Kriterien mussten erfullt sein, um Teil der Kohorte zu werden, bei der eine

Bestimmung von sPD-1 und sPD-L1 stattgefunden hat

e Der Patient ist Teil des Patientenkollektivs ,Der informative Patient”. Hier sind
Patienten eingeschlossen, welche ihre Einwilligung in die Verarbeitung von
Patientendaten und - falls vorhanden - Blutproben sowie Tumorproben gegeben
haben.

e Beidem Patienten liegt ein fortgeschrittenes Karzinom des exokrinen Pankreas
vor. Diesbezlglich wurden eine Metastasierung bei Erstdiagnose
beziehungsweise ein fortgeschrittener Lokalbefund des Tumors im Sinne einer
Inoperabilitat bei Erstdiagnose festgelegt.

e Die Diagnose des Pankreaskarzinoms sollte bis April 2015 gestellt worden sein,
damit ein ausreichend langer Beobachtungszeitraum vorliegt.

e Es wurde eine Blutprobe vor Beginn der palliativen Chemotherapie asserviert.

2.3 Blutproben fiur sPD-1 und sPD-L1

Die Blutentnahmen erfolgten vor Beginn der palliativen Therapie. Die Serum-Rdéhrchen
wurden mit venésem Blut der Patienten gefullt. Um die Blutzellen zu entfernen, wurden
die Réhrchen 10 Minuten lang mit 3000 Umdrehungen pro Minute bei Raumtemperatur

zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Serumproben bei -80°C aufbewahrt.

24



2.4 Bestimmung von sPD-1 und sPD-L1
Die Bestimmung von sPD-1 und sPD-L1 wurden am Institut fur Klinische Chemie und
Klinische Pharmakologie an der Universitat Bonn (unter der Leitung von Prof. Dr. med.

Stefan Holdenrieder) durchgefuhrt.

sPD-1 und sPD-L1 wurden mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA)
bestimmt. Hierzu wurden die humanen PD-1 Antikorper-Duosets fur ELISA (fur PD-1
Katalognummer DY 1086, fur PD-L1/B7-H1 DY156) von R&D Systems (Minneapolis,
MN) verwendet. Die Antikdrper wurden auf der MSD Mesocale Quickplex SQ120
Plattform (MSD Mesoscale Diagnostics, Rockville, ML) angewandt, welche eine hoch

sensitive chemilumineszente Detektion von PD-1 und PD-L1 ermdglicht.

Die Antikorper-Duosets beinhalteten Streptavidin- und Biotin-basierte Capture- und

Detection-Antikdrper sowie das dazu passende Standardmaterial fir PD-1 und PD-L1.

Die high-bind Mikrotiterplatten von MSD wurden mit 25uL pro Well Capture-
Antikérpern (Konzentration 2 pg pro ml fir PD-1 und PD-L1) beimpft, versiegelt und
Uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Platten gewaschen (3 x 200uL pro Well PBS
(Phosphate-buffered saline) mit 0,05% Tween). Anschlie3end wurden 150 uL pro Well
BSA (Bovine serum albumine) (5% in PBS) als Blockierungslosung hinzugefugt, die
Platte wurde verschlossen und bei 700 Umdrehungen pro Minute fur eine Stunde
inkubiert. Nach einem Waschschritt (3x 200uL pro Well PBS-T) wurden 25pl
Standardmaterial beziehungsweise Patientenproben hinzugefligt. Nach erneuter

Versiegelung erfolgte anschlieRend die Inkubation fur 2 Stunden auf der Ruttelplatte.

Die Kalibrierungskurve wurde mittels standardisierter Proben in einer 1:4 Verdinnung
mit einem PD-1 oder PD-L1-Gehalt von 30ng pro ml bis 7pg pro ml erstellt. Nach einem
weiteren Waschdurchgang (3x200uL pro Well PBS-T) wurden 25 uL Detection-
Antikdrper pro Well hinzugefugt (Konzentrationen: 200ng pro ml fir PD-1 und 100ng
pro ml fur PD-L1). Anschlieend wurde erneut flur 2 Stunden auf einer Rittelplatte
inkubiert.

Ein erneuter Waschschritt (3x200uL pro Waschung PBS-T) wurde durchgefthrt und
25uL Streptavidin-sulfo-tag Antikérper pro Well hinzugefigt und fir 2 Stunden

inkubiert.
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Nach einem zusatzlichen Waschvorgang (3x200uL pro Well PBS-T) wurden 150uL
Reading-Puffer pro Well hinzugefligt. Danach konnte die chemilumineszente Messung
auf der SQ120 QuickPlex durchgefuhrt werden. Die absolute Konzentration von sPD-1
und sPD-L1 (in ng pro ml) der Patientenproben konnte so mittels Kalibrierkurve

berechnet werden.

Vor der klinischen Testung erfolgte eine Optimierung der Assays bezlglich der
Plattenauswahl (high-bind Mikrotiterplatte oder Standard Mikrotiterplatte), Puffer- und
Antikdrperkonzentrationen (mittels Titration verschiedener Kombinationen) und

Streptavidin-Labeling.

Mithilfe des Signal-Rausch-Verhaltnisses von einigen Standardkonzentrationen
konnten die besten Antikérperkonzentrationen ausfindig gemacht werden. Zusatzlich
wurden Intra- und Inter-Assay-Prazision gesichert und die Linearitat der Verdinnung
bestatigt [68, 69].

2.5 Tumorproben und Immunhistochemie

Vor Beginn der palliativen Chemotherapie wurden Tumorproben zur
Diagnosesicherung entnommen. Die Tumorproben wurden nach der Entnahme in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Diese wurden im Archiv des
Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitat beziehungsweise von
externen Pathologischen Instituten gelagert. Nach Identifikation und Anforderung der
entsprechenden Tumorproben wurden sogenannte Tissue microarrays (TMA)
angefertigt. Diese bestehen jeweils aus Tumorproben von 8 Patienten, wobei pro
Patienten je drei 1 mm groRe Stanzzylinder aus unterschiedlichen Tumorregionen
entnommen und in einem gemeinsamen Paraffinblock eingebettet wurden (Abbildung
4). Im Anschluss wurden diese Paraffinblocke geschnitten und auf einen Objekttrager
aus Glas aufgezogen. Um die CD3+ Lymphozyteninfiltration und PD-L1 Expression
des Tumors zu bestimmen wurden die Leerschnitte anschlieRend mittels
immunhistochemischer Farbemethoden behandelt. Hierzu wurde ein Ventana
Benchmark Ultra Autostainer verwendet (Ventana, Tucson, AZ, USA).
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Abbildung 4: Exemplarisches Bild eines Tissue microarrays, Quelle: Matthias Trummer

Nach einem Schritt zur Entfernung des Wachses, konnte durch eine 64-minutige
Anwendung der Ventana Retrieval Lésung CC1 (pH 8,4, Ventana) die Antigenstruktur
wiederhergestellt werden. Anschliefend wurden die Proben mit dem monoklonalen
Kaninchen-anti-PD-L1 Antikorper (1:100 Verdunnung, clone E1L3N, Cell signaling
technology, Danvers, MA, USA) fur 32 Minuten inkubiert. Nach der zweiten Antikdrper
Inkubation (UltraView DAB Kit; Ventana) konnte die Farbung mit einem
diaminobenzidin-basierenden System von Ventana sichtbar gemacht werden. Der
Vorgang wurde mittels eines anderen kommerziell erhaltlichen PD-L1 Kits von

Ventana validiert.

Die Slides wurden danach mit dem vorverdinnten monoklonalen Kaninchen-anti-
PD-L1 Antikorper (clone SP263, Konzentration 1,61ug/ml, Ventana) inkubiert und die
Farbungen wieder mithilfe des diaminobenzidin-basierenden Systems nach der
zweiten Inkubation dargestellt (OptiView DAB Kit; Ventana). Als Positivprobe wurde
die menschliche Tonsille gewahlt und als Negativprobe die menschliche Leber
(Abbildung 5). Diese Kontrollen wurden bei jeder Farbung mitgefarbt. Als positiv wurde
nur die membrandse PD-L1 Farbung der Tumorzellen gewertet. Anschliel3end wurde
der Prozentsatz der positiv gefarbten Zellen in den Tumorproben ermittelt. Bei
manchen Proben trat auch eine leichte Farbung des Zytoplasmas auf, welches als
Artefakt gewertet wurde und somit nicht in die Berechnungen miteinfloss. Die Menge
der CD3+ Lymphozyten Infiltration wurde semiquantitativ erhoben. Hierbei wurden
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unter dem Mikroskop sogenannte High power fields (HPF) ausfindig gemacht und mit
einer 200-fachen VergréRerung untersucht. Im Zuge dieser Forschungsarbeit wurde
eine sehr geringe Auspragung der CD3+ Lymphozyten als Score 0 definiert (0-5 CD3+
Zellen pro HPF). Score 1 beinhaltete eine Anzahl von bis zu 50 CD3+ Zellen pro HPF.
Wenn in einem HPF mehr als 50 CD3+ Lymphozyten zu finden waren, wurden diese
als Score 2 festgelegt. Es wurde nur die echte Tumorinfiltration von CD3+ Zellen
gezahlt. Zufallig anliegende Lymphfollikel oder Lymphozytenaggregate, welche eine

hohe Anzahl an CD3+ Zellen aufweisen, flossen nicht in die Zahlung mit ein.

Abbildung 5: Immunhistochemische PD-L1 Farbung der Positiv- und Negativkontrolle

links: Histologische Aufarbeitung der Tonsille mit positiver PD-L1 Expression (Positivkontrolle)
rechts: Histologische Aufarbeitung der Leber mit fehlender PD-L1 Expression (Negativkontrolle)

2.6 Statistische Analyse

Erste statistische Analysen zur Selektion der Patientengruppe fur die Bestimmung von
sPD-1 und sPD-L1 wurden mithilfe Microsoft Excel 2011 durchgefihrt. Die weiteren
statistischen Analysen wurden unter Verwendung von IBM SPSS Statistics (Version
25) und GraphPad Prism durchgefuhrt. Mittels der Cox Regression wurde der Einfluss
verschiedener Variablen auf das Gesamtuberleben geschatzt. Mit der Kaplan-Meier-
Methode wurden sowohl die progressionsfreie Uberlebensrate als auch das
Gesamtuberleben geschatzt. Des Weiteren wurden Korrelationsanalysen nach
Pearson und Spearman durchgefuhrt. Der Vergleich von Mittelwerten wurde mithilfe
des t-Tests und der Vergleich der Varianzen mittels F-Tests berechnet. Die graphische
Darstellung der Analysen erfolgte mit den Programmen Microsoft Excel, IBM SPSS
Statistics (Version 25) und GraphPad Prism.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Datenbankpatienten

Insgesamt umfasste die Datenbank der Studie ,Der informative Patient” zum Zeitpunkt
des Data-Locks im September 2018 206 Patienten. Hiervon waren 51,5% mannlich
und 48,5% weiblich. Das mediane Alter der Patienten zum Diagnosezeitpunkt lag bei
65,5 Jahren. Der jungste Patient war 29 Jahre und der alteste 84 Jahre. Einen
Uberblick tber die klinischen Charakteristika der Patienten gibt die Tabelle 3.1.1.

Bei dem grofiten Anteil der Patienten wurde ein Adenokarzinom (96,4%) diagnostiziert.
In 2,4% der Falle lag ein Azinuszellkarzinom vor. Bei 2 Patienten konnte bei der
diagnostischen Aufarbeitung des Karzinommaterials keine eindeutige histologische
Zuordnung getroffen werden. Der Pankreaskopf war in mehr als der Halfte der Falle
die primare Tumorlokalisation. Der Pankreaskorper und Pankreasschwanz waren in
Summe seltener vertreten (35,9%). Der haufigste Differenzierungsgrad war G3 und
somit waren die Tumoren bei der Patientenkohorte insgesamt eher schlecht
differenziert (G3+G4 = 62,2%). Zum Diagnosezeitpunkt konnte bei 38,8% der
Patienten eine Operation in kurativer Intention durchgefihrt werden. Die restlichen
Patienten wurden in einem Dbereits fortgeschrittenen Erkrankungsstadium
diagnostiziert. Hierbei lag bei 46,1% Patienten eine Fernmetastasierung vor und bei
15,0% der Erkrankten war der Tumor lokal fortgeschritten. Ein Uberblick tber die

Lokalisation der Metastasen zu Beginn der palliativen Therapie gibt die Abbildung 6.
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Alter in Jahren (Median, Range) 65,5 [29-84]

Geschlecht

mannlich 106 51,5%
weiblich 100 48,5%
Tumorstadium bei Erstdiagnose

resektabel 80 38,8%
metastasiert 95 46,1%
lokal fortgeschritten 31 15,0%
Lokalisation des Tumors

Pankreaskopf 130 63,1%
Pankreaskorper 23 11,2%
Pankreasschwanz 39 18,9%
Pankreaskorper und -schwanz 12 5,8%
Karzinom der Papille 2 1%
Histologie

Adenokarzinom 199 96,6%
Azinuszellkarzinom 5 2,4%
unbekannt 2 1%
Grading

G1 gut 7 3,9%
G2 malig 61 33,9%
G3 gering 107 59,4%
G4 undifferenziert 5 2,8%
fehlend 26

ECOG bei Erstdiagnose

ECOGO0 71 42,5%
ECOG 1 78 46,7%
ECOG 2 16 9,6%
ECOG 3 2 1,2%
ECOG fehlend 39

CRP [mg/dL] (Median, Range) 0,68 [0-39,0]

CA-19-9 [U/mL] (Median, Range) 166 [0-422 000]

CEA [ng/mL] (Median, Range) 4,2 [0-483]

Mediane Uberlebenszeit (in Monaten) 18,3 [95% Kl 15,1-21,5]

Diabetes mellitus bei Erstdiagnose

erkrankt 51 31,7%
nicht erkrankt 110 68,3%
Angabe fehlend 45

Tabelle 3.1.1 Klinische Charakteristika des Patientenkollektivs ,,Der informative Patient*

ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status, CRP = C-reaktives Protein,
CA-19-9 = Carbohydrat-Antigen 19-9, CEA = Carcinoembryonales Antigen
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Lokalisation der Metastasen bei Beginn der palliativen

Therapie
70%
59,4%
60%
50%
40%
30%
20% 18,1%
12,3% 10.1%

10%

0%

Leber und weitere  Lunge und weitere  Leber und Lunge Sonstige

Abbildung 6: Lokalisation der Metastasen bei Beginn der palliativen Therapie des
Patientenkollektivs ,,Der informative Patient*

Weitere Lokalisationen von Metastasen sind im Patientenkollektiv unter anderem: Peritonealkarzinose,
Lymphknotenmetastasen, Knochenmetastasen. Am haufigsten zeigte sich eine Metastasierung in der

Leber zu Beginn der palliativen Chemotherapie.

Bei Patienten, bei denen eine palliative Chemotherapie aufgrund eines
fortgeschrittenen Lokalbefunds, einer Fernmetastasierung oder aufgrund eines
Progresses nach Resektion eingeleitet wurde, erhielten als palliative Erstlinientherapie
in 47,6% der Falle eine Gemcitabin-basierte Chemotherapie. Eine 5-Fluorouracil-
basierte Chemotherapie wurde 39,8% der Patienten verabreicht. Andere
Chemotherapieprotokolle waren in 4,2% der Falle die Therapie der ersten Wahl. Eine
geringe Anzahl der Patienten erhielt in palliativer Intention initial eine
Radiochemotherapie (6,5%). Andere Therapien wurden in 1,9% der Falle
durchgeflhrt.

Zum Zeitpunkt des Data-Locks im September 2018 waren bereits 85,4% der Patienten
verstorben. Das mediane Gesamtlberleben der gesamten Studienpopulation lag bei
18,3 Monaten [95% Kl 15,1 - 21,5]. Es war dabei ein signifikanter Unterschied je nach
Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose festzustellen (p < 0,0001): so lag das mediane
Uberleben der initial resektablen Patienten bei 29,9 Monaten [95% Kl 25,5 - 34,3],
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Patienten in lokal fortgeschrittenem Stadium lebten im Median 18,0 Monate [95% KI
10,1 - 25,9] und die metastasierten 10,5 Monate [95% Kl 8,5 — 12,6].

Der informative Patient

- resektabel
= = lokal fortgeschritten

metastasiert

Gesamtiiberleben

0 T I — I I | 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Monate

Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve des Kollektivs ,,Der informative Patient”

Grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten mit initial resektablem, metastasiertem und
lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom bei Erstdiagnose. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit in
Monaten und auf der Y-Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Log-Rank-Test: p < 0,0001
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3.2 Patientencharakteristika der sPD-1 und sPD-L1 Stichprobe

Wie bereits im Abschnitt ,Material und Methoden“ naher beschrieben, wurden im
Rahmen des Forschungsprojekts ,Der informative Patient® am Universitatsklinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitat Patientendaten, Blutproben sowie Tumorproben von
Patienten mit Pankreaskarzinom prospektiv gesammelt. Die in die Studie
eingeschlossenen Patienten wurden im Comprehensive Cancer Center am LMU-
Klinikum, Campus Grof3hadern behandelt oder stellten sich zu einer Zweitmeinung vor.
Als Einschlusskriterium musste ein exokrines Pankreaskarzinom histologisch

gesichert worden sein.

Im September 2015 fuhrten wir das erste Mal eine Datenanalyse durch, um eine
Patientengruppe zur Bestimmung von |6slichem PD-1 und PD-L1 (sPD-1 und sPD-L1)
zu identifizieren. Einen Uberblick Uber die Ein- und Ausschlusskriterien gibt Abbildung
8. Zu den wichtigsten Einschlusskriterien gehorte, dass sich die Patienten zum
Diagnosezeitpunkt bereits in einem fortgeschrittenen Erkrankungsstadium befanden
und dass eine Blutprobe vor Therapiebeginn asserviert wurde. Von 171 Patienten
(Stand 09/2015) hatten 65 bei Diagnosestellung ein initial resektables
Pankreaskarzinom und konnten deshalb nicht in die Studie eingeschlossen werden.
Als weiteres Auswahlkriterium sollte die Beobachtungszeit bereits fortgeschritten sein,
sodass die Diagnosestellung bis inklusive April 2015 erfolgt sein sollte. Schlielich
konnten 41 Patienten eingeschlossen werden, da von ihnen auch Blutproben vor
Beginn der palliativen Chemotherapie zur Verfligung standen. In dieser Gruppe an

Patienten wurde bei allen Patienten das Pankreaskarzinom histologisch gesichert.

Ein Data-Lock wurde im September 2016 durchgefuhrt. Die 41 Patienten wurden bis
dahin hinsichtlich des Uberlebensstatus, des progressionsfreien Uberlebens und der
palliativen Therapie beobachtet. Weitere Patienten, die der Kohorte ,Der informative
Patient® angehoren und nicht fur die Subgruppe zur Bestimmung der sPD-1 und
sPD-L1 Serumkonzentration ausgewahlt wurden, wurden bis September 2018
nachbeobachtet.
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Daten von Patienten mit exokrinem
Pankreaskarzinom und Teilnehmer der
Studie _Der informative Patient” des
LMU Munich Cancer Centers

Ausschlusskriterien

n=171

Patienten mit initial
. resezierbarem Pankreaskarzinom

n =65
A A

Patienten mit lokal fortgeschrittenem
oder metastasiertem Pankreaskarzinom
bei Erstdiagnose

n=106

L

( Erstdiagnose nach April 2015
L n=6

Patienten mit lokal fortgeschrittenem
oder metastasiertern Pankreaskarzinom
bei Erstdiagnose

n=100
( Keine Blutprobe vor Beginn der

palliativen Therapie verfugbar

L n=>59

L 4

Geeignete Patientenkohorte zur
Bestimmung von sPD-1 und sPD-L1 im
Blutserum

n=41

Abbildung 8: Darstellung der Ein- und Ausschlusskriterien zur Bestimmung der sPD-1 und
sPD-L1 Stichprobe

Einschlusskriterien: Patienten mit exokrinem Pankreaskarzinom, fortgeschrittenes Stadium bei
Erstdiagnose, Erstdiagnose bis inklusive April 2015, Serumproben wurden vor Beginn der palliativen
Chemotherapie asserviert und stehen zur Verfiigung

sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1, sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1

In der ausgewahlten Patientenuntergruppe hatten 40 Personen ein duktales
Adenokarzinom und 1 Patient ein Azinuszellkarzinom. Bei 6 Patienten lag zu
Therapiebeginn ein lokal fortgeschrittenes Pankreaskarzinom vor, bei den Ubrigen 35
Patienten waren Metastasen festgestellt worden. Bis zum Ende des Follow-ups im

September 2016 waren bereits 35 Patienten gestorben. Das mediane
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Gesamtuberleben der Studienkohorte lag bei 10,8 Monaten (95% Kl 6,1 bis 15,5
Monate) und die Zeit des medianen Follow-ups lag bei 24 Monaten (95% Kl 19,6 bis
30,0 Monate). 11 Patienten erhielten als First-Line-Chemotherapie eine Gemcitabin
Monotherapie und weitere 11 Patienten eine Chemotherapie, welche auf Gemcitabin
basierte. Eine 5-Fluorouracil-haltige Therapie erhielten 18 Patienten, von denen 10
Erkrankte die Chemotherapiekombination FOLFIRINOX erhielten. 1 Patient wurde mit
einer palliativen Radiochemotherapie behandelt. Einen Uberblick Uber die
Charakteristika der sPD-1 und sPD-L1 Patienten gibt Tabelle 3.2.1.
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Alter in Jahren (Median, Range) 66,9 [38 - 81]

Geschlecht

mannlich 23 56,1%
weiblich 18 43,9%
Tumorstadium bei Erstdiagnose

metastasiert 35 85,4%
lokal fortgeschritten 6 14,6%
Lokalisation des Tumors

Pankreaskopf 23 56,1%
Pankreaskorper 3 7,3%
Pankreasschwanz 13 31, 7%
Pankreaskdrper und -schwanz 2 4,9%
Histologie

Adenokarzinom 40 97,6%
Azinuszellkarzinom 1 2,4%
Grading

G1 gut 1 3,0%
G2 maRig 9 27,3%
G3 gering 19 57,6%
G4 undifferenziert 4 12,1%
fehlend 8

ECOG bei Erstdiagnose

ECOGO0 20 50,0%
ECOG 1 18 45,0%
ECOG 2 1 2,5%
ECOG 3 1 2,5%
ECOG fehlend 1

Mediane Uberlebenszeit (in Monaten) 10,8 [95% K1 6,1 - 15,5]

First Line Therapie

Gemcitabin Monotherapie 11 26,8%
Gemcitabin-haltige Kombinations-

Chemotherapie 11 26,8%
FOLFIRINOX-haltige Kombinations-

Chemotherapie 8 19,5%
5-Fluorouracil-haltige Kombinations-

Chemotherapie 10 24,4%
Radiochemotherapie 1 2,4%

Tabelle 3.2.1 Klinische Charakteristika der sPD-1 und sPD-L1 Stichprobe

sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1, sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1,

ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status
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3.3 Kilinische Charakteristika der Patienten mit sPD-1 < Median
verglichen mit sPD-1 2 Median und sPD-L1 < Median verglichen mit
sPD-L1 2 Median

Die Patienten wurden anhand der sPD-1 und sPD-L1-Konzentration in zwei Gruppen

eingeteilt. Die Unterteilung erfolgte mittels Medians. Die klinischen Charakteristika

waren in beiden Gruppen in etwa vergleichbar. Fur sPD-1 siehe Tabelle 3.3.1; fur
sPD-L1 siehe Tabelle 3.3.2.

Um das mittlere Gesamtuberleben der zwei Patientengruppen zu vergleichen, wurde
die Kaplan-Meier-Methode verwendet. Hierbei zeigte sich im Log-rank-Test kein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit sPD-1 < Median verglichen mit sPD-1
2 Median und sPD-L1 < Median verglichen mit sPD-L1 = Median. Bei dem Vergleich
von sPD-1 < Median mit sPD-1 = Median ergab sich ein medianes Gesamtuberleben
von 11,9 beziehungsweise 9,5 Monaten (p = 0,78; Abbildung 9). Bei dem Vergleich
von sPD-L1 < Median mit sPD-L1 = Median ergab sich ein medianes Gesamtlberleben
von 11,9 beziehungsweise 9,5 Monaten (p = 0,36; Abbildung 10). Ahnliche Resultate
zeigten sich, wenn anstelle des Medians die 75. Perzentile als Grenzwert gewahlt
wurde (Abbildung 11 und Abbildung 12). Auch bei der Verwendung von sehr hohen
Werten als Grenzwerte, welche in dieser Studie fur sPD-1 mit > 1ng/ml und fur sPD-L1
mit > 0,1ng/ml definiert wurden, zeigten sich ahnliche Resultate (Abbildung 13 und
Abbildung 14).

Auch um das progressionsfreie Uberleben (PFS) zu ermitteln und zu vergleichen,
wurde die Kaplan-Meier-Methode angewandt. Hierbei wurde die Zeit von der
Erstdiagnose bis zum Progress der Erkrankung unter Erstlinientherapie bestimmt. Als
Cut-off-Wert wurde hier ebenfalls der Median gewahlt. Bei dem Vergleich von den
Patienten mit sPD-1 < Median mit sPD-1 = Median und sPD-L1 < Median mit sPD-L1
= Median zeigte sich kein signifikanter Unterschied im PFS. Das mediane
progressionsfreie Uberleben lag bei der Untersuchung der sPD-1 Serumspiegel bei
sPD-1 < Median bei 5,5 Monaten und bei sPD-1 = Median bei 7,9 Monaten (p = 0,66).
Bei der Untersuchung der sPD-L1 Werte lag das mediane progressionsfreie Uberleben
bei sPD-L1 < Median bei 4,3 Monaten und bei sPD-L1 =2 Median bei 8,0 Monaten
(p = 0,55). Siehe Abbildungen 15 und 16.
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Alter Jahre
(Median, Range)

CRP mg/di
(Median, Range)

Leukozyten G/l
(Median, Range)

CA-19-9 U/mi
(Median, Range)

CEA ng/ml
(Median, Range)

Tumorstadium

Lokal fortgeschrittenes
Pankreaskarzinom

Metastasiertes
Pankreaskarzinom

Performance Status
ECOGO
ECOG 1
ECOG 2
ECOG 3

ECOG nicht vorhanden

Medianes

sPD-1 < Median (n = 20)
66,05 [44 - 81]

1,6[0,1-32,8]
7,3[4,5-18,0]
364 [2,6 - 122 000]

4,310,7 - 122]

18

10

sPD-1 2 Median (n = 21)
67,10 [38 - 77]

1,4[0,1 - 14,8]
7,214,3 - 18,0]
1455 [2,6 - 422 000]

10,2 [0,2 - 432]

17

10

o/ KI- . o, KI- -
Gesamtiiberleben (Monate) 9,53 [95% KI: 5,06 - 13,99] 11,93 [95% KI: 6,13 — 17,72]

Tabelle 3.3.1 Vergleich der Patientencharakteristika von sPD-1 < Median mit sPD-1 2 Median

Median sPD-1 = 0,117 ng/ml
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1, CRP = C-reaktives Protein, CA-19-9 =
Carbohydrat-Antigen 19-9, CEA = Carcinoembryonales Antigen, ECOG = Eastern Cooperative

Oncology Group Performance Status
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sPD-L1 < Median (n = 20) sPD-L1 2 Median (n = 21)

Alter Jahre 66,05 [41 - 81] 67,10 [38 - 77]
(Median, Range)
CRP mg/d| 0.9[0,1 - 14.6] 16101 -32,8]

(Median, Range)
Leukozyten G/L

(Median, Range) 7,2[4,5-18,0] 7,4[4,3-18,0]
CA-19-9 U/ml
(Median, Range) 353 [2,6 - 16 257] 1466 [2,6 - 422 000]
CEA ng/ml
(Median, Range) 4,0[0,7 - 59,8] 9,0[0,2-432]
Tumorstadium
Lokal fortgeschrittenes

4 3 3
Pankreaskarzinom
Metastasierte§ 17 18
Pankreaskarzinom
Performance Status
ECOGO0 10 10
ECOG 1 9 9
ECOG 2 0 1
ECOG 3 1 0
ECOG nicht vorhanden 0 1
Medianes
Gesamtiiberleben 9,53 [95% KI: 5,06 - 13,99] 11,92 [95% KI: 6,41 - 17,44]
(Monate)

Tabelle 3.3.2 Vergleich der Patientencharakteristika von sPD-L1 < Median mit sPD-L1 = Median

Median sPD-L1 = 0,012 ng/ml

sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1, CRP = C-reaktives Protein, CA-19-9 = Carbohydrat-
Antigen 19-9, CEA = Carcinoembryonales Antigen, ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group
Performance Status
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soluble PD-1

T 1 = sPD-1 < Median
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Abbildung 9: Gesamtiiberleben von Patienten mit sPD-1 < Median verglichen mit sPD-1 2 Median

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten anhand von sPD-1
Serumwerten. Als Cut-offWert wurde der Median gewahlt. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit in

Monaten und auf der Y-Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Median sPD-1 = 0,117 ng/ml
Log-Rank-Test p = 0,78
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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soluble PD-L1

T 1 = sPD-L1 < Median
i = = sPD-L12 Median

Gesamtiiberleben
W
o
]
[}

—t .- e e =

0 I | I I I I |
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Monate

Abbildung 10: Gesamtiiberleben von Patienten mit sPD-L1 < Median verglichen mit sPD-L1 2
Median

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten anhand von sPD-L1
Serumwerten. Als Cut-off-Wert wurde der Median gewahlt. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit in

Monaten und auf der Y-Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Median sPD-L1 = 0,012 ng/ml
Log-Rank-Test: p = 0,36
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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soluble PD-1

! - sPD-1 < 75. Perzentile
I
| = = sPD-12 75. Perzentile
1

Gesamtiiberleben
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Abbildung 11: Gesamtiiberleben von Patienten mit sPD-1 < 75.Perzentile verglichen mit sPD-1
2 75.Perzentile

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten anhand von sPD-1
Serumwerten. Als Cut-offWert wurde die 75. Perzentile gewahlt. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit
in Monaten und auf der Y-Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Log-Rank-Test: p = 0,15

sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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soluble PD-L1

= sPD-L1 < 75. Perzentile
= = sPD-L1 2 75. Perzentile

Gesamtiiberleben

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Monate

Abbildung 12: Gesamtiiberleben von Patienten mit sPD-L1 < 75.Perzentile verglichen mit sPD-L1
2 75.Perzentile

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten anhand von sPD-L1
Serumwerten. Als Cut-off-Wert wurde die 75. Perzentile gewahlt. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit
in Monaten und auf der Y-Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Log-Rank-Test: p = 0,73

sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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soluble PD-1

= sPD-1<1 ng/ml
= = sPD-121 ng/ml
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Abbildung 13: Gesamtiiberleben von Patienten mit sPD-1 < 1 ng/ml verglichen mit sPD-1 2
1 ng/ml

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten anhand von sPD-1
Serumwerten. Als Cut-offWert wurde sPD-1 = 1ng/ml gewahlt. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit in
Monaten und auf der Y-Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Log-Rank-Test: p = 0,42
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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soluble PD-L1

= sPD-L1< 0,1 ng/ml
= = sPD-L120,1 ng/ml
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Abbildung 14: Gesamtiiberleben von Patienten mit sPD-L1 < 0,1 ng/ml verglichen mit sPD-L1 2
0,1 ng/ml

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten anhand von sPD-L1
Serumwerten. Als Cut-off-Wert wurde sPD-L1 = 0,1ng/ml gewahlt. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit
in Monaten und auf der Y-Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Log-Rank-Test: p = 0,19

sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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soluble PD-1

= sPD-1 < Median
= = sPD-12 Median

Progressionsfreies Uberleben seit der Erstdiagnose

Monate

Abbildung 15: Progressionsfreies Uberleben seit der Erstdiagnose von Patienten mit sPD-1 <
Median verglichen mit sPD-1 =2 Median

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der progressionsfreien Uberlebensraten der Patienten
anhand von sPD-1 Serumwerten. Als Cut-offWert wurde der Median gewahlt. Hierbei ist auf der X-
Achse die Zeit in Monaten und auf der Y-Achse die progressionsfreie Uberlebensrate in Prozent
eingetragen.

Median sPD-1 = 0,117 ng/ml

Log-Rank-Test: p = 0,66

sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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soluble PD-L1

= sPD-L1 < Median
= = sPD-L1 2 Median

Progressionsfreies Uberleben seit der Erstdiagnose

Monate

Abbildung 16: Progressionsfreies Uberleben seit der Erstdiagnose von Patienten mit sPD-L1 <
Median verglichen mit sPD-L1 2 Median

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der progressionsfreien Uberlebensraten der Patienten
anhand von sPD-L1 Serumwerten. Als Cut-off-Wert wurde der Median gewahlt. Hierbei ist auf der X-
Achse die Zeit in Monaten und auf der Y-Achse die progressionsfreie Uberlebensrate in Prozent
eingetragen.

Median sPD-L1 = 0,012 ng/ml

Log-Rank-Test: p = 0,55

sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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3.4 Einfluss der sPD-1 und sPD-L1 Werte auf das Gesamtiiberleben
mittels Cox Regression

Um den Einfluss der sPD-1 und sPD-L1 Werte auf das Gesamtuberleben zu

bestimmen, wurde in dieser Arbeit das Cox‘sche Regressionsmodell unter

Hinzunahme  von etablierten Prognosefaktoren bei fortgeschrittenem

Pankreaskarzinom genutzt.

Als etablierte Prognosefaktoren wurden das Alter, der ECOG Performance-Status,
sowie die Menge an CA 19-9 und CRP im Serum zu Therapiebeginn verwendet. Den
Erwartungen entsprechend zeigten Patienten mit einem hohen CRP Wert und einem
hohen pratherapeutischen CA 19-9 Wert (> 1000 U/ml) eine ungunstige Prognose.
Weder die sPD-1 noch die sPD-L1 Werte Kkorrelierten mit einem kurzeren
Gesamtuberleben (HR fur sPD-1: 0,74 [0,44 - 1,24]; HR fur sPD-L1: 0,23 [0,01 -
13,52]). Siehe Tabelle 3.4.1.

Univariate Analyse Multivariate Analyse
Parameter HR 95% KI P Wert HR 95% Ki P Wert
Alter > 65 Jahre 1,13 [0,56 - 2,28] 0,74
ECOG > 1 1,48 [0,20-10,92] 0,70
CA19-9>1000 U/ml 1,96 [0,98 - 3,9] 0,06 2,29 [1,07-4,9] < 0,05
CRP [mg/dI] 1,06 [1,01-1,11] <0,05 1,08 [1,02-1,13] < 0,01
sPD-1 [ng/ml] 0,74 [0,44 - 1,24] 0,25 0,74 [0,01-489,78] 0,93
sPD-L1 [ng/ml] 0,23 [0,01-13,52] 0,48 0,90 [0,37 -2,20] 0,82

Tabelle 3.4.1 Prognostische Relevanz von sPD-1 und sPD-L1

Analyse des Einflusses von sPD-1 und sPD-L1 sowie bereits etablierter Faktoren auf das
Gesamtuberleben mittels Cox Regressionsmodell.

sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1, sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1,
ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status, CA 19-9 = Carbohydrat-Antigen
19-9, CRP = C-reaktives Protein, HR = Hazard-Rate, K| = Konfidenzintervall
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3.5 CA 19-9 und CEA bei Patienten mit sPD-1 < Median beziehungsweise
sPD-1 2 Median und sPD-L1 < Median beziehungsweise sPD-L1 2
Median

CA 19-9 und CEA sind etablierte Serum-Tumormarker des Pankreaskarzinoms. Sie

geben Rlckschllsse auf die Prognose und die Tumorlast [1, 18, 70]. Wie zu erwarten,

zeigte sich in unserem Kollektiv eine positive Korrelation dieser beiden Tumormarker

(Abbildung 17). Der Korrelationskoeffizient nach Pearson liegt bei r = 0,63 und das

Signifikanzniveau bei p < 0,0001.

Um zu untersuchen ob sPD-1 und/oder sPD-L1 mit der Tumorlast korrelieren,
verwendeten wir CA 19-9 und CEA als Surrogat-Parameter. Ein Vergleich zwischen
den Mittelwerten von CA 19-9 und CEA in den Gruppen mit sPD-L1 < Median
verglichen mit sPD-L1 = Median zeigte keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 18
und 19). Um den Unterschied der Mittelwerte auf ihre Signifikanz zu prufen, wurde der
t-Test verwendet. Der Mittelwert flir CA 19-9 lag in der Gruppe mit sPD-L1 < Median
bei 2589 U/ml und in der Gruppe mit sPD-L1 = Median bei 36674 U/ml, p = 0,14. Der
Mittelwert fur CEA lag in der Gruppe mit sPD-L1 < Median beziehungsweise sPD-L1
= Median lag bei 8,8 ng/ml beziehungsweise bei 52,9 ng/ml, p = 0,09.

Auch die Korrelation zwischen individuellen sPD-L1 Werten und den individuellen
Werten von CA 19-9 r = 0,02 (Abbildung 20) und CEA r = 0,09 (Abbildung 21) zeigte
keinen statistisch signifikanten Zusammenhang. Die Berechnungen mit sPD-1 zeigten
ahnliche Ergebnisse und werden hier nicht angefihrt. Zusammenfassend konnte also
kein Zusammenhang zwischen Tumorlast und sPD-1 oder sPD-L1 Werten im Serum

nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: Positive Korrelation zwischen den Tumormarkern CA 19-9 und CEA

Korrelationsanalyse nach Pearson: r= 0,63 ; p < 0,0001
CEA = Carcinoembryonales Antigen, CA-19-9 = Carbohydrat-Antigen 19-9
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Abbildung 18: Mittelwerte von CA-19-9 bei sPD-L1 < Median beziehungsweise sPD-L1 2 Median

Median sPD-L1 = 0,012 ng/ml
t-Test: p=0,14
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1, CA-19-9 = Carbohydrat-Antigen 19-9

51



ns

10000 ' . :
e sPD-L1 <Median
1000 . m sPD-L1 = Median
— | |
-§ 100 :
g, . m N
~— ® |
[ | |
S B TP L
v $3e )
[ ] &
)]
0.1 T T
> 0y
é@b\ @Gb\
b 1
N NY
O'V o,\r
K K

Abbildung 19: Mittelwerte von CEA bei sPD-L1 < Median beziehungsweise sPD-L1 2 Median

Median sPD-L1 = 0,012 ng/ml
t-Test: p = 0,09
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1, CEA = Carcinoembryonales Antigen
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Abbildung 20: Korrelation zwischen individuellen CA 19-9 und sPD-L1 Werten

Korrelationsanalyse nach Pearson: r=0,02; p = 0,9
CA-19-9 = Carbohydrat-Antigen 19-9, sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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Abbildung 21: Korrelation zwischen individuellen CEA und sPD-L1 Werten

Korrelationsanalyse nach Pearson: r = 0,09; p = 0,59
CA-19-9 = Carbohydrat-Antigen 19-9, sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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3.6 Korrelation zwischen den sPD-1 beziehungsweise sPD-L1
Serumwerten und den CRP Werten
Wie auch in der Diskussion genauer aufgefluhrt, ist sSPD-1 und sPD-L1 nicht nur bei
malignen Erkrankungen, sondern auch bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen
nachweisbar. Um Herauszufinden ob sPD-1 und/oder sPD-L1 bei Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom mit dem AusmafR der systemischen Inflammation
korreliert, fUhrten wir verschiedene Untersuchungen durch. Bei genauerer Betrachtung
von sehr hohen Werten von sPD-1 und sPD-L1 (fur sPD-1>1ng/ml und
sPD-L1 > 0,1ng/ml) lie® sich feststellen, dass diese Werte fast ausschlielich bei jenen
Patienten zu finden waren, welche auch eine Erhdhung von CRP aufwiesen (p < 0,01
fur sPD-1 und p < 0,0001 fur sPD-L1). Als Schwelle des CRPs diente dabei der in der
Labordiagnostik anerkannte Grenzwert (0,5 mg/dl). Getestet wurden hierfur die

Varianzen mittels F-Test.

Auch die Mittelwerte fur sPD-1 und sPD-L1 waren bei Patienten mit erhdhtem CRP
tendenziell héher. Hier ergab sich flr sPD-1 ein Mittelwert von 490 pg/ml bei Patienten
mit erhdhtem CRP und ein Mittelwert von 230 pg/ml bei normalem CRP (p = 0,36)
(Abbildung 22). Fur sPD-L1 ergaben sich Mittelwerte von 60 pg/ml beziehungsweise
18 pg/ml bei erhdhtem beziehungsweise normalen CRP (p = 0,28) (Abbildung 23).

Statistisch signifikant waren diese Unterschiede jedoch nicht.
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Abbildung 22: sPD-1 Mittelwerte bei normalem und erh6htem CRP

Vergleich der Mittelwerte von sPD-1 bei CRP > 0,5mg/dl und CRP < 0,5mg/dI
t-Test: p = 0,36
F-Test: p < 0,01
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1, CRP = C-reaktives Protein
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Abbildung 23: sPD-L1 Mittelwerte bei normalem und erhhtem CRP

Vergleich der Mittelwerte von sPD-L1 bei CRP > 0,5mg/dl und CRP < 0,5mg/dl
t-Test: p=0,28

F-Test: p < 0,0001

sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1, CRP = C-reaktives Protein
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3.7 Korrelation zwischen den sPD-1 beziehungsweise sPD-L1
Serumwerten und der Leukozytenzahl

Auch die Anzahl der Leukozyten im peripheren Blut ist ein Indikator fur die Auspragung
der systemischen Inflammation. Es wurde daher im Rahmen der Studie Uberprift, ob
es eine Beziehung zwischen der Leukozytenzahl und sPD-1 beziehungsweise sPD-L1
Werten gibt. Hierbei zeigte sich jedoch in beiden Fallen, dass keine statistisch
signifikante Korrelation vorhanden ist. Fur den Zusammenhang von sPD-1 und der
Anzahl der Leukozyten ergab sich ein Korrelationskoeffizient nach Pearson von
r=0,23; p = 0,16 (Abbildung 24). Fir den Zusammenhang von sPD-L1 und der Anzahl
der Leukozyten ergab sich ein Korrelationskoeffizient nach Pearson von r=-0,1;
p = 0,54 (Abbildung 25).

Es wurden auch die Mittelwerte der Leukozyten bei sPD-1 < Median verglichen mit
sPD-1 = Median und sPD-L1 < Median verglichen mit sPD-L1 = Median untersucht.
Hierbei ergab sich ein Mittelwert der Leukozyten sPD-1 < Median von 7,8 G/L
beziehungsweise von 7,6 G/L bei sPD-1 = Median. Der Unterschied ist nicht signifikant
p = 0,89 (Abbildung 26). Bei sPD-L1 < Median beziehungsweise sPD-L1 = Median
ergab sich ein Mittelwert der Leukozyten von 7,6 G/L beziehungsweise von 7,8 G/L.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied: p = 0,79 (Abbildung 27).
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Abbildung 24: Korrelation zwischen sPD-1 und Leukozyten im peripheren Blut bei Erstdiagnose

Korrelationskoeffizient nach Pearson: r = 0,23; p = 0,16
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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Abbildung 25: Korrelation zwischen sPD-L1 und Leukozyten im peripheren Blut bei Erstdiagnose

Korrelationskoeffizient nach Pearson: r =-0,1; p = 0,54
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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Abbildung 26: Mittelwerte der Leukozyten im peripheren Blut bei Erstdiagnose bei sPD-1 <
Median beziehungsweise sPD-1 2 Median

Median sPD-1 = 0,117 ng/ml
t-Test: p=0,89
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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Abbildung 27: Mittelwerte der Leukozyten im peripheren Blut bei Erstdiagnose bei sPD-L1 <
Median beziehungsweise sPD-L1 2 Median

Median sPD-L1 = 0,012 ng/ml
t-Test: p=0,79
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand1
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3.8 Korrelation zwischen den sPD-1 beziehungsweise sPD-L1

Serumwerten und der Thrombozytenzahl
Im Zuge der Untersuchungen wurde nach einem Zusammenhang zwischen den
Thrombozyten und den sPD-1 und sPD-L1 Werten gesucht. Hierbei zeigte sich
ebenfalls keine statistisch signifikante Korrelation. Die Ergebnisse flir die Korrelation
nach Pearson ergaben fur die sPD-1 Werte einen Koeffizienten vonr=0,0 ; p = 0,99
(Abbildung 28) und fur sPD-L1 einen Koeffizienten von r = 0,19; p = 0,24 (Abbildung
29).

Es ergab sich ein Mittelwert der Thrombozyten bei sPD-1 < Median von 275,5 x 10°/L
beziehungsweise von 246,2 x 10%/L bei sPD-1 =2 Median; p = 0,3 (Abbildung 30). Bei
sPD-L1 < Median beziehungsweise sPD-L1 = Median ergab sich ein Mittelwert der
Thrombozyten von 277,6 x 10%/L beziehungsweise von 2457 x 10%/L; p =0,26
(Abbildung 31). Bei der Betrachtung der Mittelwerte der Thrombozyten sPD-1 <
Median verglichen mit sPD-1 = Median und sPD-L1 < Median verglichen mit sPD-L1 =

Median ergab sich ebenfalls jeweils kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Abbildung 28: Korrelation zwischen sPD-1 und Thrombozyten im peripheren Blut bei
Erstdiagnose

Korrelationskoeffizient nach Pearson: r = 0,0; p = 0,99
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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Abbildung 29: Korrelation zwischen sPD-L1 und Thrombozyten im peripheren Blut bei

Erstdiagnose

Korrelationskoeffizient nach Pearson: r = 0,19; p = 0,24
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1
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Abbildung 30: Mittelwerte der Thrombozyten im peripheren Blut bei Erstdiagnose bei sPD-1 <
Median beziehungsweise sPD-1 2 Median

Median sPD-1 = 0,117 ng/ml
t-Test: p=0,3
sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1
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Abbildung 31: Mittelwerte der Thrombozyten im peripheren Blut bei Erstdiagnose bei sPD-L1 <
Median beziehungsweise sPD-L1 2 Median

Median sPD-L1 = 0,012 ng/ml
t-Test: p = 0,26
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1

3.9 Korrelation zwischen den sPD-1 und sPD-L1 Werten bei Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
Die Korrelation zwischen sPD-1 beziehungsweise sPD-L1 und der Hohe des CRP
Werts legt einen Zusammenhang zwischen dem sPD-1 und sPD-L1 Serumwert und
dem Ausmal} der systemischen Inflammation nahe. Bei Autoimmunerkrankungen ist
ebenfalls eine Korrelation zwischen den sPD-1 und sPD-L1 Werten im Serum
beschrieben, was eine gemeinsame Quelle fur sPD-1 und sPD-L1 bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen nahelegt (siehe auch Diskussion) [71]. Bei Patienten mit
Tumorerkrankungen war eine solche Korrelation unseres Wissens noch nicht

durchgefuhrt worden.

Bei allen Patienten konnte im Serum sPD-1 nachgewiesen werden. sPD-L1 hingegen
war in 15 Fallen unterhalb der Messbarkeitsgrenze. Der Median fur sPD-1 lag bei
0,117 ng/ml (Range 0,038 - 25,93 ng/ml) und fur sPD-L1 bei 0,012 ng/ml (Range 0,007
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- 0,632 ng/ml). Es zeigte sich eine enge Korrelation zwischen den sPD-1 und sPD-L1
Werten. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson liegt bei r = 0,341 und das
Signifikanzniveau bei p = 0,029. Siehe Abbildung 32.
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Abbildung 32: Korrelation zwischen den sPD-1 und sPD-L1 Serumwerten bei Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom

Korrelationskoeffizient nach Pearson: r = 0,34; p = 0,029

sPD-1 = Soluble programmed cell death protein 1, sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1

3.10 Korrelation zwischen den sPD-L1 Serumwerten und der T-Zell-
Infiltration im Tumorgewebe beziehungsweise der PD-L1 Expression
des Tumors

Bei 30 von 41 Patienten waren archivierte Tumorproben verfugbar. Grande fur das

Fehlen der restlichen 11 Proben waren in 8 Fallen, dass die Diagnose des

Pankreaskarzinoms in auswartigen Institutionen erfolgte und in 3 Fallen, dass nach

Diagnosestellung nicht mehr genug Tumormaterial fur die geplanten

immunhistochemischen Farbungen zur Verflugung stand. In 13 Fallen war Material aus

dem Primarius verfugbar und in 17 Fallen aus Metastasengewebe. 2 Patienten hatten

bereits Chemotherapie vor Entnahme der Tumorprobe erhalten. Siehe Tabelle 3.10.1.
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Tumorinfiltration

Patienten- sPD-L1 Wert % PD-L1+ Typ des
. von CD3+
nummer [ng/ml] Pankreaskarzinomzellen T-Zellen Tumorgewebes
1 0,013 0 1 Lebermetastase
2 0,007 zu wenig Tumorgewebe - -
peritoneal
3 0,012 5 1 Metastase
4 0,138 externe Pathologie - -
5 0,007 10 1 Lebermetastase
6 0,007 externe Pathologie - -
peritoneal
7 0,007 0 2 Metastase
8 0,007 30 1 Lebermetastase
9 0,007 0 2 Primarius
10 0,007 externe Pathologie - -
11 0,029 0 0 Lebermetastase
12 0,007 0 1 Lebermetastase
13 0,007 externe Pathologie - -
14 0,119 0 1 kutane Metastase
15 0,021 0 1 Lebermetastase
Primarius nach
16 0,039 0 1 neoadjuvanter
Chemotherapie
17 0,007 0 2 Primarius
18 0,007 20 0 Lebermetastase
19 0,043 30 1 Lebermetastase
20 0,009 0 1 Primarius
21 0,012 0 1 Primarius
22 0,007 0 2 Lebermetastase
23 0,632 externe Pathologie -
24 0,007 0 1 Lebermetastase
25 0,007 externe Pathologie - -
26 0,078 30 2 Primarius
Primarius nach
27 0,007 60 2 neoadjuvanter
Chemotherapie
28 0,031 externe Pathologie - -
29 0,047 0 2 Lebermetastase
30 0,007 zu wenig Tumorgewebe - -
31 0,222 0 2 Primarius
32 0,013 0 1 Lebermetastase
33 0,008 zu wenig Tumorgewebe - -
34 0,015 20 1 Lebermetastase
35 0,067 0 2 Primarius
36 0,008 20 0 Lebermetastase
37 0,026 0 1 Primarius
38 0,178 externe Pathologie - -
39 0,012 0 1 Primarius
40 0,019 0 1 Primarius
41 0,093 0 2 Primarius

Tabelle 3.10.1 Ubersicht der sPD-L1 Werte im Blut, der PD-L1 Expression im Tumorgewebe, der
CD3+ T-Zell-Infiltration im Tumorgewebe sowie der Art des Tumorgewebes

Es wurden nur CD3+ T-Zellen in unmittelbarer Nahe zu malignen Tumorzellen gezahlt. Hierfur gilt:
0 = gering: <5 CD3+ T-Zellen, 1 = moderat: 6-50 CD3+ T-Zellen, 2 = hoch: > 50 CD3+ T- Zellen
sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1, PD-L1 = Programmed death ligand 1
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Wie folgend angeflhrt wurde die Auspragung der PD-L1 Expression des Tumors
untersucht und anschliel3end Uberpruft, ob es einen Zusammenhang zwischen der
PD-L1 Expression des Tumors und den sPD-L1 Werten des Bluts gibt. AuRerdem
wurde eine Untersuchung bezuglich der Auspragung der Infiltration von CD3+ Zellen
im Tumorgewebe durchgefuhrt. Anschlielend wurde ebenfalls untersucht, ob es einen
Zusammenhang zwischen der Infiltration von CD3+ Zellen und der sPD-L1 Werte im
Blut gibt.

Die Tumorproben wurden auf ihre PD-L1 Expression untersucht. Als Positivkontrolle
wurde die Tonsille gewahlt und als Negativkontrolle diente die Leber. Unter
Berucksichtigung dieser Kontrollen war die PD-L1 Expression in 9/30 Fallen positiv.

Zur Veranschaulichung der PD-L1 Expression in Tumorgewebe dient Abbildung 33.

Beim Vergleich von sPD-L1 Serumwerten mit der Expression von PD-L1 in

Tumorgewebe konnte keine positive Korrelation festgestellt werden (Abbildung 34).
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Abbildung 33: PD-L1 Expression im Tumorgewebe

links: Histologische Aufarbeitung einer Probe des Pankreaskarzinoms mit positiver PD-L1 Expression,
welche als ,stark” klassifiziert wurde

rechts: Histologische Aufarbeitung einer Probe des Pankreaskarzinoms mit fehlender PD-L1
Expression
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Abbildung 34: Korrelation zwischen den sPD-L1 Serumwerten und der PD-L1 Expression des
Tumorgewebes

Korrelationskoeffizient nach Spearman: r=-0,18 ; p = 0,34
PD-L1 = Programmed death ligand 1, sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1

Wie bereits oben erwahnt, wurde auch die CD3+ T-Zell-Infiltration im Tumorgewebe
untersucht. Eine hohe CD3+ T-Zell-Infiltration konnte in 10/30 Fallen (33%) festgestellt
werden. Beispiele fir eine starke beziehungsweise schwache T-Zell-Infiltration im

Tumorgewebe zeigen Abbildungen 35 und 36.

Bei der Untersuchung, ob es einen Zusammenhang zwischen der T-Zell Infiltration im
Tumor und der sPD-L1 Werte im Blut gibt, zeigte sich interessanterweise eine
Subgruppe von Patienten, bei der eine ausgepragte T-Zellinfiltration im Tumor
festgestellt wurde und zugleich sehr hohe sPD-L1 Werte im Blut aufwies. Das
Signifikanzniveau liegt hierflir bei p < 0,001 (Abbildung 37). Bei einem Patienten wurde
trotz eines niedrigen sPD-L1 Serumwerts eine starke T-Zell-Infiltration beobachtet.
Dieser Patient erhielt vor der Tumorprobengewinnung jedoch bereits eine
neoadjuvante Chemotherapie. Die Blutentnahme war bereits vor Einleitung der

Chemotherapie durchgefuhrt worden. Siehe Patient Nummer 27.
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Abbildung 35: starke T-Zell-Infiltration im Tumorgewebe

Starke CD3+ T-Zell-Infiltration im Tumorgewebe, Score = 2

- TN d v Y
[ - ‘&l iy Ny
80, :‘n}s-"\ , Wy

,";ft§f‘&,e;f‘ kM G v ‘l'
Abbildung 36: schwache T-Zell-Infiltration im Tumorgewebe

Schwache CD3+ T-Zell-Infiltration im Tumorgewebe, Score = 0
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Abbildung 37: sPD-L1 Serumwerte in Abhdngigkeit von der Anzahl CD3+ Zellen im Tumorgewebe

Vergleich von > 50 CD3+ Zellen pro HPF mit 6-50 CD3+ Zellen pro HPF:
t Test: p = 0,09; F-Test: p < 0,001

Vergleich von > 50 CD3+ Zellen pro HPF mit <5 CD3+ Zellen pro HPF:
t Test: p = 0,35; F-Test: p = 0,07

Vergleich von 6-50 CD3+ Zellen pro HPF mit <5 CD3+ Zellen pro HPF:
t Test: p =0,64; F-Test: p = 0,37

sPD-L1 = Soluble programmed death ligand 1; HPF = High Power Field
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3.11 Korrelation zwischen der PD-L1 Expression im Tumorgewebe und
dem Gesamtiiberleben
Auch der prognostische Stellenwert von PD-L1 Expression im Tumor von Patienten
mit Pankreaskarzinom ist umstritten. Um zu untersuchen, ob das Ausmalf} der PD-L1
Expression des Tumors eine Auswirkung auf das Uberleben bei
Pankreaskarzinompatienten hat, wurden zu der ausgesuchten aus 41 Patienten
bestehenden sPD-1 und sPD-L1 Kohorte, welche ein fortgeschrittenes
Pankreaskarzinom hat, weitere 36 Patienten ausgewahlt, die ein initial resezierbares
Pankreaskarzinom aufwiesen. Die Auswahl dieser Patienten erfolgte aufgrund
zusatzlicher Farbung ihrer Tumorproben im Rahmen von anderen Studien aus der
Datenbank ,Der informative Patient, bei der eine Aufarbeitung des Tumormaterials

vollzogen wurde.

In dieser Kohorte waren bei Erstdiagnose 5 Patienten in einem lokal fortgeschrittenen
Stadium, 25 Patienten wiesen bereits eine Metastasierung auf und 36 Patienten hatten

ein Pankreaskarzinom, das als resektabel eingestuft wurde.

Die Anzahl der Zellen mit PD-L Expression wurden ermittelt und in 4 Stufen eingeteilt:

keine, schwache, moderate und stark ausgepragte PD-L1 Expression.

49 Patienten zeigten keine PD-L1 Expression im Tumorgewebe, 11 Patienten eine
schwache PD-L1 Expression, 4 eine moderate PD-L1 Expression und bei 2 Patienten
konnte die PD-L1 Expression als stark klassifiziert werden. Aufgrund der geringen
Fallzahlen der Gruppen 3 und 4 (moderate und starke Auspragung) erfolgte eine

Zusammenfassung dieser Gruppe zu ,moderat/stark".

Das mediane Gesamtuberleben der gesamten Studienpopulation lag bei 20,8 Monaten
[95% KI 16,96 - 24,7]. Es wurde die Gesamtliberlebensrate abhangig von der

Auspragung der PD-L1 Expression untersucht.

Sowohl beim Vergleich von Gruppe 1 (keine Auspragung) mit Gruppe 3
(moderate/starke Auspragung) als auch beim Vergleich zwischen Gruppe 2 (leichte
Auspragung) mit Gruppe 3 (moderate/starke Auspragung) zeigte sich jeweils ein
statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,0001). Es konnte kein Unterschied im
Uberleben zwischen Gruppe 1 (keine Auspragung) und Gruppe 2 (leichte Auspragung)
festgestellt werden.
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Das mediane Uberleben der PD-L1 negativen Patienten lag bei 21,0 Monaten [95% KI
17,3 - 24,7]. Die Patienten mit einer leichten PD-L1 Expression lebten im Median 25,1
Monate [95% KI 19,8 - 30,3] und jene mit einer moderaten/starken Expression 2,4
Monate [95% Kl O - 7,5] (siehe Abbildung 38).

100 =~ = keine PD-L1 Expression
90— = = leichte PD-L1 Expression

80 - ! <= - moderate und starke PD-L1 Expression

Gesamtiiberleben
3]
T

Monate

Abbildung 38: Kaplan-Meier-Kurve des Patientenkollektivs, bei dem die PD-L1 Expression im
Tumorgewebe bestimmt wurde

Kaplan-Meier-Kurve als grafische Darstellung der Uberlebensraten der Patienten ohne, leichter und
moderater/starker PD-L1 Expression. Hierbei ist auf der X-Achse die Zeit in Monaten und auf der Y-
Achse die Uberlebensrate in Prozent eingetragen.

Log-Rank-Test: p < 0,0001

PD-L1 = Programmed death ligand 1
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4 Diskussion

Der Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin wurde im Jahr 2018 an James Allison und
an Tasuku Honjo verliehen. Diese beiden Wissenschaftler widmeten ihre Forschung
der Immuncheckpointblockade. Tasuku Honjo beschaftigte sich vor allem mit der
therapeutischen Blockade von PD-1 und PD-L1 [39, 72]. PD-1 Inhibitoren haben
bereits Einzug in die Behandlung zahlreicher solider Tumore gefunden [34]. Beim
Pankreaskarzinom zeigte eine Monotherapie mit einem PD-1 Antikorper jedoch keine
klinische Wirkung und auch im Zuge einer Kombinationstherapie profitieren die
Patienten nicht von dieser Therapie [49, 50]. In Rahmen dieser Arbeit war das Ziel
herauszufinden, ob lésliches PD-1 und ldsliches PD-L1 bei Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom im Blutserum nachweisbar ist und wie dieses
entstent. Zudem wurden Hypothesen Uber die Regulierung dieser Parameter
aufgestellt und Uberpraft. Aulderdem wurde auch untersucht, ob sPD-1 und sPD-L1
eine Aussage uber die Prognose bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom zulassen und sich folglich als immunologische Biomarker beim

Pankreaskarzinom profilieren kdnnten.

4.1 Patientencharakteristika ,,Der informative Patient“ und der ,,sPD-1
und sPD-L1 Kohorte*

Die Patientencharakteristika der gesamten Studienpopulation ,Der informative Patient*
sind bezlglich der Tumorhistologie, der Tumorlokalisation, des medianen
Erkrankungsalters und der Geschlechterverteilung ein reprasentatives Kollektiv [1, 9,
14]. Das Erkrankungsstadium bei Erstdiagnose fallt im gesamten Studienkollektiv ,Der
informative Patient zugunsten einer initial kurativen Behandlungsmaoglichkeit aus. In
unserem Kollektiv haben sich 38,8% der Patienten einer Operation in kurativer
Intention als Erstlinientherapie unterzogen. Dies ist am ehesten als Zentrumseffekt
beziehungsweise Selektionsbias zu interpretieren. Aus der Literatur geht hervor, dass
meist nur ein geringerer Prozentsatz der Patienten diese Therapieoption in Anspruch
nehmen kann [73-75].

Fir die Studienkohorte mit 41 Patienten wurden nur Patienten in einem
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium aus dem Kollektiv ,Der informative Patient*
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ausgewahlt, wenn von ihnen eine Blutprobe vor der palliativen Chemotherapie
asserviert wurde und zur Bestimmung der sPD-1 und sPD-L1 Werte zur Verfligung
stand. Diese Patienten wiesen ebenfalls typische Merkmale im Hinblick auf die oben

genannten klinischen Charakteristika auf [1, 9, 14, 73].

4.2 Prognostische Relevanz von sPD-1, sPD-L1 und PD-L1 im
Tumorgewebe

Das Pankreaskarzinom hat insbesondere im fortgeschrittenen Stadium eine infauste
Prognose. Als prognostische Marker bei Patienten mit Pankreaskarzinom haben sich
das Erkrankungsstadium, das Alter und der ECOG-Performance-Status bewahrt. Sie
dienen auch als Hilfe zur Entscheidungsfindung, welche Therapiemdglichkeiten fur
den erkrankten Patienten geeignet sind [1, 76]. Als biochemische, prognostisch
ungunstige Marker gelten ein hohes CA 19-9 und CRP im Serum bei Therapiebeginn
[18, 76, 77].

In vielen Tumorentitaten zeigen Therapien, die in den Immuncheckpointmechanismus
von PD-1 und PD-L1 eingreifen, Erfolge [48]. Beim Pankreaskarzinom scheint eine
Therapie mit solch einer Antikérpertherapie nicht zu einem Uberlebensvorteil fiir den
Patienten zu fuhren [50]. Zufolge der aktuellen S3-Leitlinie zum exokrinen
Pankreaskarzinom kdnnen Immuntherapien mit Checkpointinhibitoren jedoch nach
Ausschopfen aller therapeutischen Optionen eingesetzt werden, wenn eine DNA
Mismatch-Reparatur Defizienz beziehungsweise eine hochgradige

Mikrosatelliteninstabilitat vorliegt [78].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob eine Bestimmung von
sPD-1 und sPD-L1 bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom mdglich ist
und ob diese eine prognostische Relevanz haben. Zudem bestimmten wir auch die
Expression von PD-L1 im Tumor bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom und bei Patienten mit initial kurativ reseziertem Pankreaskarzinom
und untersuchten auch hier, ob ein Zusammenhang mit dem Gesamttberleben und

der Expression von PD-L1 im Tumorgewebe zu beobachten ist.

In dieser Studie konnte sPD-1 in allen Serumproben nachgewiesen werden. Bei 15
der 41 Patienten war sPD-L1 unter der Nachweisgrenze. Es zeigte sich kein statistisch
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signifikanter Unterschied betreffend das Gesamtuberleben und das progressionsfreie
Uberleben der Patienten bei Einteilung in Kohorten mit Serumwerten anhand von
sPD-1 < Median verglichen mit sPD-1 = Median und sPD-L1 < Median verglichen mit
sPD-L1 = Median. Auch eine prognostische Relevanz von sPD-1 und sPD-L1, welche
mittels Cox‘'schen Regressionsmodell unter Einbeziehung bereits etablierter

prognostischer Marker untersucht wurde, konnte nicht gezeigt werden.

sPD-1 und sPD-L1 wurden bereits als unabhangige prognostische Marker fur
verschiedene solide Tumorentitaten beschrieben. So zeigte sich beim
hepatozellularen Karzinom und bei Patienten mit einem Karzinom der Lunge, dass
hohe sPD-L1 Serumspiegel mit einem schlechten Outcome assoziiert sind [34, 42].
Bei Patienten mit einem NSCLC war zu beobachten, dass ein Ansteigen von sPD-1
unter der Therapie mit Erlotinib mit einem langeren progressionsfreien Uberleben und

einer Verlangerung des Gesamtuberlebens assoziiert ist [79].

2019 veroffentlichten Bian et al. eine weitere Studie zu sPD-1, sPD-L1 und anderen
I6slichen Biomarkern beim Pankreaskarzinom. Widerspruchlich zu unseren
Ergebnissen fanden sie eine prognostische Aussagekraft der beiden Biomarker. Sie
stellten fest, dass hohe Plasma-Spiegel von sPD-1 und sPD-L1 mit einem schlechten
Outcome im Sinne einer verkurzten Lebenserwartung bei Patienten mit einem
Pankreaskarzinom in fortgeschrittenem Stadium assoziiert sind. Ein Grund fur die
unterschiedlichen Ergebnisse konnte die geringe Studienpopulationen beider Studien
sein, die bei Bian et al. mit 32 Patienten ebenfalls klein ist. Zudem empfehlen die
Autoren sPD-1 und sPD-L1 im Plasma zu messen, da bei ihren Untersuchungen die

detektierbare Menge der Biomarker im Plasma zehn Mal héher war als im Serum [80].

Zudem erschien 2019 eine Studie von Park et al., welche die sPD-L1 Serumwerte bei
Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom zum Diagnosezeitpunkt und
wahrend der Therapie mit FOLFIRINOX untersuchte. Auch in dieser Studie konnte ein
prognostischer Effekt von sPD-L1 gezeigt werden. Patienten mit initial hohem sPD-L1
zeigten ein schlechteres Outcome bezogen auf das Gesamtuberleben, als Patienten
bei denen die sPD-L1 Werte im Serum vor Therapiebeginn niedrig waren. Aufderdem
deutete ein Absinken des sPD-L1 Werts unter Therapie auf ein gutes Ansprechen der
Chemotherapie hin. In der Studienpopulation von Park et al. erhielten alle Probanden
ein FOLFIRINOX Chemotherapie Schema, sodass von einer homogenen
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Patientengruppe in sonst gutem Allgemeinzustand auszugehen ist [81]. Ein weiterer
Grund fur die diskrepanten Ergebnisse von Bian et al. und Park et al. kdnnten die
unterschiedlichen herangezogenen Schwellenwerte sein. Momentan gibt es keine
einheitlichen, etablierten Cut-off-Werte zur Bestimmung von sPD-1 und sPD-L1 [82-
86]. In unserer Studie wurde als Schwellenwert der Median und die 75. Perzentile der
gesamten Patientenkohorte gewahlt. In den oben zitierten Studien von Bian et al. und

Park et al. wurde die Methode des Receiver operating characteristic (ROC) verwendet.

Folglich kann nach momentanem Wissensstand, anders als in unserer Studie gezeigt,
eine prognostische Tendenz von sPD-L1 bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom vermutet werden. Fur sPD-1 braucht es noch weitere
Untersuchungen, um diesbezuglich eine Aussage treffen zu kdnnen. Ebenfalls sollte
geklart werden, ob eine Bestimmung der Werte in Plasma oder Serum erfolgen sollte.
Es bleibt offen, ob sich sPD-L1 als immunologischer Biomarker beim
Pankreaskarzinom etablieren wird. Jedenfalls sind noch weitere Studien notwendig um

einheitliche Schwellenwerte fir sPD-L1 und sPD-1 zu etablieren.

Eine prognostische Relevanz der PD-L1 Expression des Tumors beim
Pankreaskarzinom ist bereits bekannt [87-89]. In unseren Analysen konnte bei den
meisten der untersuchten Patientenfdlle keine PD-L1 Expression nachgewiesen
werden. Bei Patienten in einem initial fortgeschrittenen Stadium wiesen zirka 30% der
Tumorproben eine PD-L1 Expression auf, bei Patienten mit resezierbarem
Pankreaskarzinom bei Erstdiagnose waren es zirka 22%. In Hinblick auf das
Gesamtuberleben konnte auch unsere Studie zeigen, dass eine ausgepragte PD-L1

Expression mit einer schlechten Uberlebensprognose einhergeht.

In der Studie von Nomi et al. wurde gezeigt, dass bei Patienten mit resezierbarem
Pankreaskarzinom eine Expression von PD-L1 mit einem verkdrzten
Gesamtuberleben einhergeht. Mit Hilfe der Cox Regression zeigten sie, dass die
PD-L1 Expression als unabhangiger prognostischer Marker fungiert [87]. Auch andere
Forschungsgruppen zeigten einen prognostisch negativen Effekt auf den
Krankheitsverlauf, bei vermehrter PD-L1 Expression [90]. Die Auspragung der PD-L1
Expression scheint auRerdem abhangig von der Wahl des verwendeten Antikdrpers
bei der immunhistochemischen Farbung und der Methode der Beurteilung zu sein [91],
sodass hier noch eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse von untersuchten
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Tumorproben notwendig ist, bevor die Bestimmung der PD-L1 Expression beim
Pankreaskarzinom den Weg in den Klinischen Alltag findet. Die prognostische
Relevanz der PD-L1 Expression beim Pankreaskarzinom wurde meist bei Patienten
untersucht, welche eine operative Therapie erhielten [92]. In unserer Studie hingegen
wurde eine heterogene Gruppe von Patienten untersucht, in welcher die Patienten
entweder in kurativer Intention operiert wurden oder sich bei Erstdiagnose in einem
fortgeschrittenen Stadium befanden. Eine moderate beziehungsweise starke
Expression von PD-L1 konnten wir lediglich bei Patienten in fortgeschrittenem Stadium
feststellen. Es bleibt demnach auch noch offen, ob auch eine Bestimmung der PD-L1
Expression bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom in Zukunft

vergleichbare Ergebnisse mit unseren Daten hervorbringen wird.

4.3 Entstehung und Regulation von sPD-1 und sPD-L1 in Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom

Im Rahmen dieser Arbeit wurde unseres Wissens sPD-1 und sPD-L1 erstmals bei

Patienten mit Pankreaskarzinom bestimmt. Mittlerweile zeigten auch andere

Arbeitsgruppen, dass eine Bestimmung von sPD-1 und sPD-L1 bei Patienten mit

einem Pankreaskarzinom nicht nurim Blutserum, sondern auch im Blutplasma maoglich

ist [80].

Unsere Gruppe untersuchte dabei auch, ob PD-L1 des Tumorgewebes den Ursprung
von sPD-L1 darstellt. Es konnte zunachst einmal kein Zusammenhang zwischen der
Hoéhe von sPD-L1 und der Auspragung der PD-L1 Expression im Tumor festgestellt
werden, sodass nicht davon auszugehen ist, dass das membrangebundene PD-L1 des
Tumors den Ursprung der I8slichen Form beim Pankreaskarzinom darstellt. Auch ein
Zusammenhang zwischen der Tumorlast, welche durch die Surrogat-Parameter

CA 19-9 und CEA gemessen wurden, und sPD-L1 konnte nicht gezeigt werden.

Urspriunglich wurde angenommen, dass sPD-L1 von Tumorzellen produziert wird [63,
93]. Es scheint allerdings wahrscheinlich, dass die Immunzellen der myeloiden Reihe,
insbesondere reife dendritische Zellen, eine Quelle von sPD-L1 darstellen [63, 66]. Ruf

et al. konnten — passend zu unseren Beobachtungen - ebenfalls keinen
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Zusammenhang zwischen der PD-L1 Expression des Tumors und der Hohe des

sPD-L1 beim klarzelligen Nierenzellkarzinom finden [94].

sPD-1 entsteht beim (alternativen) Spleilen von RNA [63]. Um mehr Uber den
Ursprung und die Regulation von sPD-1 und sPD-L1 herauszufinden, korrelierten wir
die beiden Parameter. Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen sPD-1 und
sPD-L1. Bian et al. konnten diesen Zusammenhang ebenfalls nachweisen [80]. Auch
bei Autoimmunerkrankungen wurde eine Korrelation zwischen sPD-1 und sPD-L1

bereits beschrieben [71].

Diese Korrelation konnte auf einen gemeinsamen Ursprung von sPD-1 und sPD-L1
hindeuten. Aul3erdem lasst es vermuten, dass die Freisetzung von sPD-1 und sPD-L1
koinzident erfolgt und die beiden Parameter den gleichen Regulationsmechanismen

unterliegen.

4.4 CA 19-9 und CEA bei Patienten mit sPD-1 < Median beziehungsweise
sPD-1 2 Median und sPD-L1 < Median beziehungsweise sPD-L1 2
Median

Um weitere Erkenntnis betreffend die prognostische Relevanz von sPD-1 und sPD-L1

zu erlangen und ob ein Zusammenhang zwischen den untersuchten Parametern und

der Tumorlast vorliegt, erfolgten Analysen, bei denen CA 19-9 und CEA als Surrogat-

Parameter dienten.

CA 19-9 und CEA haben sich bereits als prognostische Tumormarker beim
Pankreaskarzinom etabliert [1, 18, 70]. Hohe Werte von CA-19-9 und CEA gehen in
der Regel mit einer hdheren Tumorlast und einem schlechteren Outcome fur den
Patienten einher [18, 70]. Wie zu erwarten, zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
den beiden bereits etablierten Parametern. Die Mittelwerte von CA 19-9
beziehungsweise CEA in den Gruppen mit sPD-1 < Median verglichen mit sPD-1 =
Median und sPD-L1 < Median verglichen mit sPD-L1 = Median zeigten keinen
signifikanten Unterschied und auch eine Korrelationsanalyse der individuellen
Patientenwerte mit CA 19-9 beziehungsweise CEA und sPD-1 beziehungsweise

sPD-L1 zeigte keinen Zusammenhang.

79



Diese Daten stimmen mit unserer Beobachtung Uberein, dass bei dieser Studie sPD-1
und sPD-L1 keine prognostische Relevanz aufwiesen und auch kein Zusammenhang
zwischen sPD-L1 und der PD-L1 Expression des Tumors nachgewiesen werden
konnte. Demnach weisen sPD-1 und sPD-L1 weder eine prognostische Relevanz auf,

noch kdnnen sie als Parameter zur Bestimmung der Tumorlast herangezogen werden.

4.5 Korrelation zwischen den sPD-1 beziehungsweise sPD-L1
Serumwerten und den CRP Werten
CRP ist ein Akute-Phase-Protein und gilt als unspezifischer Parameter fur
Entzindungsreaktionen im Korper. Hier mit eingeschlossen sind unter anderem
septische Krankheitsbilder sowie Entzindungsreaktionen, die im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen und Tumorerkrankung stattfinden [77, 95]. Ein erhdhtes CRP
beim Pankreaskarzinom steht im Zusammenhang mit weiteren klinisch-
pathologischen Parametern und scheint einen negativen prognostischen Parameter

hinsichtlich des Gesamtlberlebens darzustellen [77].

Auch bei Autoimmunerkrankungen sind PD-1 und PD-L1 Gegenstand der Forschung.
Als Immuncheckpoint haben PD-1 und PD-L1 wichtige Funktionen bei der Modifikation
der Auspragung der Immunantwort. Hierbei mussen T-Lymphozyten zwischen
korpereigenen und fremden Merkmalen unterscheiden, um maoglichst nur Pathogene
zu eliminieren. Kommt es hierbei bei der T-Zellreifung zu keiner ausreichenden
Selbsttoleranz, hangt die Immunantwort der T-Zellen von peripheren
Regulationsmechanismen ab [96]. Die Rolle, welche der PD-1/-L1 Signalweg hierbei
einnimmt, wurde bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen untersucht. Bei
Autoimmunerkrankungen spielen chronische Entzindungsprozesse eine bedeutende
Rolle [97]. Beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) wurden sPD-1 und sPD-L1
untersucht. Es zeigten sich erhdhte sPD-1 und sPD-L1 Serumwerte bei Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. AuRerdem zeigte sich ein Zusammenhang

zwischen der Hohe dieser Parameter und dem Schweregrad der Erkrankung [98].

Bei unserer Studienkohorte konnten erhéhte sPD-1 und sPD-L1 Werte nur gemessen
werden, wenn ebenfalls eine Erhéhung des Entzindungswerts CRP vorlag.

Vergleichend hierzu gibt es eine Studie, die sPD-L1 bei Patienten mit hepatozellularem
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Karzinom (HCC) und Magenkarzinom untersuchte. sPD-L1 war bei diesen Patienten
erhoht, wenn gleichzeitig eine systemische Entzindung vorlag. Eine systemische
Entztindung wurde als Erhéhung von CRP oder sCD163 definiert [82, 99].

Folglich konnten sPD-1 und sPD-L1 beim Pankreaskarzinom auch als Indikatoren

einer systemischen Inflammation zu werten sein.

4.6 Korrelation zwischen den sPD-1 beziehungsweise sPD-L1
Serumwerten und der Leukozytenzahl

sPD-1 und sPD-L1 sind losliche Formen der kostimulatorischen Molekule PD-1 und
PD-L1. PD-1 wird von T-Zellen und kostimulatorischen B-Zellen exprimiert. Es wird
davon ausgegangen, dass sPD-1 aus alternativ gesplei3ter mRNA entsteht [63]. Es ist
umstritten, ob die losliche Form von PD-L1 in der Lage ist an ihre
membrangebundenen Formen zu binden [63]. Ware dies jedoch der Fall, konnten
hohe Werte von sPD-L1 mit einer erniedrigten Anzahl von T-Zellen im Blut
einhergehen. Es wurde deshalb untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der
Hohe der sPD-1 und sPD-L1 Werte und der Leukozytenzahl besteht.

In unserer Studie konnte kein Zusammenhang zwischen der Hohe der sPD-1 und
sPD-L1 Spiegel und der Leukozytenzahl im Blut bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom festgestellt werden. Es wurden sowohl die Mittelwerte der
Leukozyten in Abhangigkeit vom Median von sPD-1 und sPD-L1 untersucht, als auch
die Korrelation zwischen den individuellen Leukozytenwerten und den sPD-1

beziehungsweise sPD-L1 Werten der Patienten.

In der Studie von Chen et al. wurde untersucht, wie sich die Hohe der sPD-L1 Werte
im Serum von Patienten mit Autoimmunpankreatitis unter anderem auf die Leukozyten
auswirkt. Sie konnten eine signifikante, negative Korrelation zwischen der Anzahl der
Lymphozyten und den sPD-L1 Werten zeigen. Zudem vermuten sie einen
Zusammenhang zwischen Immundysfunktion und erhdéhter sPD-L1-Expression [100].
Aulierdem wurde von in vitro Versuchen berichtet, dass sPD-L1 zur Apoptose von T-
Lymphozyten fuhrt [66].

Diese Diskordanz zwischen den angefliihrten Studienergebnissen und den

Ergebnissen unserer Studie konnte so erklart werden, dass fur die
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Korrelationsrechnung in unserer Studie nicht die Lymphozytenzahl, sondern nur die
Anzahl der gesamten Leukozyten zur Verfugung stand, da nach der Blutentnahme nur
ein kleines Blutbild bestimmt wurde. Die Lymphozyten stellen normalerweise 25-45%
der gesamten Leukozyten dar [101]. Auf die Neutrophilen, welche circa 50-75% der
gesamten Leukozytenzahl ausmachen, scheint sPD-L1 keinen Effekt zu haben [101,
102].

4.7 Korrelation zwischen den sPD-1 beziehungsweise sPD-L1

Serumwerten und der Thrombozytenzahl
Thrombozyten spielen eine Rolle bei der hamatogenen Metastasierung von soliden
Tumoren. Sie scheinen unter anderem einen Einfluss auf die Angiogenese des Tumors
zu haben. Sobald die Tumorzellen in das Blutsystem eingedrungen sind, werden die
Tumorzellen vor dem Immunsystem durch die Thrombozyten geschitzt und férdern
deren Anheftung an das Endothel der Blutgefale [103]. Beim Pankreaskarzinom ist
eine hohe Thrombozytenzahl mit einem schlechten Outcome fir den Patienten
assoziiert [103, 104]. Wang et al. fanden heraus, dass eine hohe pratherapeutische
Thrombozytenzahl mit einer erhdhten Metastasierungsrate beim Pankreaskarzinom
einhergent [104]. Auch bei Pankreaskarzinompatienten mit synchronen
Lebermetastasen geht ein erhohter pratherapeutischer Thrombozytenwert mit einer
schlechteren Prognose einher. Zudem zeigte sich, dass Patienten mit einem erhdhten
mittleren Thrombozytenvolumen (MPV) vor Therapiebeginn ein signifikant kirzeres
Uberleben, verglichen mit Patienten mit normalen MPV, aufwiesen. Das MPV gibt
Auskunft Gber die Aktivitat der Thrombozyten im Blut [105]. Rolfes et al. untersuchten
die PD-L1 Expression bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und
Halsbereich (HNSCC) im Blut und erkannten, dass auch Thrombozyten PD-LA1
exprimieren. Hierbei zeigte sich auch, dass die PD-L1 Expression auf Thrombozyten
bei der gesunden Kontroligruppe deutlich geringer war als bei den erkrankten
Patienten [106].

Momentan ist noch nicht bekannt, ob auch beim Pankreaskarzinom vermehrt PD-L1
an der Zelloberflache von Thrombozyten exprimiert wird. Jedoch wirde auch das
PD-L1 der Thrombozyten eine Quelle fur sPD-L1 darstellen. Hierbei zeigte sich bei

unserer Kohorte jedoch kein Zusammenhang zwischen der Hohe der
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Thrombozytenzahl und der Menge an sPD-1 oder sPD-L1. Auch die Mittelwerte der
Thrombozyten abhangig vom Median von sPD-L1 unterschieden sich nicht signifikant.
Hingegen der Erwartungen zeigte sich sogar ein etwas niedrigerer Thrombozytenwert

bei der Gruppe mit sPD-L1 = Median verglichen zu sPD-L1 < Median.

4.8 Korrelation zwischen den sPD-L1 Serumwerten und der T-Zell

Infiltration beziehungsweise der PD-L1 Expression im Tumorgewebe
Bei den Tumorproben, welche fur diese Studie zur Verfugung standen, wurden die
CD3+ T-Zell-Infiltration und die PD-L1 Expression untersucht. Zur Bestimmung der
PD-L1 Expression im Tumorgewebe wurden zwei verschiedene PD-L1
immunhistochemische Antikorper benutzt. Allerdings konnte in der vorliegenden
Studie die hohe PD-L1 Expression nicht bestatigt werden, welche in zuletzt
veroffentlichten Studien gezeigt wurde [107]. Bei unseren Untersuchungen wurde nur
eine Minderheit von 30% als PD-L1 positive Tumoren klassifiziert. Dies passt jedoch
zu den Studienergebnissen von Nomi et al. sowie Wang et al., die ebenso bei rund
einem Drittel, bis die Halfte ihrer Kohorte eine positive PD-L1 Expression feststellen
konnten [87, 90, 108]. Hier muss allerdings angemerkt werden, dass bis jetzt noch
keine einheitlichen Richtwerte gefunden wurden, die eine PD-L1 Positivitat definieren
[34]. Die PD-L1 Expression konnte sich auch beim Pankreaskarzinom zwischen der
Metastase und dem Primarius unterscheiden. Solch eine Diversitat wurde bereits in
Studien zur PD-L1 Expression beim Nierenzellkarzinom und dem Adenokarzinom der
Lunge beschrieben [109-112]. Aus diesem Grund wird an dieser Stelle hervorgehoben,
dass der Groldteil der Tumorproben unserer Kohorte aus Metastasen gewonnen
wurde, namlich 57%. Zuvor stattgefundene Untersuchungen zur PD-L1 Expression
beim Pankreaskarzinom wurden ausschlieRlich bei Proben des Primarius gemessen
[87, 90, 107, 108]. Bei Patienten mit Lymphomen wurde beobachtet, dass die sPD-L1
Werte im Blut unabhangig von der PD-L1 Tumorexpression sind [85, 113].
Vergleichend gab es auch bei unserer Untersuchung keine Korrelation zwischen der

I6slichen Form von PD-L1 und seinem membrangebundenen Pendant.

Bei der Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen der T-Zell Infiltration im Tumor
und der sPD-L1 Werte im Blut, zeigte sich in einer Subgruppe von Patienten, die

markant hohe sPD-L1 Werte im Blut aufwiesen, auch eine ausgepragte CD3+ T-Zell
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Infiltration im Tumorgewebe. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass es eine Untergruppe
eines inflammatorischen Tumors bei fortgeschrittenem Pankreaskarzinom geben
konnte, die eine systemische Entzindungsreaktion und damit verbunden eine
Erhohung von sPD-L1 aufweist. Bei dieser Untersuchung war die Patientenzahl mit 41
erfassten Patienten sicherlich zu gering, um endgulltige Schlisse aus dieser
Beobachtung zu ziehen. Deshalb sollten einige Studien folgen, die zum Ziel haben
herauszufinden, warum es bei manchen Patienten mit starker CD3+ T-Zell-Infiltration
zu einer Erhdhung von sPD-L1 im Blut kommt, wohingegen bei anderen diese

Hochregulierung nicht erfolgt.

Laut der Studie von Balli et al. gibt es keine immungenetische Grundlage, welche eine
Gruppe von inflammatorischen Pankreaskarzinom klassifiziert [114]. Das konnte
erklaren, warum bei unseren Messungen eine positive Korrelation zwischen hohen
sPD-L1 Werten und einer starken CD3+ T-Zell-Infiltration beobachtet werden konnte,
wohingegen keine Korrelation zwischen der Tumor PD-L1 Expression und den sPD-L1

Werten im Blut festgestellt werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom gehort zu einer der Tumorerkrankungen mit der hochsten
Letalitat. Aufgrund der unspezifischen Symptome wird diese Tumorerkrankung meist
erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Zu den etablierten Therapien im
fortgeschrittenen Stadium gehdren Chemotherapieschemata basierend auf
5-Fluorouracil oder Gemcitabin. Therapien mit Immuncheckpointinhibitoren von
CTLA-4, PD-1 und PD-L1 haben sich bereits bei anderen Tumorentitdten etabliert,
Patienten mit einem Pankreaskarzinom scheinen nicht von solch einer Therapie zu
profitieren. Die I6slichen Formen der Immuncheckpoints PD-1 und PD-L1 (sPD-1 und
sPD-L1) sind Gegenstand der Forschung diverser Tumorerkrankungen. In dieser
Studie wurden sPD-1 und sPD-L1 beim fortgeschrittenen Pankreaskarzinom erstmals

untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Stellenwert der immunologischen Biomarker
sPD-1 und sPD-L1 bei Patienten mit Pankreaskarzinom zu erforschen. Aus unseren
Analysen konnte Kkein prognostischer Stellenwert dieser Parameter beim
Pankreaskarzinom abgeleitet werden. Dies lasst sich aufgrund des fehlenden
Unterschieds des Gesamtiiberlebens, des progressionsfreien Uberlebens und der
fehlenden Korrelation zwischen den bereits etablierten Prognoseparametern
festmachen. In einer anderen Studie mit ebenfalls geringen Patientenzahlen konnte
jedoch eine prognostische Relevanz gezeigt werden. Folglich kann zusammengefasst
werden, dass weitere prospektive Studien mit einer grof3eren Patientenzahl notwendig

sind, um die prognostische Aussagekraft von sPD-1 und sPD-L1 zu evaluieren.

Interessanterweise konnen wir von einer Korrelation zwischen sPD-1 und sPD-L1
berichten. Dies konnte darauf hinweisen, dass sPD-1 und sPD-L1 den gleichen
Regulationsmechanismen unterliegen und koinzident ausgeschuttet werden. Hohe
Werte von sPD-1 und sPD-L1 konnten au3erdem nur bei Patienten mit einem erhéhten
CRP Wert gemessen werden. Uberdies hatten Patienten mit einer ausgepragten T-
Zell Infiltration im Tumorgewebe deutlich erhdhte sPD-L1 Werte im Serum, sodass in
der Zusammenschau dieser beider Ergebnisse, sPD-1 und sPD-L1 unserer Meinung
nach am ehesten Marker fir systemische Entziindung darstellen. Eine Korrelation
zwischen der Leukozytenzahl, der Thrombozytenzahl und sPD-1/sPD-L1 konnte nicht
gezeigt werden.
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Bisher ist wenig Uber den Ursprung von sPD-1 und sPD-L1 im Blut bekannt. Es ist
davon auszugehen, dass sPD-1 ein Produkt alternativ gespleifdter RNA ist und sPD-L1
aus einer proteolytischen Abspaltung der membrangebundenen Form entsteht.
Andere Untersuchungen sind davon ausgegangen, dass der Ursprung von sPD-L1 der
Tumor selbst sein konnte. Wir konnten allerdings keinen Zusammenhang zwischen

der PD-L1 Expression des Tumors und seiner ldslichen Form feststellen.

Beim Pankreaskarzinom stellt eine erhdhte PD-L1 Expression im Tumorgewebe einen
negativen prognostischen Pradiktor dar. In dieser Arbeit konnte dieser Effekt ebenfalls
gezeigt werden. Hierbei wurde zusatzlich zu der Patientengruppe mit
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom auch bei Patienten mit initial reseziertem

Pankreaskarzinom die PD-L1 Expression untersucht.

Folglich kann zusammengefasst werden, dass aufgrund der teils widersprichlichen
Ergebnisse unserer Untersuchungen zu denen anderer Forschungsgruppen weitere
prospektive Studien mit einer groReren Patientenzahl notwendig sind, um die
prognostische Aussagekraft von sPD-1 und sPD-L1 beim Pankreaskarzinom zu
eruieren. Weitere Studien bendtigt auch unsere praliminare Beobachtung, ob es
madglicherweise einen inflammatorischen Subtyp des Pankreaskarzinoms gibt, welcher
sich durch die alleinige sPD-L1 Erh6hung auszeichnet und unabhangig von der PD-L1
Expression des Tumors ist. Zusatzlich sollten zuklnftige Studien klaren, welche
Immunzellen sPD-1 und sPD-L1 produzieren, was sie dazu triggert und welche
funktionellen Konsequenzen daraus gezogen werden kdnnen. Letztlich ist das Ziel bei
einer Krebsart mit solch schlechter Prognose ein besseres Verstandnis der
Tumorbiologie zu erhalten und damit eine bessere, individuellere Therapie fur die

Patienten anbieten zu konnen.
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