Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik 111
Klinik der Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. Dr. Michael von Bergwelt

Prognostischer Wert
serologischer Biomarker

bei Patienten mit Pankreaskarzinom

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen

vorgelegt von
Miriam Charlotte Gerckens
aus
Troisdorf

2024



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultéat

der Universitat Minchen

Berichterstatter: Prof. Dr. Stefan Bock

Mitberichterstatter: PD Dr. Georg Beyer
PD Dr. Steffen Tiedt

Mitbetreuung durch die PD Dr. Stephan Kruger
promovierten Mitarbeiter: Dr. Klara Dorman
Dekan: Prof. Dr. med. Thomas Gudermann

Tag der mindlichen Prifung: 11.04.2024



Teile dieser Doktorarbeit wurden bereits im folgenden Fachartikel publiziert:

Dorman, K., Gerckens, M., Kruger, S. et al. Serum biomarker panel diagnostics in
pancreatic ductal adenocarcinoma: the clinical utility of soluble interleukins, IFN-y,
TNF-a and PD-1/PD-L1 in comparison to established serum tumor markers. J Cancer
Res Clin Oncol (2022). https://doi.org/10.1007/s00432-022-04112-z

This work is licensed under CC BY-NC-ND 4.0.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/?ref=chooser-v1

Inhaltsverzeichnis

INNAITSVEIZEICNNIS ... e e e e e e e e e \Y
ABDIldUNGSVEIZEICNNIS ... e Vi
TabellenNVerzeiChNIS ........oooviiiiee e VIiI
ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ... X
N T ] Y (] o o RSP 11
1.1 PankreaskarZiNOm ... e eeenes 11
1.2 IMMUNONKOIOGIE ...ttt 13
1.3 Etablierte Tumormarker beim Pankreaskarzinom ...........ccccccvvvvviiiineeeeennnnnns 14
1.4 Etablierte Tumormarker anderer TUMOrentitaten...............eevvvvvvvvmemmenenennnnnnns 15

1.5 Cytokine IFN-y, IL-183, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13 und TNF-a
16

1.6 Das Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) und sein Ligand 1 (PD-L1).. 17

1.7  ZielSetzung der ArDEIT...... ... ettt 18
2 MALEIIAL ... e e e 19
3 MELINOAEN ... 23
3.1 SHUAIENAESIGN ... 23
3.2 PraanalyliK........oooooiiiiiii 24
3.3 ANAIYLIK e e ———— 24
3.3.1 Bestimmung der Tumormarker CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1 und HE4 ..... 24
3.3.2 Bestimmung inflammatorischer Cytokine ...........cccccoiiiie 25

3.3.3 Bestimmung der l8slichen Immun-Checkpoint Marker PD-1 und PD-L1 ... 25

3.4 StatistiSChe ANAIYSEN .......coi i 27
O Sl (o T=] o] 01 7S USRI 31
4.1 Kilinische Charakteristika ..............coovviiiiiiiiiiiiiiie 31
4.2 UberlebenSzeitanalySEN .........ccveeueeiiieeeieeceeeceeee e ere e erae e eraeeenees 34



4.3 Biomarker mit Quantifikationsgrenzen und Verteilung.........ccccccvvvvvviiinnnnnnn. 36

4.4 KOITEIALIONEIN ...t e e e e e 38
4.5 Serumkonzentrationen der Biomarker ..........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 42
4.6 PrognostiSChe ANAIYSEN .....cooouiiiiiiiie e 47
4.7 Prognostische Modelle ... 56
5 DISKUSSION ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e 58
5.1 Reprasentativitat des Studienkollektivs ............ccoooeviiiiiiiiiii, 58
5.2 Niedrige Serumlevel der Cytokine IL-1(3, IL-2, IL-4, IL-12p70 und IL-13 ...... 59
5.3 Kaorrelationen der Biomarker.........coooooeooeeeieeeeee 60

5.4 Unterschiede der Serumkonzentrationen der Biomarker zwischen Patienten

mit reseziertem, lokal fortgeschrittenem und metastasiertem Pankreaskarzinom. 61

5.5 PrognostiSChe ANAIYSEN ......cccooiiiiiiiiiiiie e 61
5.6 Prognostische Modelle ... 64
6 ZUSAMMENTASSUNG. .. uii i eiieiiiite et e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e eaeeeaennes 66
LiteraturverzeiChNIS ..........oovvviiiiiiiiieieeee e 68
D= ] G T=To U T RO PP PP PP PPPPPPPP 79



Abbildungsverzeichnis

ADDIIAUNG 1: STUAIENAESIGN ... 31
Abbildung 2: Therapien nach StudieneinSChIUSS .........ccccoceviiiiiiiiiiie e 33

Abbildung 3: Reversed Kaplan-Meier-Kurve mit Follow-up Rate in der Gesamtkohorte

Abbildung 4: Kaplan-Meier-Kurven zur Uberlebenswahrscheinlichkeit in den

Y (0o /1T oo | (1] o] 011 o SRR 36
Abbildung 5: Ubersicht der BIOMarker ..........cc.ceoveeiieeiieeiiee e eee e eeesaee s srae e 37

Abbildung 6: Verteilung der Biomarker-Serumkonzentrationen mit Darstellung
normalisiert auf den MEdIAN ............oiiiiiiiii i e 38

Abbildung 7: Verteilung der Biomarker-Serumkonzentrationen mit Angabe der

Messwerte logarithmiert zur Basis 10 und Darstellung normalisiert auf den Median 38
Abbildung 8: Korrelation von HE4-Serumkonzentration und Patientenalter ............. 39
Abbildung 9: Korrelation von TNF-a-Serumkonzentration und Patientenalter ......... 40

Abbildung 10: Darstellung des Korrelationskoeffizienten (R) nach Spearman zwischen
Biomarker-Serumkonzentrationen mit hierarchischem Clustering als farbcodiertes

Heatmap DIAgIaMIM .......ooiiiiiiiiiiiiiiei ettt ettt 41

Abbildung 11: Verteilung der Biomarker-Serumkonzentrationen in den drei Kohorten,

dargestellt als Boxplot-Diagramm mit logarithmischer Darstellung der y-Achse........ 43

Abbildung 12: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven und Area under the
curve (AUC)-Analyse zur Darstellung moglicher Unterschiede der Biomarker-
Serumkonzentrationen zwischen Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom und

Patienten mit lokal fortgeschrittenem PankreaskarzinOm .............cccccevvviiiiieeeeeeeennns 45

Abbildung 13: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven und Area under the
curve (AUC)-Analyse zur Darstellung moglicher Unterschiede der Biomarker-
Serumkonzentrationen zwischen Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom und

Patienten post TUMOITESEKLION .........uuiiie e e e e e eeanes 46

Abbildung 14: Post Tumorresektion in kurativer Intention: Receiver operating
characteristic (ROC)-Kurven und Youden-Index fur die Festlegung eines Grenzwertes

der Biomarker-Serumkonzentration zur Unterscheidung von Patienten mit einer
VI



langeren oder kiirzeren Uberlebenszeit als das gruppenspezifische mediane
(8 oT=Y 1= o Y=o R 52

Abbildung 15: Lokal fortgeschrittenes Pankreaskarzinom: Receiver operating
characteristic (ROC)-Kurven und Youden-Index fir die Festlegung eines Grenzwertes
der Biomarker-Serumkonzentration zur Unterscheidung von Patienten mit einer
langeren oder kirzeren Uberlebenszeit als das gruppenspezifische mediane
UDEIEDEN ...t ettt et e te e eae e eae e e e e enaeenaeeneeas 53

Abbildung 16: Metastasiertes Pankreaskarzinom: Receiver operating characteristic
(ROC)-Kurven und Youden-Index fur die Festlegung eines Grenzwertes der
Biomarker-Serumkonzentration zur Unterscheidung von Patienten mit einer langeren

oder kiirzeren Uberlebenszeit als das gruppenspezifische mediane Uberleben ...... 54

Abbildung 17: Cox-Regressionsmodell anhand einer Kombination der
Serumkonzentrationen von CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HEA4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-
a, IFN-y, PD-1 und PD-L1 zur Vorhersage des 1-Jahres-Uberlebens bei Patienten mit

metastasiertem PankreaskarZiNOm .......co.oee oo 56

Abbildung 18: Random Forest Modell anhand einer Kombination der
Serumkonzentrationen von CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HEA4, IL-6, IL-8, I1L-10, TNF-
a, IFN-y, PD-1 und PD-L1 zur Vorhersage des 1-Jahres-Uberlebens bei Patienten mit

metastasiertem PankreasKarZiNOm ...... oo 57

Vi



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: LaborinStrUMENTE ......ccooiiieeeeieiee et e e e e e e e 19
Tabelle 2: SOftWAIE.......co oo 20
Tabelle 3: Reagenzien & KitS ......ccovuiiiiiiiiiie e a e 20
Tabelle 4: PUffer & LOSUNGEN ......cooi it 21
Tabelle 5: VerbrauChSmaterial..............uvueiiiiii i 21

Tabelle 6: Patientencharakteristika zum Zeitpunkt der Serumprobenentnahme (n=162)

Tabelle 7: Chemotherapien nach StudieneinsSChlUSS...........ooovviiiiiiieeiieeeeii e, 34

Tabelle 8: Zeitintervalle zwischen Tumorresektion, Serumprobenentnahme und

Beginn der adjuvanten Chemotherapie ..............ccoiiieeiiiiiiiiiii e 34
Tabelle 9: Quantifikationsgrenzen der Biomarker............coouuviiieiiiiiiiieeieiie e 36
Tabelle 10: Median mit Range (Min.-Max.) der Biomarker-Serumkonzentrationen .. 42

Tabelle 11: Area under the curve (AUC)-Werte mit 95 % Konfidenzintervall (95 % CI)
der Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven zur Darstellung mdoglicher

Unterschiede der Biomarker-Serumkonzentrationen zwischen den Studiengruppen 44

Tabelle 12: Prognostischer Wert klinischer Parameter bei Patienten post

Tumorresektion in KUrativer INTENTION .......ovveeie et e e 47

Tabelle 13: Prognostischer Wert Kklinischer Parameter bei Patienten mit lokal

fortgeschrittenem PankreaskarzinOm .............coouiiiiiiiiiiii e 48

Tabelle 14: Prognostischer Wert klinischer Parameter bei Patienten mit

fernmetastasiertem PanKreasKarZiNOm .......o.eevee et e e e eeen 48

Tabelle 15: Prognostischer Wert der Biomarker-Serumlevel bei Patienten post

Tumorresektion in Kurativer INTENLION ..o 48

Tabelle 16: Prognostischer Wert der Biomarker-Serumlevel bei Patienten mit lokal

fortgeschrittenem PankreaskarZiNOm .............coovviviiiiiiii e 49

Tabelle 17: Prognostischer Wert der Biomarker-Serumlevel bei Patienten mit

fernmetastasiertem PanKreaskarZiNOm .........coueeeee e 49



Tabelle 18: Multivariate Analyse des prognostischen Wertes von CYFRA 21-1, IL-10

und Grading bei Patienten post Tumorresektion in kurativer Intention ..................... 50

Tabelle 19: Multivariate Analyse des prognostischen Wertes von CA 19-9 und IL-10
bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom ............cccccccoevviiiiinnnnns 50

Tabelle 20: Multivariate Analyse des prognostischen Wertes von CA 19-9, CEA und

CYFRA 21-1 bei Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom ................... 51

Tabelle 21: Koeffizienten der Biomarker im Cox-Regressionsmodell zur Vorhersage

des 1-Jahres-Uberlebens bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom...... 56

Tabelle 22: Gewichtung der Biomarker im Random Forest Modell........................... 57



Abktlrzungsverzeichnis

AUC
CA 19-9
CEA
CYFRA 21-1
ECOG
ELISA
HE4
HIF1A
HR
IFN-y
IL-1R
IL-2
IL-4
IL-6

IL-8
IL-10
IL-12p70
IL-13
LOQ
LLOQ
ULOQ
PD-1
PD-L1
PBS
ROC
TNF-a
uicC
95 % Cl

Area under the curve
Carbohydrate-Antigen 19-9
Carcinoembryonales Antigen
Cytokeratin-19-Fragment

Eastern Cooperative Oncology Group
Enzyme-linked immunosorbent assay
Humanes Epididymis Protein 4
Hypoxia-inducible factor 1-alpha
Hazard Ratio

Interferon-y

Interleukin-113

Interleukin-2

Interleukin-4

Interleukin-6

Interleukin-8

Interleukin-10

Interleukin-12p70

Interleukin-13

Level of quantification

Lower level of quantification

Upper level of quantification
Programmed cell death protein 1
Programmed cell death 1 ligand 1
Phosphat buffered saline

Receiver operating characteristic
Tumornekrosefaktor-a

Union internationale contre le cancer

95 % Konfidenzintervall



1 Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom

Beruhend auf den Daten der bevilkerungsbezogenen Krebsregistrierung erkrankten 2018 in
Deutschland 19020 Menschen am Pankreaskarzinom. Da aufgrund der ungunstigen Prognose ein
Langzeitiberleben mit diagnostiziertem Pankreaskarzinom eine Ausnahme darstellt, lagen die
Sterbefélle im gleichen Jahr mit einer Anzahl von 18332 Menschen in der gleichen Gréf3enordnung
(Robert Koch-Institut 2021). Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 10 % weist das
Pankreaskarzinom nach dem Mesotheliom die zweitniedrigste Uberlebensrate unter den
Tumorerkrankungen auf. Aufgrund der hohen Letalitat gilt das Pankreaskarzinom als vierthaufigste
Ursache unter den Krebssterbeféllen (Robert Koch-Institut 2021).

Die epidemiologischen Daten aus den USA, veroffentlicht durch die American Cancer Society, zeigen
ebenfalls eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 10 %. Auch in den USA stellt das Pankreaskarzinom die

vierthaufigste Krebstodesursache dar (Siegel et al. 2021).

Urséachlich fur die hohe Letalitdt des Pankreaskarzinoms sind der aggressive Charakter und die frihe
Metastasierung des Primartumors sowie die haufig erst spate Diagnosestellung aufgrund fehlender
spezifischer Frihsymptome. Mehr als die Halfte der Pankreaskarzinome werden in Deutschland im
metastasierten Stadium erstdiagnostiziert. Patienten mit einem Pankreaskarzinom im metastasierten
Stadium haben eine relative 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 2 % (Robert Koch-Institut 2021). Die USA
weisen eine ahnliche Statistik auf mit einem Anteil der Erstdiagnosen im metastasiertem Stadium von

52 % und einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 3 % in diesem Stadium (Siegel et al. 2021).

Die Metastasierung des Pankreaskarzinoms erfolgt per continuitatem in das retroperitoneale Gewebe,
lymphogen, sowie hAmatogen in erster Linie in die Leber, in zweiter Linie auch in andere Organe wie
Lunge, Knochen oder Nebenniere. Als Risikofaktoren fir die Entstehung eines Pankreaskarzinoms
gelten Rauchen, exzessiver Alkoholkonsum, langjahrige chronische Pankreatitis, Diabetes mellitus Typ
2 und eine positive Familienanamnese (IARC WHO Classification of Tumours Editorial Board 2019;
Klein 2021).

Mit dem Fortschreiten des Lebensalters nimmt die altersspezifische Erkrankungsrate kontinuierlich zu.
Das mittlere Erkrankungsalter in Deutschland betrdgt bei Mannern 72 Jahre, bei Frauen 76 Jahre
(Robert Koch-Institut 2021).

Die histologische Klassifikation maligner Pankreastumore erfolgt anhand des urspriinglichen Zelltyps in
das duktale Adenokarzinom, das Azinuszellkarzinom, neuroendokrine Tumore und weitere Subtypen.
Das duktale Adenokarzinom stellt mit einem Anteil von nahezu 90 % den haufigsten histologischen Typ
dar und ist in zwei Drittel der Falle im Pankreaskopf lokalisiert (IARC WHO Classification of Tumours
Editorial Board 2019).
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Mdgliche klinische Symptome wie abdominelle Beschwerden, Ubelkeit, Erbrechen und Ikterus werden
meist durch eine Kompression umliegender Strukturen verursacht und treten daher in vielen Féllen erst

bei fortgeschrittener TumorgrofRe auf (IARC WHO Classification of Tumours Editorial Board 2019).

Die Diagnostik beim Pankreaskarzinom umfasst die Abdomensonographie, Endosonographie,
Computertomographie des Abdomens mit Kontrastmittel, Magnetresonanztomographie des Abdomens
in Kombination mit einer Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie sowie als zusatzliche Staging-
Untersuchung die Computertomographie des Thorax. Die histologische Sicherung erfolgt mittels
intraoperativer Probenentnahme im Falle eines priméar resektablen Tumors beziehungsweise mittels
Feinnadelbiopsie aus dem Primarius oder einer metastasensuspekten Lasion im Falle eines lokal

fortgeschrittenen oder metastasierten Pankreaskarzinoms (Deutsche Krebsgesellschaft 2021).

Das Stadium ist der wichtigste prognostische Faktor beim Pankreaskarzinom und bestimmt das

therapeutische Vorgehen.

Die einzige potentiell kurative Therapie ist die chirurgische Resektion mit dem Ziel tumorfreier
Resektionsrander (Wagner et al. 2004; Fusai et al. 2008; Hartwig et al. 2011). Die Resektion des
Pankreaskopfkarzinoms wird in der Regel als partielle Duodenopankreatektomie durchgefihrt, bei
Tumorlokalisation im Pankreaskérper und/oder Pankreasschwanz erfolgt eine Pankreaslinksresektion
oder gegebenenfalls eine totale Duodenopankreatektomie. Die Lymphadenektomie soll gemald S3-
Leitlinie die Resektion von mindestens 12 regionaren Lymphknoten umfassen (Deutsche
Krebsgesellschaft 2021).

Die klinisch-pathologische Einteilung erfolgt nach der TNM-Klassifikation und der Zuordnung zum UICC-
Tumorstadium. Entsprechend internationaler UICC-Klassifikation wird in der histopathologischen
Aufarbeitung des Tumorresektats zwischen tumorfreien Resektionsrandern (R0), mikroskopischer
Tumorinfiltration (R1) und makroskopischem Tumorresiduum (R2) unterschieden (Sobin L.H. 2009).

Eine RO-Resektion ist mit einer deutlich verbesserten Prognose verbunden (Kaltenmeier et al. 2021).

Die Zuordnung zu den Tumordifferenzierungsgraden (,Grading“) der duktalen Adenokarzinome erfolgt
gemal WHO-Klassifikation auf Grundlage der glandularen Formationen, Muzinproduktion, Mitoserate
und Zellkernmerkmalen (Kloeppel G Berlin, 1996). Bei Patienten mit reseziertem Pankreaskarzinom ist
eine signifikante Korrelation zwischen einem hdherem Grading (zunehmend entdifferenziertem
Tumorgewebe) und einem kiirzeren Uberleben beschrieben (Conroy et al. 2022). Ein weiterer
prognostischer Faktor ist der bei Tumorpatienten erfasste ECOG Performance Status (Peixoto et al.
2015). Dieser ist eine numerische Skala zur Beurteilung des Allgemeinzustandes und wird beim

Pankreaskarzinom in den Therapieempfehlungen mitbericksichtigt (Oken et al. 1982).

Nach chirurgischer Resektion eines Pankreaskarzinoms wird eine adjuvante Chemotherapie empfohlen
(Oettle et al. 2007; Ueno et al. 2009). Der Standard in der adjuvanten Chemotherapie war lange Zeit
eine Gemcitabin-Monotherapie basierend auf den Resultaten der CONKO-001 Studie (Oettle et al.
2007) und ESPAC-3 Studie (Neoptolemos et al. 2010). In der 2017 verdffentlichten ESPAC-4 Studie
wurde die Uberlegenheit einer adjuvanten Kombinationstherapie aus Gemcitabin plus Capecitabin
gegeniber einer Gemcitabin-Monotherapie beschrieben (Neoptolemos et al. 2017). Kurz darauf konnte
eine noch deutlichere Verbesserung des Gesamtliberlebens durch die Verwendung einer
12



Kombinationschemotherapie nach dem modifizierten FOLFIRINOX Protokoll (mFOLFIRINOX) gezeigt
werden (Conroy et al. 2018). Daher gilt mMFOLFIRINOX aktuell als Chemotherapeutikum der ersten Wahl
bei Patienten mit einem guten Allgemeinzustand (ECOG 0-1). Aufgrund der hdheren Toxizitat des
MFOLFIRINOX-Protokolls wird bei Patienten mit ECOG = 2 weiterhin eine Gemcitabin-Monotherapie

oder Gemcitabin plus Capecitabin empfohlen.

Fur die Beurteilung einer primaren Resektabilitat miissen neben anatomischen Gegebenheiten wie der
Tumorausdehnung in Bezug auf die umliegenden GefaRe auch tumorbiologische Kriterien wie
Lymphknotenmetastasen und praoperative CA 19-9-Werte und konditionale Kriterien des Patienten
berlcksichtigt werden (Khorana et al. 2016). Bei lokal fortgeschrittenen, priméar inoperablen Tumoren
ist eine Kombinationschemotherapie mit FOLFIRINOX oder Gemcitabin plus nab-Paclitaxel empfohlen

mit dem Ziel einer anschlie3enden Resektion (Suker et al. 2016; Kunzmann et al. 2021).

In der palliativen Situation wird in den aktuellen Leitlinien eine Kombinationstherapie mit FOLFIRINOX
oder Gemcitabin plus nab-Paclitaxel fur Patienten mit ECOG 0-1 empfohlen. Bei Patienten mit ECOG 2
2 oder einer Komorbiditat, welche kein aggressiveres Therapieregime erlaubt, besteht die
Therapieempfehlung in einer Monotherapie mit Gemcitabin (gegebenenfalls in Kombination mit
Erlotinib) (Sohal et al. 2018). Auch wenn die Entwicklung der beschriebenen Kombinationstherapien wie
FOLFIRINOX und Gemcitabin plus nab-Paclitaxel mit einem verlangerten medianen Uberleben der

Patienten einhergeht, ist die Prognose des metastasierten Pankreaskarzinoms nach wie vor ungunstig.

1.2 Immunonkologie

Das Immunsystem ist in der Lage tumorspezifische Antigene friihzeitig zu erkennen und Tumorzellen
zu eliminieren. Daran beteiligt sind unter anderem zytotoxische CD8+ T-Zellen, T-Helfer-Zellen,

dendritische Zellen, sowie naturliche Killerzellen (Zou 2005).

Mittlerweile werden Mechanismen, mithilfe derer sich ein Tumor der Detektion durch das Immunsystem
entzieht, als zentraler Bestandteil der Karzinogenese angesehen (Hanahan and Weinberg 2011).
Erkenntnisse aus Mausmodellen legen nahe, dass immunsuppressive Zellen wie regulatorische T-
Zellen, myeloische Suppressorzellen und tumorassoziierte Makrophagen bereits frih in der Entwicklung
des Pankreaskarzinoms eine Rolle spielen. Sie infiltrieren die Tumorumgebung (Clark et al. 2007) und
gehen mit dem Fortschreiten der Erkrankung einher (Hiraoka et al. 2006; Zhao et al. 2009). Zudem
zeigen tumorassoziierte Makrophagen wahrend der Tumorentwicklung eine zunehmende Polarisierung
von proinflammatorischen M1-Zellen zu immunsuppressiven M2-Zellen. Dies beglnstigt die
immunologische Tumortoleranz (Schmieder et al. 2012; Siveen and Kuttan 2009). Die fir die
Tumorimmunitat essenziellen CD8+ T-Zellen und natirlichen Killerzellen zeigen im Stroma des

Pankreaskarzinoms haufig eine herabgesetzte Aktivitat (Hiraoka et al. 2006; Fincham et al. 2021).

Die Initiation der T-Zell-Aktivierung nimmt in der effektiven Immunantwort eine zentrale Rolle ein. Hierfur
ist zusatzlich zur Bindung eines MHC-Molekiils der Antigen-prasentierenden Zelle an den T-Zell-
Rezeptor die Bindung von Liganden an co-stimulierende Rezeptoren wie CD40L, OX40, CD27, 4-1BB
oder CD28 auf der T-Zell-Oberflache essenziell. Neben den co-stimulierenden Rezeptoren werden auf

aktivierten T-Zellen die Rezeptoren CTLA-4 und PD-1 exprimiert, welche bei Bindung der Liganden
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CD80/86 und PD-L1/PD-L2 die weitere Aktivierung der T-Zelle hemmen (Sideras et al. 2014). Eine
Expression von PD-L1 zeigt sich bei verschiedenen Tumorentitéaten. In-vitro-Untersuchungen legen eine
durch PD-L1 bedingte Apoptose von aktivierten tumorantigen-spezifischen T-Zellen nahe (Dong et al.
2002). Pankreaskarzinomzellen und Zellen der Mikroumgebung kénnen durch die Sekretion von
Cytokinen wie IL-10 und die Expression immunologischer Oberflichenmolekile wie PD-L1 zum

immunsuppressiven Milieu beitragen (Sideras et al. 2014).

1.3 Etablierte Tumormarker beim Pankreaskarzinom

Tumormarker kodnnen bei verschiedenen Fragestellungen Anwendung finden: diagnostische
Tumormarker dienen der Erkennung von Neuerkrankungen, Rezidiven oder Krankheitsprogression.
Tumormarker mit prognostischer Wertigkeit ermdglichen eine Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit
eines Rezidivs oder die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Pradiktive Tumormarker sind mit dem

Tumoransprechen auf spezifische Therapien assoziiert (Winter, Yeo, and Brody 2013).

Das Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9) wurde erstmals im Jahr 1979 in Kolonkarzinom-Zellen
durch monoklonale Antikérper (1116-NS-19-9) identifiziert (Koprowski et al. 1979) und ist heute der am
besten untersuchte und klinisch am haufigsten eingesetzte Tumormarker beim Pankreaskarzinom
(Tempero et al. 2017). Zum Screening asymptomatischer Menschen ist CA 19-9 aufgrund eines
niedrigen positiv pradiktiven Wertes nicht geeignet (Ballehaninna and Chamberlain 2012). Bei
symptomatischen Patienten wird die diagnostische Wertigkeit von CA 19-9 von den meisten

Expertengruppen ebenfalls als begrenzt eingeschétzt (Duffy et al. 2010; Ducreux et al. 2015).

Auch in der Diagnostik von Rezidiven bei Patienten mit primar reseziertem Pankreaskarzinom ist der
Nutzen von CA 19-9 limitiert. In einer Ubersichtsarbeit wurde eine Sensitivitat von 68-89 % und eine
Spezifitdt von 77-89 % fir die Detektion eines Rezidivs durch postoperativ routinemé&Rig durchgefuhrte
CA 19-9-Messungen beschrieben (Daamen et al. 2018). Zudem ist eine Assoziation zwischen einer CA
19-9-basierten Frilherkennung eines Rezidivs und einem verlangertem Uberleben nicht belegt. Das
National Comprehensive Cancer Network stuft die serologische Bestimmung von CA 19-9 in der
Tumornachsorge daher lediglich als Kategorie 2B Empfehlung ein (Tempero et al. 2017). Auch die
American Society of Clinical Oncology bewertet CA 19-9-Messungen in der postoperativen Nachsorge
als fakultativ (Khorana et al. 2016). Die Européische Gesellschaft fir Medizinische Onkologie sowie die
deutsche S3-Leitlinie empfehlen nach kurativer Resektion lediglich eine symptomorientierte klinische
Nachsorge (Ducreux et al. 2015; Deutsche Krebsgesellschaft 2021).

Hinsichtlich der prognostischen Wertigkeit von CA 19-9 konnte bei Patienten mit reseziertem
Pankreaskarzinom eine Assoziation zwischen hohen CA 19-9-Konzentrationen und einer kiirzeren
Uberlebenszeit gezeigt werden (Kondo et al. 2010; Hata et al. 2012). Auch bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenem oder metastasiertem Pankreaskarzinom ist CA 19-9 als prognostischer Marker
vielfach beschrieben (Maisey et al. 2005; Louvet et al. 2005; Hess et al. 2008; Boeck et al. 2010).

Limitationen von CA 19-9 als Tumormarker sind insbesondere die fehlende CA 19-9-Synthese von
Patienten mit dem Phanotyp (a-b-) der Lewis-Blutgruppe (Tempero et al. 1987) und falsch hohe CA 19-

9-Konzentrationen bei Vorliegen einer Cholestase (Tsen, Barbara, and Rosenkranz 2018).
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Das Carcinoembryonale Antigen (CEA) wurde erstmals an humanen Kolonkarzinomzellen
beschrieben (Gold and Freedman 1965). Es wird bereits im fetalen Gastrointestinaltrakt gebildet und
wird auch beim erwachsenen Mensch physiologisch in geringen Mengen von Zellen des
Gastrointestinaltrakts, des Pankreas und der Leber exprimiert (Holdenrieder and Stieber 2019). Erhdhte
Serumkonzentrationen sind fir diverse maligne Erkrankungen beschrieben (Hirai 1977). Beim
kolorektalen Karzinom korrelieren hohe CEA Serumlevel bei Diagnosestellung mit einem
fortgeschrittenen Tumorstadium (Cooper et al. 1979) und einer ungiinstigen Prognose (Park et al. 2009;

Thirunavukarasu et al. 2011).

Beim Pankreaskarzinom ist CEA als diagnostischer Tumormarker untersucht: eine Metaanalyse von
Meng et al. zeigte eine gepoolte Sensitivitdt von 0,43 (95 % CI 0,39-0,47) und eine Spezifitat von 0,82
(95 % CI 0,79-0,84) von CEA fur die Diagnosestellung eines Pankreaskarzinom. Hinsichtlich der Rolle
von CEA als prognostischen Marker ist hier zudem eine signifikante Assoziation von hohen CEA-
Serumkonzentrationen mit einem kirzeren Uberleben (HR 1,43, 95 % Cl 1,31-1,56) beschrieben (Meng
et al. 2017). Dahingegen zeigte eine Untersuchung von 291 Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom lediglich eine signifikante Assoziation der pratherapeutischen CEA-
Serumkonzentration mit der Zeit bis zum Tumorprogress, jedoch nicht mit dem Gesamtiberleben (Haas
et al. 2013).

1.4 Etablierte Tumormarker anderer Tumorentitaten

CYFRA 21-1 ist ein seruml6sliches Fragment von Cytokeratin 19, einem in epithelialen Zellen diverser
Organe vorkommenden Zellskelettprotein. Es wird freigesetzt von nekrotischen oder apoptotischen
Zellen und wurde als serologischer Marker bei verschiedenen Tumorentitaten untersucht (Omary et al.
2009). Als diagnostischer Tumormarker beim Lungenkarzinom wurde CYFRA 21-1 erstmals im Jahr
1993 heschrieben (Stieber et al. 1993) und gilt inzwischen auch als prognostischer und pradiktiver
Tumormarker beim nicht-kleinzelligen fortgeschrittenem Lungenkarzinom (Edelman et al. 2012;
Holdenrieder et al. 2017).

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten die prognostische Relevanz von CYFRA 21-1 bei
Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom: Eine Studie mit 78 Patienten zeigte eine signifikante
Korrelation von pratherapeutischen CYFRA 21-1-Werten und der Uberlebenszeit. Auch mittels seriellen
Messwerten wahrend Erstlinien-Chemotherapie konnte CYFRA 21-1 als Pradiktor fir das
Gesamtiberleben identifiziert werden (Boeck et al. 2013). Eine weitere prospektive Studie mit 59
Patienten bestéatigte die Korrelation von pratherapeutischen CYFRA 21-1-Werten mit dem

Gesamtuberleben (Haas et al. 2015).

Das Human Epididymis Specific Protein 4 (HE4) wurde zunéchst in epithelialen Zellen des
Nebenhodengangs identifiziert (Kirchhoff et al. 1991). Inzwischen ist eine Expression des Proteins im
gesunden menschlichen Gewebe mehrfach nachgewiesen. Es kommt unter anderem in den Epithelien
der zentralen Atemwege sowie einiger Reproduktionsorgane, in Speicheldriisen, der Schilddrise und
der Niere vor (Bingle, Singleton, and Bingle 2002; Drapkin et al. 2005; Galgano, Hampton, and Frierson
2006). Bei malignen Erkrankungen wird HE4 eine begiinstigende Rolle in der Tumorentwicklung,

Chemotherapieresistenz und Metastasenbildung zugeschrieben (James, Chichester, and Ribeiro 2018).
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So bewirkt HE4 beispielsweise (iber eine Aktivierung des STAT3-Signalweges die Uberexpression pro-
angiogenetischer Proteine wie IL-8 und HIF1A (hypoxia-inducible factor 1-alpha) (James et al. 2020).
Am besten ist HE4 beim Ovarialkarzinom untersucht: Eine Uberexpression des codierenden Gens bei
Patienten mit Ovarialkarzinom wurde von Schummer et al. bereits im Jahr 1999 beschrieben
(Schummer et al. 1999). Wenige Jahre spater wurde im Serum gemessenes HE4 als diagnostischer
Marker beim Ovarialkarzinom identifiziert (Hellstrom et al. 2003). Inzwischen konnten prospektive
Studien belegen, dass HE4 bei Patientinnen mit pelvinen Raumforderungen als serologischer Marker
zur Risikostratifizierung des Vorliegens eines Ovarialkarzinoms verwendet werden kann (Moore et al.
2008; Holcomb et al. 2011; Karlsen et al. 2012).

Beim Pankreaskarzinom zeigen Genexpressionsanalysen signifikant erhohte mRNA-Level in maligne
entartetem Pankreasgewebe verglichen mit Nachbargewebe und immunhistochemische
Untersuchungen eine signifikant hohere HE4-Proteinexpression in Tumorgewebe verglichen mit
benachbartem Gewebe und Pankreasgewebe von gesunden Probanden. Interessanterweise ist zudem
eine inverse Korrelation zwischen der Proteinexpression im Gewebe und dem klinischen Stadium mit
hoher HE4-Expression in frihem Tumorstadium beschrieben (Huang et al. 2015). Wahrend eine Studie
mit 220 Gewebeproben von 172 Patienten keine Assoziation zwischen der HE4-Expression im
Tumorgewebe und dem Uberleben aufwies (O'Neal et al. 2013), beschrieben Ohkuma et al. nach
Untersuchungen an Pankreaskarzinomgewebe von 80 Patienten eine erhéhte HE4-Expression als in

der multivariaten Analyse unabhangigen Faktor fiir ein geringes Uberleben (Ohkuma et al. 2021).

Serologische Untersuchungen zu HE4 bei Patienten mit Pankreaskarzinom zeigten signifikant erhdhte
Werte sowohl im Vergleich zu gesunden Kontrollen als auch zu Kontrollen mit benignen
Pankreaserkrankungen (Faca et al. 2008; Brand et al. 2011; Huang et al. 2015). Unseres Wissens
wurde die Assoziation zwischen HE4 im Serum bei Patienten mit Pankreaskarzinom und dem Uberleben

bisher nicht untersucht.

1.5 Cytokine IEN-y, IL-1R, IL-2, IL-4,1L-6, 1L-8, IL-10, IL-12p70, IL-13 und TNF-a

Cytokine sind regulatorische Proteine mit vielfaltigen Wirkungen auf die Differenzierung von Zellen und
auf Kontrollmechanismen des Immunsystems. Sie werden von verschiedenen Zelltypen sezerniert,
aktivieren nach Bindung an Membranrezeptoren ihrer Zielzellen intrazellulare
Signaltransduktionskaskaden und beeinflussen so die Genexpression der Zielzelle. Die Wirkung ist
abhangig vom Cytokin, der Zielzelle und dem Vorhandensein weiterer Cytokine mit synergistischen oder
antagonistischen Effekten. So bewirkt das gleiche Cytokin an unterschiedlichen Zielzellen
unterschiedliche Effekte (Pleiotropie) und verschiedene Cytokine kénnen durch Nutzung der gleichen
Rezeptoren das gleiche Signal auslésen (Redundanz), wodurch ein komplexes regulatorisches
Netzwerk entsteht (Schooltink and Rose-John 2003).

Eine Uberexpression diverser Cytokine beim Pankreaskarzinom (Bellone et al. 2006) begiinstigt die
Tumorentwicklung durch direkte Effekte auf die Tumorzellen und immunmodulierende Wirkung in der
Tumorumgebung (Roshani, McCarthy, and Hagemann 2014). Eine Assoziation hoher
Serumkonzentrationen inflammatorischer Cytokine mit einem schlechteren Uberleben ist insbesondere
fur IL-6 und IL-10 beschrieben (Ebrahimi et al. 2004; Farren et al. 2016). Jedoch beschreiben einzelne
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Studien auch fur diverse andere Cytokine eine Assoziation mit der Prognose (Dima et al. 2012;
Mitsunaga et al. 2013; Piro et al. 2017), sodass die Frage zur prognostischen Wertigkeit von Cytokinen

bei Patienten mit Pankreaskarzinom nicht abschlieRend geklart ist.

1.6 Das Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) und sein Ligand 1 (PD-L1)

Das PD-1 Gen wurde erstmals bei in-vitro-Experimenten an einem die Apoptose durchlaufenden T-Zell
Hybridom im Jahr 1992 identifiziert (Ishida et al. 1992). PD-1 wird von aktivierten T-Zellen, B-Zellen und
Makrophagen exprimiert, der Ligand PD-L1 von einer Vielzahl von hamatopoetischen und nicht-
hamatopoetischen Zellen. Die Interaktion von PD-1 mit PD-L1 wirkt inhibitorisch auf die Aktivierung von

T-Lymphozyten und tragt damit zur Immuntoleranz bei (Schildberg et al. 2016).

Beim Pankreaskarzinom korreliert eine hohe Expression von PD-L1 im Tumorgewebe mit einer
reduzierten T-Zell-Infiltration im Tumor, einer schlechteren Prognose des Patienten (Nomi et al. 2007),

einer geringeren Differenzierung und einem fortgeschrittenen Stadium des Tumors (Geng et al. 2008).

In die Interaktionen zwischen Tumorzellen und Immunzellen einzugreifen ist das Grundprinzip der
Immuntherapie in der Onkologie. Eine Strategie zur Modifikation des Immunsystems bei
Tumorerkrankungen ist die Disinhibition der T-Zell-Aktivierung durch die Blockade von Rezeptor-
Ligand-Interaktionen, wie beispielsweise von PD-1/PD-L1 (Sideras et al. 2014). Ein Beispiel hierfir ist
die PD1-Blockade durch den monoklonalen Antikérper Pembrolizumab. Pembrolizumab ist in den
Therapieempfehlungen diverser solider Tumore wie dem Melanom und dem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom enthalten (Flynn and Gerriets 2022). In den USA ist Pembrolizumab zur Behandlung
des Pankreaskarzinoms als Zweitlinientherapie bei zusatzlichem Vorliegen einer Mismatch-Reparatur-
Defizienz bzw. einer hochgradigen Mikrosatelliteninstabilitdét empfohlen und zugelassen (Sohal et al.

2018), wahrend in Europa in dieser Situation gegenwartig keine Zulassung besteht.

Neben der membrangebundenen Form existieren PD-1 und PD-L1 auch als lésliche Proteine. Es wird
angenommen, dass l6sliches PD-1 hauptséachlich durch selektives Splicen von PD-1 mRNA entsteht
(Nielsen et al. 2005), wahrend Ildsliches PD-L1 durch die proteolytische Abspaltung von
membrangebundenem PD-L1 durch endogene Matrixmetalloproteasen entsteht (Dezutter-Dambuyant
et al. 2016; Hira-Miyazawa et al. 2018). Die biologische Aktivitat der l6slichen Isoformen ahnelt denen
der membrangebundenen Form. Lésliches PD-1 blockiert den Rezeptor PD-L1, fiihrt aber zugleich zu
einer Hemmung der T-Zellaktivierung, wobei ein Reverse signaling als zugrundeliegender
Mechanismus angenommen wird (Kuipers et al. 2006). Losliches PD-L1 bindet wie die

membrangebundene Form an PD-1 (Hassounah et al. 2019).

Loésliche Formen von PD-1 und PD-L1 im Serum wurden erstmals bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen beschrieben (Nielsen et al. 2005; Wan et al. 2006). Bei Patienten mit
Malignomen wie Lungenkarzinom, Magenkarzinom oder hepatozellularem Karzinom wurde mehrfach
eine Korrelation zwischen einer Erhdhung der Serumlevel von I6slichem PD-L1 und einem schlechteren
klinischen Outcome beschrieben (Okuma et al. 2017; Takahashi et al. 2016; Finkelmeier et al. 2016).
Bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom konnte unsere Arbeitsgruppe bisher keine

Korrelation von PD-1 und PD-L1 Serumkonzentrationen mit dem klinischen Outcome zeigen (Kruger et
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al. 2017). Es stellte sich jedoch die Frage, zu welchem Ergebnis eine Untersuchung an einem gréfR3eren
Patientenkollektiv kommt.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund von Limitationen der beim Pankreaskarzinom etablierten Tumormarker CA 19-9 und CEA sind
weitere Biomarker mit prognostischer Aussagekraft von grof3em Interesse. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es, bei Patienten mit histologisch gesichertem Pankreaskarzinom die prognostische Wertigkeit
serologischer Biomarker bezogen auf das Gesamtiberleben an einer retrospektiven Patientenkohorte
zu untersuchen. Hierzu wurden klinische Daten und Serumproben von 162 Patienten mit histologisch
gesichertem Pankreaskarzinom untersucht. Bestimmt wurden dabei die beim Pankreaskarzinom
etablierten Tumormarker (CA 19-9, CEA), etablierte Tumormarker anderer Tumorentitaten (CYFRA 21-
1, HE4), Cytokine (IFN-y, IL-1b, II-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNF-a) sowie l6sliche
Immun-Checkpoint Marker (PD-1, PD-L1).

Zentrale Fragestellung:

e Besteht bei den untersuchten Biomarkern eine Korrelation zwischen der Serumkonzentration
und dem Gesamtiiberleben bei Patienten mit reseziertem, lokal fortgeschrittenem oder
metastasiertem Pankreaskarzinom, sodass daraus eine prognostische Aussagekraft der

Biomarker beim Pankreaskarzinom abzuleiten ware?
Weitere Fragestellungen:

e Wie st die Verteilung der untersuchten Biomarker unter Beriicksichtigung der
Quantifikationsgrenzen?

e Besteht eine Korrelation der Serumkonzentrationen zwischen den verschiedenen Biomarkern
im paarweisen Vergleich?

e Bestehen Unterschiede beziglich der Serumkonzentrationen zwischen den Patientengruppen
und welches Diskriminationspotenzial besitzen die Biomarker?

e Lassen sich fir die Biomarker Cut-off-Werte ermitteln, welche anhand der Biomarker-
Serumkonzentration eine Zuordnung der Patienten zu verschiedenen prognostischen Gruppen

erlauben?

18



2 Material

Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Laborinstrumente (Tabelle 1), Software

(Tabelle 2), Reagenzien & Kits (Tabelle 3), Puffer & Lésungen (Tabelle 4) sowie das Verbrauchsmaterial

(Tabelle 5).
Tabelle 1: Laborinstrumente

Produkt

Hersteller

Zentrifuge
Allegra X-30R Centrifuge

Platten-Schiuttler

Unimax 1010

BioShake iQ

ThermoMixer C
Messinstrumente

Kompaktwaage CS-Serie 200g

Timer ROTILABO®

Einkanal-Pipetten

Eppendorf Research plus, Einkanal, 0,5- 10 pl
Eppendorf Research plus, Einkanal, 10- 100 pl
Eppendorf Research plus, Einkanal, 100- 1000 pl
Eppendorf Research plus, Einkanal, 0,5- 10 ml
Mehrkanal-Pipetten

Eppendorf Explorer, 8-Kanal, 5- 100 pl
Eppendorf Explorer, 8-Kanal, 50- 1200 pl
Eppendorf Explorer, 12-Kanal, 50- 1200 pl
Kuhlung

Kuhlschrank
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Beckman Coulter, Brea, USA

Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Schwabach, Germany

Quantifoil Instruments GmbH, Jena,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Ohaus corporation, Parsippany, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Skyport GmbH, Amberg, Deutschland



Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C
Protein-Analyse
Cobas e 411 Analyzer

Mesoscale Quickplex SQ120

Tabelle 2: Software

Produkt

Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz

Meso Scale Diagnostics, LLC., Rockville, USA

Hersteller

Discovery Workbench 4.0
Microsoft Excel 2011

IBM SPSS Statistics 27

Tabelle 3: Reagenzien & Kits

Produkt

Meso Scale Diagnostics, LLC., Rockville, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA

IBM, Armonk, USA

Hersteller

Elecsys® CA 19-9

Elecsys® CEA

Elecsys® CYFRA 21-1

Elecsys® HE4

V-PLEX Plus Proinflammatory Panel 1 Human Kit
Human PD-1 DuoSet ELISA Development Kit

Human PD-L1/B7-H1 DuoSet ELISA Development
Kit

ROTI®Cell PBS, ROTI®Cell 10x PBS

Tween®20

Albumine Fraktion V

Diluent 2
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Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz
Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz
Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz
Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz
Meso Scale Diagnostics, Rockville, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Meso Scale Diagnostics, LLC., Rockville,
USA



Diluent 3

MSD SULFO-TAG Labeled Streptavidin

MSD Gold Read Buffer A

Meso Scale Diagnostics, LLC., Rockville,
USA

Meso Scale Diagnostics, LLC., Rockville,
USA

Meso Scale Diagnostics, LLC., Rockville,
USA

1x Phosphate buffered saline (PBS) wurde aus ROTI®Cell 10x PBS und deionisierten Wasser

hergestellt.

Tabelle 4: Puffer & Lésungen

Produkt

Hersteller

Waschpuffer

Blockierungsreagenz

VerdUinnungsmittel

Tabelle 5: Verbrauchsmaterial

0,05 % (V/V) TWEEN®?20 in Phosphate buffered saline

5 % (m/V) Albumine Fraktion V in Phosphate buffered
saline

1 % (m/V) Albumine Fraktion V in Phosphate buffered
saline

Produkt Hersteller
MESO Quickplex 96-well Standard Plate Plate Meso Scale Diagnostics, LLC., Rockville,
Pack USA

ELISA Plate Sealers

S-Monovette® Serum, 7,5ml

Nunc™ Kryoroéhrchen

Falcon™ konische Zentrifugenréhrchen
15 ml
50 ml

Microcentrifuge tubes with lid closure
0,5ml
1,5ml
2,0 ml

Reaction vials

5,0 ml

R&D Systems, Minneapolis, USA

SARSTEDT AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Thermo Fisher Scienific Inc., Waltham, USA

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Pipettenspitzen
0,5- 10 pl

10- 100 pl

100- 1000 pl
0,5- 10 ml

Pipettenspitzen

50- 1250 pl
Reagent Reservoir 100ml

Pipetting Reservoir 25ml
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BRAND GMBH+CO KG, Wertheim, Germany

Eppendorf AG, Hamburg, Germany
VWR International, West Chester, USA

Argos Technologies, Rungis, Frankreich



3 Methoden

3.1 Studiendesign

In die Datenbank des Studienprojektes ,Der Informative Patient - Evaluation des Ansprechens auf eine
Tumortherapie bei Patienten mit gastrointestinalen Tumoren anhand klinischer, laborchemischer und
genetischer Faktoren® wurden konsekutiv Patienten aufgenommen, welche zwischen den Jahren 2011
und 2020 an der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il des Klinikums der Universitdt Minchen mit
gastrointestinalen Tumoren diagnostiziert und/oder behandelt wurden. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen genehmigt
(Ethikvotum LMU Minchen Nr.: 284-10). Alle Studienteilnehmer stimmten schriftlich der Archivierung
und Untersuchung von Blutproben und Tumorgewebe sowie der Erhebung und Archivierung von

klinischen Daten der Krankheitsgeschichte bezogen auf den gesamten Krankheitsverlauf zu.

Fur die vorliegende Untersuchung wurden Patienten der Datenbank mit diagnostiziertem

Pankreaskarzinom (n=321) anhand folgender Kriterien in die drei Kohorten eingeteilt:
Einschlusskriterien:

e Kohorte ,Post Tumorresektion in kurativer Intention®:
Patienten nach Resektion eines lokal begrenzten Pankreaskarzinoms in kurativer Intention mit
Beginn einer adjuvanten Chemotherapie innerhalb von 30 Tagen nach Studieneinschluss.

e Kohorte ,Lokal fortgeschrittenes Pankreaskarzinom®:
Patienten mit Erstdiagnose eines lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms und Beginn einer
Chemotherapie innerhalb von 30 Tagen nach Studieneinschluss. Als lokal fortgeschritten
eingeordnet wurden primar nicht resektable Pankreaskarzinome ohne Nachweis von
Fernmetastasen.

e Kohorte ,Metastasiertes Pankreaskarzinom®:
Patienten mit Erstdiagnose eines metastasierten Pankreaskarzinoms und Beginn einer
Chemotherapie innerhalb von 30 Tagen nach Studieneinschluss. Diese Kohorte umfasste Patienten
mit bei Studieneinschluss synchron metastasiertem Pankreaskarzinom sowie Patienten, welche
vorausgehend bei initial operablem Pankreaskarzinom in kurativer Intention behandelt worden
waren (Tumorresektion und gegebenenfalls adjuvante Chemotherapie) und bei Studieneinschluss
im Rahmen eines Tumorrezidivs ein metachron metastasiertes Pankreaskarzinom aufwiesen. Eine
gemeinsame Betrachtung in derselben Studiengruppe ist gemaR aktueller Studienlage beim
Pankreaskarzinom berechtigt (Hashimoto et al. 2009). Eine palliative Systemtherapie war vor

Studieneinschluss bei keinem der Patienten durchgefiihrt worden.
Ausschlusskriterien:

e Es waren keine Serumproben verfugbar.
e Die praanalytische Probenvorbereitung war ungeeignet.

e Bei Studieneinschluss lag die synchrone Diagnose eines Zweitmalignoms vor.
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Die erhobenen Daten und Serumproben der Studienteilnehmer wurden fir die Messungen der

Biomarker-Serumkonzentrationen und die statistische Auswertung pseudonymisiert.

Die in der Auswertung bericksichtigten klinischen Parameter beziehen sich auf den Zeitpunkt der
Serumprobenentnahme und umfassen Alter, Geschlecht, ECOG Performance Status,
Tumorlokalisation, Tumorhistologie, Datum und Substanzen der ersten Chemotherapie nach
Serumprobenentnahme sowie Uberleben nach Studieneinschluss. Bei Patienten mit metastasiertem
Pankreaskarzinom wurde auferdem die Metastasierungsart zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses
(synchron vs. metachron) erhoben, sowie bei resezierten Patienten das Datum der Tumorresektion, das
UICC-Stadium nach pTNM nach der 7. Version (Sobin L.H. 2009), der Resektionsstatus und das

Grading des Tumorresektats.

Die Erfassung der klinischen Daten und die Uberpriifung des Uberlebensstatus der Studienteilnehmer
erfolgte retrospektiv mittels der dem LMU Klinikum vorliegenden Befunde, insbesondere Arztbriefe,
Operationsberichte, histologische Befunde, Tumorkonferenzdokumentation und Chemotherapie-Plane.
Bei unvollstandigen Daten erfolgte zudem die Konsultation der nachsorgenden Onkologen, der
betreuenden Hauséarzte und des zustéandigen Standesamts. Das Follow-up erfolgte bis zum 31.01.2020.
Fir die Uberlebenszeitanalysen wurde das zensierte Uberleben verwendet, definiert als Zeitraum von

der Serumprobenentnahme bis zum Tod jedweder Ursache oder dem letztem Follow-up.

3.2 Praanalytik

Nach Einschluss in die Studie erfolgte eine vendse Blutentnahme mittels Serumréhrchen durch das
Forschungspersonal der Arbeitsgruppe Onkologie (Leitung: Prof. Dr. V. Heinemann). Nach
anschlielender Zentrifugation des Vollblutes fir 10 min bei 3000 Umdrehungen pro Minute (U/min) bei
Raumtemperatur wurde das Serum am selben Tag abpipettiert, aliquotiert und bei -20°C eingefroren,

die langerfristige Lagerung erfolgte bei -80°C im LMU Klinikum.

3.3 Analytik
3.3.1 Bestimmung der Tumormarker CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1 und HE4

Die quantitative Bestimmung der Tumormarker CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1 und HE4 im Serum erfolgte
anhand der Elektrochemilumineszenz-Immunoassays Elecsys® durch den Cobas e 411 Analyzer. Diese
Messungen erfolgten am Institut flir Laboratoriumsmedizin des Deutschen Herzzentrum Minchen durch
qualifizierte labortechnische Assistenz und qualitatskontrolliert nach der Richtlinie der

Bundesarztekammer zur Qualitatssicherung labormedizinischer Untersuchungen.

Hierbei wurden 10 pl Serum mit biotinyliertem und mit ruthenyliertem Antikdrper gegen Epitope des
jeweiligen Tumormarkers zur Aushildung von Sandwich-Komplexen fir 9 Minuten inkubiert. Es folgte
eine erneute Inkubation von 9 Minuten mit Streptavidin-beschichteten Mikropartikeln und letztlich die
Messung mittels Elektrochemilumineszenz-Reaktion. Die vom Hersteller festgelegten Messbereiche der
Assays betrugen 0,600-1000 U/ml fur CA 19-9, 0,200-1000 ng/ml fir CEA, 0,10-500 ng/ml fir CYFRA
21-1 und 15-1500 pmol/I fur HEA4.
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Bei Proben mit CA 19-9-Konzentrationen oberhalb des Messgrenze von 1000 U/ml wurde eine 1:10
Verdinnung des Serums durchgefiihrt und bei Bedarf in einem weiteren Schritt eine erneute 1:10
Verdinnung, sodass der Messbereich fir CA 19-9 durch die seriellen Verdiinnungen bis 100000 U/ml

erweitert werden konnte.
3.3.2 Bestimmung inflammatorischer Cytokine

Die Cytokine IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13 und TNF-a wurden unter
Verwendung des kommerziell erhaltlichen Multi-Spot Assay mittels Mesoscale Quickplex SQ 120
gemessen. Aufgrund der begrenzten Materialmenge der Serumproben entschieden wir uns fur die
Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Multi-Spot-Assay. Wahrend die Messungen der oben
genannten Tumormarker im Rahmen der Ilaborchemischen Routine erfolgten, wurden die
experimentellen Multi-Spot Assay am Institut fir Laboratoriumsmedizin des Deutschen Herzzentrum
Minchen eigenstandig durchgefuhrt. Die Durchfihrung erfolgte analog zu den Herstelleranweisungen,
wobei bei der zweifachen Verdinnung von Proben und Kontrollen die ,Dilute in Plate*- Methode

angewendet wurde.

Kurz gefasst erfolgte nach dreifachem Waschen die Zugabe von 50 pl Standard in der Standardreihe.
Entsprechend der ,Dilute in Plate“- Methode mit 1:1 Mischung wurden nach dem Auftragen von 25 pl
Verdunnungslésung 25 pl der Kontrollen und Proben hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
120 Minuten bei Raumtemperatur auf einer Schuttelplatte mit 700 U/min und dreimaligem Waschen
wurden 25 pl der Detektions-Antikdrper-Losung hinzugegeben und erneut fir 120 Minuten bei
Raumtemperatur und 700 U/min inkubiert. Die Platte wurde dreifach gewaschen, pro Well wurde 150 pl
zweifach konzentrierter Read Buffer T als Katalysator der Elektrochemilumineszenz-Reaktion
hinzugegeben und die Elektrochemilumineszenz der Wells wurde unmittelbar durch den Mesoscale
Quickplex SQ 120 vermessen. Die Datenanalyse erfolgte durch die Software Discovery Workbench
4.0.12.

In der Analyse der Messergebnisse wurden die vom Hersteller zur Verfligung gestellten

Quantifikationsgrenzen bertcksichtigt.
3.3.3 Bestimmung der l6slichen Immun-Checkpoint Marker PD-1 und PD-L1

Die Konzentrationen der I6slichen Isoformen der Proteine PD-1 und PD-L1 im Serum wurden mittels
Sandwich-ELISA unter Verwendung der Human DuoSet ELISA Development Kits bestehend aus
monoklonalen Antikérpern und rekombinantem Proteinstandard bestimmt. Die Durchftihrung dieses neu
etablierten Assays erfolgte eigenstandig, die laborinterne Validierung der Messmethode erfolgte
gemeinsam mit Kimberly Kriiger (Krueger, Mayer, Gerckens, et al. 2022; Krueger, Mayer, Kottmaier, et
al. 2022).

Die Quickplex 96-well Standard Platte wurde mit 100 pl einfachem Phosphate buffered saline (PBS) pro
Well inkubiert und bei 700 U/min fur 5 Minuten geschuttelt. Diese Vorbehandlung der Mikrotiterplatte
mit PBS diente dem Befeuchten der Standardplatte mit seinen hydrophoben Oberflaicheneigenschaften
zum Schaffen besserer Bedingungen fiir das Bindungsverhalten des Capture-Antikdrpers. Nach dem

Ausschlagen der Platte auf Zellstofftuch wurde die Platte mit 25 pl Capture-Antikdrper-Losung pro Well
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benetzt. Die Capture-Antikdrper-Losung fir den PD-1 ELISA wurde aus einem aus Ziegenserum
gewonnenem Anti-PD-1-Antikdrper in PBS mit einer Konzentration von 2 pg/ml hergestellt. Fur die
Capture-Antikorper-Loésung des PD-L1 ELISA wurde der murine Anti-PD-L1-Antikdrper sowie PBS
verwendet, die Konzentration der Losung belief sich auf 4 pg/ml. Nach Abdichtung der Platte mit
Verschlussfolie (ELISA Plate Sealers) wurde diese fur 5 Minuten mit 700 U/min bei Raumtemperatur

geschiittelt und Gber Nacht bei 2-8°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte zunachst gewaschen.

Als Waschpuffer wurde PBS mit 0,05 % Tween®20 verwendet. Pro Well wurden 200 pl Waschpuffer
aufgetragen. Jeder Waschvorgang dieses Versuches beinhaltet drei aufeinanderfolgende Durchgange.

Im nachsten Schritt wurde als Blockierungsreagenz 150 pl PBS mit 5 % bovinem Serumalbumin
(Albumin Fraktion V) pro Well hinzugegeben und es erfolgte eine Inkubation auf dem Schdittler bei 500
U/min und Raumtemperatur fir 60 Minuten. Durch die Applikation der Blockierungsreagenz wurden freie
Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte gesattigt, um eine unspezifische Bindung von Antikérpern und

anderen Proteinen zu reduzieren.

Nach einem weiteren Waschvorgang wurden die Proteinstandards, Kontrollen und Proben mit 25 ul

Volumen pro Well aufgetragen und fir 120 Minuten bei Raumtemperatur und 500 U/min geschuittelt.

Die sieben verwendeten Standards wurden durch serielle 1:4 Verdlinnung mit Konzentrationen von 30
ng/ml bis 0,0073242 ng/ml hergestellt. Bei der Herstellung der Standardreihe wurde bei dem PD-1-
Assay mit Diluent 2 und bei dem PD-L1-Assay mithilfe von PBS mit 1 % bovinem Serumalbumin
(Albumin Fraktion V) verdiinnt. Als achter Standard erfolgte die Verwendung des bei dem jeweiligen

Assay verwendeten Verdiinnungsmittels als Puffer zur Ermittlung des Blankwerts.
Die Proben wurden unverdiinnt aufgetragen.

Die erneut gewaschene Platte wurde mit 25 pl Detektions-Antikérper-Losung pro Well fir weitere 120
Minuten bei 500 U/min und Raumtemperatur inkubiert. Bei den Detektionsantikdrpern handelt es sich
um biotinylierte Ziegen-Antikdrper. Fur die Herstellung der Detektions-Antikdrper-Losung von PD-1
wurden diese mit PBS mit 1 % bovinem Serumalbumin (Albumin Fraktion V) verdinnt, bei PD-L1
erfolgte die Verdiinnung mit Diluent 3. Die Konzentration der Detektions-Antikdrpers-Lésung betrug 400
ng/ml fur PD-1 und 100 ng/ml fir PD-L1.

Nach dem Waschen der Platte erfolgte die Zugabe von 25 pl SULFO-TAG Streptavidin-Losung pro Well
und eine Inkubation von weiteren 120 Minuten bei 500 U/min und Raumtemperatur. Fir die Herstellung
der SULFO-TAG Streptavidin-Lésung mit einer Konzentration von 1 pg/ml wurde MSD SULFO-TAG
Labeled Streptavidin sowie PBS mit 1 % bovinem Serumalbumin (Albumin Fraktion V) verwendet.

Nach dem letzten Waschvorgang wurden auf die Platte pro Well 150 yl MSD Gold Read Buffer A
gegeben und es erfolgte unmittelbar die Vermessung der Platte durch den Mesoscale Quickplex SQ
120. Die erhobenen Daten wurden mittels der Software Discovery Workbench 4.0.12 analysiert und
verarbeitet.

Die Rationale des beschriebenen Messverfahrens begriindet sich auf den Ergebnissen unserer

laborinternen Methodenvalidierung (Krueger, Mayer, Gerckens, et al. 2022; Krueger, Mayer, Kottmaier,

et al. 2022), welche gemal} der Richtlinie zur bioanalytischen Methodenvalidierung der Europaischen
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Arzneimittel-Agentur sowie einer Publikation zur Methodenvalidierung von Immunassays von U.
Andreasson et al. erfolgte (Committee for Medical Produts for Human Use (CHMP) 2011; Andreasson
et al. 2015). Im Rahmen der Methodenvalidierung wurden auch die Quantifikationsgrenzen festgelegt.
Sie definieren den Bereich, in dem Messwerte mit akzeptabler Prézision und Richtigkeit generiert
werden. Zur Bestimmung dieser wurden fur jeden der Standards mindestens 9 Standardkurven
verglichen und in Bezug auf den Variationskoeffizienten als Mal3 der Prazision sowie die
Wiederfindungsrate als Index der Richtigkeit Uberprift. Die Konzentrationen des héchsten und
niedrigsten verwendeten Standards (30 ng/ml und 0,0073 ng/ml) konnten als Quantifikationsgrenzen flr
PD-1 und PD-L1 festgelegt werden, da in vorrausgegangenen Experimenten zur Assay-Validierung die
Kriterien eines Variationskoeffizienten von maximal 20 % und einer Wiederfindungsrate von 80-120 %

erfullt wurden.

3.4 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen sowie Erstellung der Graphiken erfolgten zum einen anhand von Python-
Skripten in Jupyter Notebooks (Loizides et al. 2016) mit den Software-Paketen ,python® (version 3.6)
(van Rossum and Drake 2009), numpy (version 1.15.4), pandas (version 0.23), scipy (version 1.5.2),
lifelines (version 0.26.3) (Davidson-Pilon 2019) scikit-learn (version 0.23.1) (Pedregosa et al. 2011),
seaborn (version 0.11.2), und zum anderen mittels R-Skripten (Team 2020) mit den Softwarepaketen
»survminer, ,survival“ (Therneau 2021), ,oROC* (Robin et al. 2011) und riskRegression (Gerds 2021).

Basischarakteristika

In der deskriptiven Auswertung sind die Daten mittels absoluter und relativer Haufigkeit sowie Median
und Wertebereich dargestellt. In Tabelle 6 und 7 wird die Patientenanzahl als absolute Zahl sowie als
Anteil in Prozent angegeben. Die %-Angaben wurden auf eine Ganzzahl gerundet, sodass in der

Summe die Grundgesamtheit geringfligig von 100 % abweichen kann.
Uberlebenszeitanalysen

Als Uberlebenszeit definiert wurde der Zeitraum zwischen der Serumprobengewinnung (bei

Studieneinschluss) und dem Studienendpunkt Tod jedweder Ursache.

Bei Uberlebenszeitanalysen mit rechtszensierten Daten ist ein ausreichender Beobachtungszeitraum
essenziell. Die Darstellung der Follow-up Rate uber die Zeit in der Gesamtkohorte erfolgte mittels
Kaplan-Meier-Kurve und die Berechnung der medianen Follow-up Zeit mittels Reversed-Kaplan-Meier-
Methode. Die mediane Follow-up Zeit ist zu verstehen als mediane Beobachtungszeit der Patienten,
welche in den Uberlebenszeitanalysen rechtszensiert wurden, da der Studienendpunkt (Tod) nicht
beobachtet wurde.

Die Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeit in den drei Studiengruppen erfolgte anhand von
Kaplan-Meier-Kurven unter Angabe der Number at risk und die Berechnung der jeweiligen medianen
Uberlebenszeit anhand der Kaplan-Meier-Methode. Zur Testung auf einen méglichen Unterschied der

Uberlebensraten zwischen den drei Gruppen erfolgte ein Pairwise log-rank test.

Biomarker mit Quantifikationsgrenzen und Verteilung
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Die Verteilung der gemessenen Serumkonzentrationen der Biomarker wurde in Bezug auf die
Quantifikationsgrenzen untersucht und die Biomarker mit weniger als 5 % aller Messwerte innerhalb der
Quantifikationsgrenzen wurden von den weiteren Analysen ausgeschlossen. Die statistische
Auswertung erfolgte unter Adjustierung der aufRerhalb der testspezifischen Quantifikationsgrenzen

gelegenen Messwerte auf den jeweiligen Grenzwert.

Die Verteilung der Messwerte wurde auf eine Normalverteilung untersucht. Die Darstellung der

Verteilung mittels Boxplots erfolgte unter Normalisierung auf den Median.

Aufgrund der haufigen log-Normalverteilung von Biomarker-Serumkonzentrationen wurden fur die
Korrelationsanalysen und Analysen von Gruppenunterschiede der Biomarker die logarithmierten Werte

verwendet.
Korrelationen

Zur Korrelation der logio-transformierten Serumkonzentrationen der Biomarker und dem logio-
transformierten Patientenalter wurde eine Rangkorrelation nach Spearman durchgefihrt. Fir die
Korrelation der Serumkonzentrationen der Biomarker untereinander erfolgte ebenfalls eine
Rangkorrelation nach Spearman. Es erfolgte eine farbkodierte Darstellung der Korrelationskoeffizienten

als Heatmap mit hierarchischem Clustering.
Biomarker-Serumkonzentrationen

Die numerische Darstellung der Biomarker-Serumkonzentrationen in der Gesamtkohorte und den
Studiengruppen erfolgte mit Median und Wertebereich. Die Darstellung der Verteilung der Biomarker-
Serumkonzentrationen in den drei Studiengruppen erfolgte als Boxplot-Diagramm mit logarithmischer

Abszissenbeschriftung.

Zur statistischen Testung der Unterschiede von (nicht normalverteilten) Biomarker-
Serumkonzentrationen zwischen den Studiengruppen im Sinne einer Trennbarkeit der Gruppen anhand
der Biomarker wurden Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven und Area under the Curve
(AUC)-Analysen ausgewahlt. Je weiter sich die ROC-Kurve von der Diagonalen unterscheidet und je
grosser die Flache unter der ROC-Kurve (hdherer AUC-Wert), desto besser ist die Trennscharfe. Als
signifikantes Ergebnis wurde ein 95 % Konfidenzintervall der AUC mit Ausschluss des Wertes 0,5

gewertet.
Prognostische Analysen

In univariaten Cox-Regressionsanalysen wurden klinische Parameter in binarer oder ordinalskalierter
Auspragung und die Biomarker-Serumkonzentrationen in intervallskalierter Auspréagung auf eine
prognostische Relevanz untersucht mit der zensierten Uberlebenszeit als Zielvariable. Die Hazard Ratio
(HR) wurde folgendermaf3en berechnet:

hO (t) % eBX(x+1)

= 2T pBl+D)-Pfx — B
HR o (6) X PG e e
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Die Hazard Ratio bezieht sich bei bindren Parametern auf das genannte Merkmal, bei den Biomarker-
Serumkonzentrationen bezieht sich die Hazard Ratio auf die um eine Einheit (z.B. 1 ng/ml bei CEA oder

1 pg/ml bei IL-10) erhéhte Serumkonzentration.

Zur Bestimmung der Unabhé&ngigkeit der prognostischen Relevanz der Serumkonzentrationen von
klinischen Merkmalen wurde mit den Biomarkern und klinischen Parametern mit signifikant erhdhter
Hazard Ratio in der univariaten Analyse eine multivariate Cox-Regressionsanalyse durchgefihrt.
Aufgrund der geringen Fallzahl von tumorresezierten Patienten und Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom und daraus resultierender geringerer statistischer Power wurden
bei diesen beiden Studiengruppen in der multivariaten Analyse nur jeweils zwei Variablen paarweise
bericksichtigt.

Zur quantitativen Bestimmung eines optimalen Grenzwertes der Biomarker-Serumkonzentrationen zur
Voraussage der Uberlebenswahrscheinlichkeit wurden Receiver operating characteristic (ROC) Kurven
erstellt und der Youden-Index berechnet (Youden 1950). Der hier gesuchte Grenzwert des Biomarkers
sollte bestmdglich unterscheiden zwischen Patienten, die langer leben, und Patienten, die kirzer (oder
genauso lange) leben wie das mediane Uberleben der eigenen Studiengruppe. Zur Bestimmung dieses
Grenzwertes wurde eine ROC-Analyse erstellt und der Youden-Index zur Ermittlung des optimalen
Grenzwertes herangezogen, welcher zwischen einem langeren bzw. kiirzerem Uberleben als das
gruppenspezifische mediane Uberleben diskriminiert. Mithilfe dieses ermittelten Grenzwertes wurde die
jeweilige Kohorte unterteilt in zwei Gruppen und deren Uberlebenswahrscheinlichkeiten mit Kaplan-
Meier-Kurven dargestellt und im Log-rank test verglichen. Diese statische Analyse ndhert sich damit der
Fragestellung einer systematischen Biomarker-Grenzwertbestimmung zur Identifikation von Patienten

mit besserer bzw. schlechterer Prognose innerhalb der Kohorte.
Prognostische Modelle

Eine Kombination der Biomarker CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-y, PD-
1 und PD-L1 zur Vorhersage des 1-Jahres-Uberlebens in der fernmetastasierten Studiengruppe wurde
in zwei prognostischen Modellen untersucht:

Ein Cox-Regressionsmodell mit der Leave-One-Out-Methode wurde erstellt. Dabei wurde jeweils ein
Patient aus dem Datensatz entfernt, mit den restlichen Patienten die Cox-Regression berechnet
(inklusive automatischer Auswahl der Biomarker) und anschlieRend wurde mithilfe der ermittelten Cox-
Regressionsfunktion die individuelle (geschétzte) Uberlebenskurve fiir den vorher entfernten Patienten
ermittelt. Auf diese Weise wird fiir jeden Patienten eine individuelle Uberlebenskurve bestimmt, wobei
der Patient nicht an der Bestimmung der Parameter fir die eigene Cox-Regressionsfunktion beteiligt
war. Anhand einer ROC-Kurve wurde evaluiert, wie gut die Uberlebenswahrscheinlichkeit bei 365 Tagen
im Cox-Regressionsmodell das tatsachliche 1-Jahres-Uberleben der Patienten vorhersagt. Die
Koeffizienten des Cox-Regressionsmodells sind unter Annahme der Bericksichtigung aller Patienten
aufgefiihrt. Aufgrund der Leave-On-Out-Kreuzvalidierung wird bei der Erstellung der Uberlebenskurve
jedes Patienten dieser Patient jeweils unberiicksichtigt gelassen und eine Neuberechnung der
Koeffizienten durchgefiihrt, sodass die Koeffizienten fiir die Uberlebenskurven der einzelnen Patienten

geringflgig variieren.
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Als komplexeres Machine learning Modell wurde ein Random Forest Modell aus denselben Daten
erstellt und mittels der k-fold Validierungsmethode (mit k=5) validiert. Dabei wird das Modell mit 80 %

der Daten trainiert und an 20 % validiert. Aus diesen 20 % resultiert jeweils eine ROC-Kurve.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Charakteristika

Von 321 Pankreaskarzinom Patienten im Studienregister ,Der Informative Patient” hatten 176 Patienten
eine Studienblutabnahme innerhalb von 30 Tagen vor Beginn der Chemotherapie. Von diesen 176
Patienten wurden 14 Patienten ausgeschlossen aufgrund von fehlender Verfigbarkeit von Serum,
ungeeigneter Probenvorbereitung oder Zweitmalignom. Folglich konnten 39 resezierte
Pankreaskarzinompatienten, 20 Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom und 103

Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom analysiert werden (Abbildung 1).

Abbildung 1: Studiendesign
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Das mediane Patientenalter zum Zeitpunkt der Serumprobenentnahme betrug in der tumorresezierten
Gruppe 66 Jahre (range 41-77), in der Kohorte mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom 66,5 Jahre

(range 46-83) und bei den Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom 63 Jahre (range 29-86).

Die Geschlechterverteilung belief sich auf 62 % méannliche Patienten und 38 % weibliche Patienten beim
fernmetastasierten Pankreaskarzinom und resezierten Pankreaskarzinom, beim lokal fortgeschrittenen
Pankreaskarzinom liel3 sich eine umgekehrte Verteilung feststellen mit 35 % ménnlichen und 65 %
weiblichen Patienten. Die Verteilung des ECOG Performance Status zum Zeitpunkt der
Serumprobenentnahme ist in Tabelle 6 aufgeschlisselt. Die meisten Patienten wiesen einen ECOG von

0 bis 1 auf.

Bei Patienten mit reseziertem oder lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom war dieses zu 82 % bzw.
80 % im Pankreaskopf lokalisiert, wahrend bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom der

Primarius in 52 % im Pankreaskérper und/oder Pankreasschwanz lokalisiert war.

31



Bei der Uberwiegenden Mehrheit von 153 Patienten ergab die histologische Untersuchung ein duktales

Adenokarzinom, ein Azinuszellkarzinom wiesen drei Patienten auf.

Von 103 Patienten mit metastasiertem Tumorleiden zeigten 90 Patienten eine synchrone

Metastasierung und 13 Patienten eine metachrone Metastasierung.

Von den resezierten Patienten wiesen 31 % ein UICC-Stadium IIA auf, 67 % ein UICC-Stadium IIB und
3 % ein UICC-Stadium IIl. Bei einem Grof3teil der Patienten (72 %) konnten tumorfreie Resektionsréander
erreicht werden. Bei 26 % ist der Resektionsstatus histologisch als ,R1“ klassifiziert worden und bei
einem Patienten (3 %) konnte trotz kurativ intendierter Operation lediglich ein ,R2“ Resektionsstatus
erzielt werden. Der Differenzierungsgrad des Tumorresektats wurde in 67 % der Félle als Grad 3, in 28
% der Félle als Grad 2 und in 3 % als Grad 1 beurteilt.

Bis zum Ende des Beobachtungszeitpunktes am 31.01.2020 waren 64 % der Patienten mit erfolgter
Tumorresektion, 85 % der Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom und 96 % der

Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom verstorben (Tabelle 6).

Tabelle 6: Patientencharakteristika zum Zeitpunkt der Serumprobenentnahme (n=162)

Erkrankungsstadium Post Lokal Metastasiertes

(bei Probenentnahme) Tumorresektion in fortgeschrittenes Pankreaskarzinom
kurativer Intention Pankreaskarzinom

Fallzahl

Anzahl der Patienten 39 20 103

Alter (in Jahren)

Median 66,0 66,5 63,0

Range 41-77 46-83 29-86

Geschlecht

Méannlich 24 (62 %) 7 (35 %) 64 (62 %)

Weiblich 15 (38 %) 13 (65 %) 39 (38 %)

Performance Status

ECOG 0 13 (33 %) 12 (60 %) 29 (28 %)

ECOG 1 12 (31 %) 5 (25 %) 34 (33 %)

ECOG 2 0( 0%) 0( 0%) 7(7%)

ECOG 3 0( 0%) 0( 0%) 1(1%)

Angabe fehlt 14 ( 36 %) 3 (15 %) 32 (31 %)

Tumorlokalisation

Caput 32 (82 %) 16 (80 %) 46 (45 %)

Corpus, Cauda 7 (18 %) 4 (20 %) 54 (52 %)

Angabe fehlt 0( 0%) 0( 0%) 3(3%)

Tumorhistologie

Duktaler Ursprung 37 (95 %) 19 (95 %) 97 (94 %)

Azinuszellkarzinom 1( 3%) 0( 0%) 2(2%)

Angabe fehlt 1( 3%) 1(5%) 4 ( 4 %)

Metastasierungsart

Synchron 90 (87 %)

Metachron 13 (13 %)

UICC TNM Klassifikation

UICC IIA 12 (31 %)

UiCC IIB 26 (67 %)
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UICC Il 1( 3%)
Resektionsstatus

RO 28 (72 %)

R1 10 (26 %)

R2 1( 3%)

Grading

Grad 1 1(3%)

Grad 2 11 (28 %)

Grad 3 26 (67 %)

Angabe fehlt 1( 3%)

Verstorben

Anzahl der Patienten 25 (64 %) 17 (85 %) 99 (96 %)

Eine Ubersicht tiber die nach Studieneinschluss erfolgten Therapien ist in Abbildung 2 dargestellt. Nach
erfolgter Tumorresektion in kurativer Intention erhielten alle Patienten eine adjuvante Chemotherapie
entsprechend der Einschlusskriterien der Analyse. Die Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom erhielten eine palliative (n=9) oder neoadjuvante (n=11) Chemotherapie. Nach
neoadjuvant intendierter Chemotherapie erfolgte die Tumorresektion in 8 Fallen, in 3 Féllen wurde die
geplante Resektion aufgrund eines vorher festgestellten Tumorprogresses nicht durchgefuhrt. 100
Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom erhielten eine palliative Chemotherapie, lediglich
3 Patienten erhielten eine neoadjuvant intendierte Chemotherapie mit anschlieRender palliativer

Resektion des Primartumors im Rahmen eines individuellen Therapiekonzeptes (Abbildung 2).

Abbildung 2: Therapien nach Studieneinschluss
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Die nach Studieneinschluss eingesetzten chemotherapeutischen Substanze sind in Tabelle 7 dargelegt.
Nach erfolgter Tumorresektion erhielten 36 der resezierten Patienten (92 %) eine Gemcitabin-
Monotherapie, ein Patient erhielt eine Gemcitabin-basierte Kombinationstherapie und ein Patient eine
5-FU-basierte Kombinationstherapie. Ein Patient, welcher in kurativer Intention operiert, letztendlich
aber R2-reseziert war, erhielt eine Radiochemotherapie im Sinne einer Einzelfallentscheidung. Bei den
Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom wurde zu 75 % eine 5-FU-basierte

Kombinationstherapie verabreicht. Die Chemotherapie der Patienten mit metastasiertem
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Pankreaskarzinom bestand zu 44 % aus einer 5-FU-basierten Kombinationstherapie, zu 32 % aus einer

Gemcitabin-Kombinationstherapie und 24 % erhielten eine Gemcitabin-Monotherapie.

Tabelle 7: Chemotherapien nach Studieneinschluss

Erkrankungsstadium Post Lokal Metastasiertes
(bei Tumorresektion in fortgeschrittenes Pankreaskarzinom
Serumprobenentnahme) kurativer Intention ~ Pankreaskarzinom

Fallzahl

Anzahl der Patienten 39 20 103

Chemotherapien
(nach Studieneinschluss)

Radiochemotherapie 1(3%) 0( 0%) 0( 0%)
Gemcitabin-Monotherapie 36 (92 %) 3 (15 %) 25 (24 %)
Gemcitabin-basierte 1(3%) 2 (10 %) 33 (32 %)
Kombinationstherapie

5-FU-basierte 1(3%) 15 (75 %) 45 (44 %)

Kombinationstherapie

Der Studieneinschluss und die Entnahme der Serumprobe fanden in der Studiengruppe mit reseziertem
Pankreaskarzinom im Median 54 Tage nach Tumorresektion statt und am selben Tag wie die erste
adjuvante Chemotherapie. Die Zeit von Tumorresektion bis Beginn der adjuvanten Chemotherapie
betrug im Median 57 Tage (Tabelle 8).

Tabelle 8: Zeitintervalle zwischen Tumorresektion, Serumprobenentnahme und Beginn der adjuvanten
Chemotherapie

Zeitintervall Median (Min.-Max.)
Zeit von Tumorresektion bis Serumprobenentnahme (in Tagen) 54 (29 - 120)
Zeit von Serumprobe bis Beginn adjuvante Chemotherapie (in Tagen) 0 (0- 29
Zeit von Tumorresektion bis Beginn adjuvante Chemotherapie (in Tagen) 57 (29 - 126)

4.2 Uberlebenszeitanalysen

Die Reversed Kaplan-Meier-Kurve stellt die Follow-up Rate in der Gesamtkohorte im zeitlichen Verlauf
dar (Abbildung 3). Die mediane Follow-up Zeit in der Gesamtkohorte betrug 52,07 Monate mit einem 95

%-Konfidenzintervall von 44,8- 61,2 Monaten.
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Abbildung 3: Reversed Kaplan-Meier-Kurve mit Follow-up Rate in der Gesamtkohorte
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Die Reversed Kaplan-Meier-Kurve zeigt die Follow-up Rate mit 95 % Konfidenzband im Zeitverlauf.

Die mediane Uberlebenszeit der Patienten nach kurativ intendierter Tumorresektion betrug 28,16
Monate (95 % CI 17,6- 40,2). Die Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom tberlebten
im Median 17,94 Monate (95 % CI 10,4- 27,7). Die Studiengruppe der Patienten mit metastasiertem

Pankreaskarzinom zeigte das kiirzeste mediane Uberleben mit 8,61 Monaten (95 % CI 6,8- 9,5).

Im paarweisen Vergleich der Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom, der Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom sowie der Patienten nach Tumorresektion konnte mittels Kaplan-
Meier-Kurven und Pairwise log-rank test jeweils ein signifikanter Unterschied der Uberlebensraten

festgestellt werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Kaplan-Meier-Kurven zur Uberlebenswahrscheinlichkeit in den Studiengruppen
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Die Kaplan-Meier-Kurven mit 95 % Konfidenzband zeigen die Uberlebenswahrscheinlichkeiten fiir die drei
Studiengruppen im Zeitverlauf. Fir die mittels Pairwise log-rank test ermittelten Unterschiede zwischen den
Uberlebensraten sind die p-Werte (p=0,04* p<0,005**) angegeben. Unterhalb des Diagramms ist fir jede

Studiengruppe die Number at risk im Zeitverlauf ersichtlich.

4.3 Biomarker mit Quantifikationsgrenzen und Verteilung

Die Analyse zur Verteilung der Serumkonzentrationen in Bezug auf die Quantifikationsgrenzen zeigte,
dass die gemessenen Konzentrationen der Biomarker 1L-183, IL-2, IL-4, IL-12p70 und IL-13 in weniger
als 5 % der analysierten Serumproben innerhalb der jeweiligen Quantifikationsgrenzen (Tabelle 9)
lagen, sodass diese Biomarker in den weiteren Analysen nicht bertcksichtigt wurden. Die weitere
Auswertung erfolgte fir CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4, IFN-y, IL-10, IL-6, IL-8, TNF-a, PD-1 und
PD-L1 (Abbildung 5).

Tabelle 9: Quantifikationsgrenzen der Biomarker

Werte Werte Werte
Biomarker LLOQ ULOQ unterhalb oberhalb innerhalb LOQ

LLOQ ULOQ
IL-1B 0,646 pg/ml 375 pg/ml 157 (97 %) 0 (0 %) 5( 3%)
IL-2 0,89 pg/ml 938 pg/ml 155 (96 %) 0 (0 %) 7 ( 4%)
IL-4 0,218 pg/ml 158 pg/ml 159 (98 %) 0 (0 %) 3( 2%)
IL-6 0,633 pg/ml 488 pg/ml 20 (12 %) 1(1%) 141 (87 %)
IL-8 0,591 pg/ml 375 pg/ml 0( 0%) 9 (6 %) 153 (94 %)
IL-10 0,298 pg/mli 233 pg/ml 52 (32 %) 0 (0 %) 110 (68 %)
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IL-12p70 1,22 pg/ml 315 pg/ml 158 (98 %) 0 (0 %) 4( 2 %)

IL-13 4,21 pg/ml 353 pg/ml 159 (98 %) 0 (0 %) 3(2%)
IFN-y 1,76 pg/ml 938 pg/ml 29 (18 %) 0 (0 %) 133 (82 %)
TNF-a 0,69 pg/ml 248 pg/ml 3(2%) 0 (0 %) 159 (98 %)
CA 19-9 0,6 U/ml 100000 U/ml 8 ( 5%) 6 (4 %) 148 (91 %)
CEA 0,2ng/ml 1000 ng/ml 0( 0%) 1 (1 %) 161 (99 %)
CYFRA 21-1 0,1 ng/mi 500 ng/ml 0( 0%) 11 %) 161 (99 %)
HE4 15 pmol/l 1500 pmol/l 0( 0%) 0 (0 %) 162 (100 %)
PD-1 0,0073 ng/ml 30 ng/ml 0( 0%) 1 (1 %) 161 (99 %)
PD-L1 0,0073 ng/ml 30 ng/ml 47 (29 %) 0 (0 %) 115 (71 %)

LLOQ = Lower level of quantification, ULOQ = Upper level of quantification, LOQ = Level of Quantification

Abbildung 5: Ubersicht der Biomarker

Etablierte Etablierte Inflammatorische Biomarker Immun Checkpoint
Biomarker Biomarker andere Marker
Pankreaskarzinom Tumorentitaten
IL-18 IL-2 IL-4 IL-12p70 IL-13

95% der Messwerte unterhalb des Quantifikationsgrenze,
daher in den statistischen Analysen nicht berlicksichtigt

CA 19-9 CEA CYFRA 21-1 HE4 IFN-y IL-10 IL-6 IL-8 TNF-a PD-1 PD-L1

Statistische Auswertung

Die Verteilung der gemessenen Serumkonzentrationen war rechtsschief (Abbildung 6), sodass die
Werte zur Basis 10 logarithmiert wurden, wodurch diese eine zunehmende Annaherung an eine
Normalverteilung zeigten mit jedoch immer noch deutlichen Abweichungen von dieser bei den meisten

Biomarkern (Abbildung 7). Basierend darauf erfolgte keine Annahme einer Normalverteilung.
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Abbildung 6: Verteilung der Biomarker-Serumkonzentrationen mit Darstellung normalisiert auf
den Median

¢
300 4
‘ :
250 1
200 . 3
¢
150 A ¢ '
¢ o
100 A . ¢ ¢
R ¢
¢
0] ¢ f | i
IFI\II-V IL-'10 IL'—G IL'-B TN'F-a CEIA CAi9-9 CY;RA HlIE4 PE;—l PD'-Ll

Abbildung 7: Verteilung der Biomarker-Serumkonzentrationen mit Angabe der Messwerte
logarithmiert zur Basis 10 und Darstellung normalisiert auf den Median
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4.4 Korrelationen

Bei Untersuchung der gesamten Studienkohorte konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem
Patientenalter und den Serumkonzentrationen der Biomarker HE4 und TNF-a festgestellt werden. Die
Rangkorrelation nach Spearman ergab fir HE4 und Alter einen Koeffizienten von 0,25 (p=0,001) und
fur TNF-a und Alter einen Koeffizienten von 0,17 (p=0,03). Damit zeigten sich schwache, aber

signifikante Korrelationen (Abbildungen 8 und 9).
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Abbildung 8: Korrelation von HE4-Serumkonzentration und Patientenalter
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Die beiden Variablen Alter und HE4-Serumkonzentration sind logarithmiert zur Basis 10. Fur die Rangkorrelation

nach Spearman angegeben sind der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman R und der p-Wert.
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Abbildung 9: Korrelation von TNF-a-Serumkonzentration und Patientenalter
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Die beiden Variablen Alter und TNF-a-Serumkonzentration sind logarithmiert zur Basis 10. Fir die Rangkorrelation
nach Spearman angegeben sind der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman R und der p-Wert.

Untersucht man die Korrelationen der Serumkonzentrationen zwischen den Biomarkern ergibt sich ein
Spearman-Rangkorrelationskoeffizienz = 0,5 in zehn Kombinationen: CA 19-9 und CEA, CA 19-9 und
CYFRA 21-1, CEA und CYFRA 21-1, CYFRA 21-1 und HE4, HE4 und TNF-a, HE4 und IL-6, IL-6 und
CYFRA 21-1, IL-6 und IL-8, IL-8 und CYFRA 21-1, PD-1 und PD-L1. Der p-Wert dieser zehn
Korrelationen liegt jeweils bei <0,001 (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Darstellung des Korrelationskoeffizienten (R) nach Spearman zwischen
Biomarker-Serumkonzentrationen mit hierarchischem Clustering als farbcodiertes Heatmap
Diagramm
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4.5 Serumkonzentrationen der Biomarker

Die Biomarker-Serumkonzentrationen in der Gesamtpopulation und in den einzelnen Kohorten sind mit

Median und Wertebereich in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Median mit Range (Min.-Max.) der Biomarker-Serumkonzentrationen

Biomarker

Gesamt

Reseziert

Lokal
fortgeschritten

Metastasiert

CA 19-9 (U/ml)
CEA (ng/ml)
CYFRA 21-1 (ng/ml)
HE4 (pmol/l)
IFN-y (pg/ml)
IL-10 (pg/ml)
IL-6 (pg/ml)
IL-8 (pg/ml)
TNF-a (pg/ml)
PD-1 (ng/ml)
PD-L1 (ng/ml)

310 (0,60-100000)
4,85 (0,30-1000)
4,10 (1,00-500)
83,1 (26,1-1079)
3,61 (1,76-241)
0,39 (0,30-6,12)
1,84 (0,63-488)
25,0 (5,75-375)
2,97 (0,69-212)
0,16 (0,03-30,0)
0,01 (0,0073-0,32)

31,9 (0,60-14503)
2,40 (1,10-82,7)
2,00 (1,10-9,80)
64,6 (26,1-275)
4,73 (1,76-44,4)
0,41 (0,30-6,12)
0,95 (0,63-4,25)
16,0 (6,97-89,5)
2,85 (0,69-7,21)
0,14 (0,03-5,87)
0,01 (0,0073-0,16)

269 (0,70-9626)
4,05 (1,20-20,9)
2,60 (1,20-10,3)
76,1 (43,3-294)
2,93 (1,76-14,4)
0,32 (0,30-1,49)
1,16 (0,63-5,34)
15,3 (6,46-49,6)
2,96 (2,10-4,74)
0,17 (0,04-5,83)
0,02 (0,0073-0,09)

971 (0,60-100000)
9,30 (0,30-1000)
7,90 (1,00-500)
91,3 (40,9-1079)
3,47 (1,76-241)
0,43 (0,30-5,93)
2,46 (0,63-488)
32,7 (5,75-375)
3,11 (0,69-212)
0,16 (0,03-30,0)
0,01 (0,0073-0,32)

Die Verteilung der Biomarker-Serumkonzentrationen in den drei Kohorten ist in Abbildung 11 dargestellt.
Numerisch zeigte sich bei CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6 und TNF-a der héchste Median in der

metastasierten Gruppe und ein héherer Median in der lokal fortgeschrittenen Gruppe als in der

tumorresezierten Gruppe (Tabelle 10 und Abbildung 11).
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Abbildung 11: Verteilung der Biomarker-Serumkonzentrationen in den drei Kohorten, dargestellt als
Boxplot-Diagramm mit logarithmischer Darstellung der y-Achse
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Da numerische Unterschiede zwischen Mittelwerten keine Aussage dariber zulassen, wie ein
Biomarker zwischen den Gruppen unterscheiden kann, wurde zur weiteren statistischen Analyse eine
AUROC-Analyse durchgefiihrt. In der AUROC-Analyse ergab sich ein signifikanter Unterschied der
Serumkonzentrationen von CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6 und IL-8 zwischen den Patienten mit
metastasiertem Pankreaskarzinom und den Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
sowie zwischen den Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom und den Patienten nach
Tumorresektion. Die beste Diskriminationsfahigkeit zwischen den Patienten mit metastasiertem und
lokal fortgeschrittenem Tumor zeigten CYFRA 21-1 und IL-8 (AUC 0,85, 95 % CI 0,76-0,93 und AUC
0,81, 95 % CI 0,72-0,9). Zwischen den Patienten mit lokal fortgeschrittenem Tumor und den Patienten
nach Resektion des lokal begrenzten Tumors zeigte sich lediglich ein signifikanter Unterschied in den
Serumkonzentrationen von CEA. Fir IFN-y, IL-10, TNF-a, PD-1 und PD-L1 konnte kein signifikanter
Unterschied der Serumkonzentrationen zwischen den Studiengruppen festgestellt werden (Tabelle 11).
Tabelle 11: Area under the curve (AUC)-Werte mit 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) der Receiver

operating characteristic (ROC)-Kurven zur Darstellung méglicher Unterschiede der Biomarker-
Serumkonzentrationen zwischen den Studiengruppen

Metastasiert vs. Metastasiert vs. Lokal fortgeschritten
Lokal fortgeschritten Reseziert vs. Reseziert
AUC 95%ClI AUC 95 % ClI AUC 95 % ClI

CA 19-9 (U/ml) 0,68 (0,57-0,78)* 0,78 (0,7-0,86)* 0,66 (0,49-0,83)
CEA (ng/ml) 0,66 (0,56-0,77)* 0,78 (0,71-0,86)* 0,71 (0,56-0,85)*
CYFRA 21-1 (ng/ml) 0,85 (0,76-0,93)* 0,89 (0,83-0,95)* 0,59 (0,43-0,75)
HE4 (pmol/l) 0,65 (0,52-0,77)* 0,71 (0,61-0,8)* 0,58 (0,43-0,73)
IFN-y (pg/ml) 0,56 (0,45-0,68) 0,56 (0,46-0,66) 0,64 (0,5-0,79)
IL-10 (pg/ml) 0,59 (0,47-0,72) 0,52 (0,41-0,63) 0,56 (0,41-0,71)
IL-6 (pg/ml) 0,67 (0,55-0,79)* 0,75 (0,67-0,83)* 0,6 (0,44-0,75)
IL-8 (pg/ml) 0,81 (0,72-0,9)* 0,76 (0,67-0,84)* 0,56 (0,41-0,72)
TNF-a (pg/ml) 0,51 (0,4-0,62) 0,57 (0,46-0,68) 0,56 (0,41-0,71)
PD-1 (ng/ml) 0,47 (0,33-0,61) 0,52 (0,42-0,62) 0,5 (0,34-0,67)
PD-L1 (ng/ml) 0,55 (0,41-0,68) 0,61 (0,5-0,72) 0,64 (0,49-0,79)

Im Folgenden sind die korrespondierenden ROC-Kurven dargestellt (Abbildung 12 und 13).
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Abbildung 12: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven und Area under the curve (AUC)-Analyse
zur Darstellung méglicher Unterschiede der Biomarker-Serumkonzentrationen zwischen Patienten mit

metastasiertem Pankreaskarzinom und Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
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Abbildung 13: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven und Area under the curve (AUC)-Analyse
zur Darstellung moglicher Unterschiede der Biomarker-Serumkonzentrationen zwischen Patienten mit
metastasiertem Pankreaskarzinom und Patienten post Tumorresektion
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4.6 Prognostische Analysen

In univariaten Cox-Regressionsanalysen wurden klinische Faktoren auf ihre Korrelation mit dem
Uberleben der Patienten und damit ihre prognostische Wertigkeit untersucht. Die Untersuchung erfolgte

fur die einzelnen Kohorten separat.

Bei den Patienten nach Tumorresektion in kurativer Intention zeigte sich ein signifikantes Ergebnis fur
das Grading des Tumorresektats (Tabelle 12). Betrachtet man das Grading in ordinalskalierter
Auspragung, betragt die Hazard Ratio 3,44. In binarer Betrachtung ist bei einem Grading von G3
verglichen mit G1 und G2 das relative Risiko in @hnlichem Ausmalfd erhéht mit einer Hazard Ratio von
3,45 (p=0,015).

Tabelle 12: Prognostischer Wert klinischer Parameter bei Patienten post Tumorresektion in kurativer
Intention

Univariate Analyse

HR 95 % ClI p-Wert
Alter > 65 Jahre 0,90 (0,41-1,99) 0,802
Geschlecht weiblich 0,90 (0,40-2,04) 0,803
ECOG >0 1,34 (0,49-3,71) 0,569
Grading 3,44 (1,36-8,68) 0,009*
Grading > G2 3,45 (1,28-9,31) 0,015*
UICC > IIA 1,64 (0,65-4,13) 0,291
Resektionsstatus R > 0 1,72 (0,73-4,04) 0,214

Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom zeigte die Untersuchung der klinischen
Parameter Alter, Geschlecht, ECOG und Kombinationstherapie- (vs. Monotherapie) lediglich eine
signifikante Korrelation des ECOG Performance Status mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit (Tabelle
13). Bei Patienten mit einem ECOG > 0 betrug die Hazard Ratio 0,10. Das Resultat dieser univariaten
Analyse besagt, ein hdherer ECOG entsprechend einem schlechteren klinischen Performance Status
mit einem um 90 % reduziertem Risiko zu versterben assoziiert sei, was aus klinischer Sicht fraglich
erscheint. Bei genauerer Betrachtung der Studiengruppe von Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom zeigte sich, dass 12 Patienten einen ECOG 0 aufwiesen, 5 Patienten einen ECOG
1 und bei 3 Patienten war kein ECOG Performance Status erfasst. Das Verhaltnis der Patienten, welche
im Verlauf eine Tumorresektion nach erfolgter neoadjuvanter Chemotherapie erhielten, betrug bei den
Patienten mit ECOG 0 nur 25 % (3 der 12 Patienten), bei den Patienten mit ECOG 1 dahingegen 80 %
(4 der 5 Patienten). Daher ist eine Verzerrung aufgrund eines prognostischen Einflusses durch die
Tumorresektion sowie aufgrund der geringen hier verglichenen Patientenzahl zu diskutieren. Aufgrund
des numerisch signifikanten, aber klinisch fraglichen Resultats wurde der ECOG Performance Status in

der multivariaten Analyse nicht berlcksichtigt.
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Tabelle 13: Prognostischer Wert klinischer Parameter bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom

Univariate Analyse

HR 95 % ClI p-Wert
Alter > 65 Jahre 0,82 (0,32-2,15) 0,690
Geschlecht weiblich 0,71 (0,26-1,95) 0,511
ECOG >0 0,10 (0,01-0,78) 0,028*
Kombinationstherapie (vs. 2,03 (0,45-9,20) 0,358

Monotherapie)

Bei Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom zeigte sich keine signifikante Korrelation der

untersuchten klinischen Parameter mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit (Tabelle 14).

Tabelle 14: Prognostischer Wert klinischer Parameter bei Patienten mit fernmetastasiertem
Pankreaskarzinom

Univariate Analyse

HR 95 % ClI p-Wert
Alter > 65 Jahre 1,16 (0,78-1,74) 0,460
Geschlecht weiblich 1,16 (0,77-1,75) 0,480
ECOG >0 1,28 (0,79-2,06) 0,323
Kombinationstherapie (vs. 0,81 (0,51-1,29) 0,369

Monotherapie)

Nach Untersuchung der prognostischen Relevanz der klinischen Parameter wurde in den folgenden
univariaten Cox-Regressionsanalysen die Korrelation von Biomarker-Serumkonzentrationen mit dem
Uberleben untersucht. Diese ergaben fiir die Patienten nach Tumorresektion ein signifikant erhéhtes
relatives Risiko zu versterben bei htéheren Konzentrationen von CYFRA 21-1 und IL-10 (HR 1,49 mit 95
% CI 1,17-1,89 und HR 1,43 mit 95 % CI 1,09-1,87; jeweils p<0,001) (Tabelle 15). In der lokal
fortgeschrittenen Gruppe korrelierten héhere Serumkonzentrationen von CA 19-9 und IL-10 mit einem
kiirzeren Uberleben (HR 1,001 mit 95 % CI 1,0002-1,002 und HR 7,74 mit 95 % CI 1,43-41,84; jeweils
p=0,017) (Tabelle 16). Bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom zeigte sich in der
univariaten Cox-Regressionsanalyse eine signifikante Korrelation mit dem Uberleben fiir die am besten
etablierten Tumormarker CA 19-9 und CEA sowie fir CYFRA 21-1 (HR 1,00001 mit 95 % CI 1,00001-
1,00002, p=0,0001 und HR 1,002 mit 95 % CI 1,0004-1,004, p=0,019 und HR 1,004, 95 % CI 1,001-
1,006, p=0,003). Fir IL-10 zeigte die Cox-Regressionsanalyse in der metastasierten Gruppe, im

Gegensatz zu den anderen beiden Patientengruppen, keine Korrelation mit der Prognose (Tabelle 17).

Tabelle 15: Prognostischer Wert der Biomarker-Serumlevel bei Patienten post Tumorresektion in kurativer
Intention

Univariate Analyse
48



HR 95 % ClI p-Wert

CA 19-9 (U/ml) 1,0011 (0,9978-1,0043) 0,519
CEA (ng/ml) 1,1606 (0,9523-1,4146) 0,140
CYFRA 21-1(ng/ml) 1,4896 (1,1727-1,8923) 0,001*
HE4 (pmolll) 0,9974 (0,9875-1,0074) 0,614
IFN-y (pg/ml) 0,9848 (0,9316-1,0410) 0,589
IL-10 (pg/ml) 1,4254 (1,0885-1,8666) 0,010*
IL-6 (pg/ml) 1,1223 (0,7417-1,6981) 0,585
IL-8 (pg/ml) 1,0185 (0,9964-1,0410) 0,102
TNF-a (pg/ml) 1,3092 (0,9906-1,7302) 0,058
PD-1 (ng/ml) 0,8095 (0,5064-1,2940) 0,377
PD-L1 (ng/ml) 0,0003 (1,92x1010-435,04) 0,261

Tabelle 16: Prognostischer Wert der Biomarker-Serumlevel bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom

Univariate Analyse

HR 95 % CI p-Wert
CA 19-9 (U/ml) 1,0010 (1,0002-1,0019) 0,017*
CEA (ng/ml) 0,9902 (0,9058-1,0825) 0,828
CYFRA 21-1 (ng/ml) 1,1467 (0,9258-1,4202) 0,210
HE4 (pmol/l) 0,9995 (0,9922-1,0069) 0,900
IFN-y (pg/ml) 1,0774 (0,9248-1,2552) 0,339
IL-10 (pg/ml) 7,7385 (1,4312-41,841) 0,017*
IL-6 (pg/ml) 1,2912 (0,9126-1,8269) 0,149
IL-8 (pg/ml) 1,0457 (0,9872-1,1076) 0,128
TNF-a (pg/ml) 1,4388 (0,8198-2,5252) 0,205
PD-1 (ng/ml) 1,0196 (0,7616-1,3650) 0,896
PD-L1 (ng/ml) 9,64x10® (2,66x102°-3,50x10°) 0,274

Tabelle 17: Prognostischer Wert der Biomarker-Serumlevel bei Patienten mit fernmetastasiertem
Pankreaskarzinom

Univariate Analyse

HR 95 % ClI p-Wert
CA 19-9 (U/ml) 1,000014 (1,000007-1,000021) 0,0001*
CEA (ng/ml) 1,0022 (1,0004-1,0040) 0,019*
CYFRA 21-1 (ng/ml) 1,0038 (1,0013-1,0063) 0,003*
HE4 (pmol/l) 1,0008 (0,9998-1,0018) 0,120
IFN-y (pg/ml) 1,0035 (0,9968-1,0103) 0,307
IL-10 (pg/ml) 1,0088 (0,8215-1,2389) 0,933
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IL-6 (pg/ml) 1,0010 (0,9966-1,0054) 0,663

IL-8 (pg/ml) 1,0006 (0,9989-1,0024) 0,476
TNF-a (pg/ml) 1,0064 (0,9971-1,0157) 0,180
PD-1 (ng/ml) 0,9860 (0,9395-1,0347) 0,566
PD-L1 (ng/ml) 0,0586 (0,0003-12,566) 0,300

Die multivariaten Cox-Regressionsanalysen wurde mit den klinischen Parametern und Biomarkern mit
signifikanter Hazard Ratio in der univariaten Analyse durchgefiihrt. Bei Patienten nach Tumorresektion
des lokal begrenzten Pankreaskarzinoms zeigte das Grading des Tumorresektats in paarweiser
Betrachtung mit CYFRA 21-1 und IL-10 eine von den beiden Biomarkern unabhéangige Korrelation mit

der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten (Tabelle 18).

Im multivariaten Cox-Regressionsmodell ergab sich weiterhin ein signifikanter p-Wert fur CYFRA 21-1
bei den Patienten nach Tumorresektion (HR 1,37 mit 95 % CI 1,06-1,77, p=0,015) und fiir IL-10 bei den
Patienten mit lokal fortgeschrittenem Tumor (HR 10,01 mit 95 % CI 1,58-63,19, p=0,014) (Tabelle 18
und 19).

Die multivariate Analyse von CA 19-9, CEA und CYFRA 21-1 bei Patienten mit metastasiertem
Pankreaskarzinom ergab ein signifikantes Resultat fur CA 19-9 und CYFRA 21-1 (HR 1,00001 mit 95
% CI 1,000003-1,00002, p=0,008 und HR 1,004 mit 95 % CI 1,0008-1,006, p=0,010) (Tabelle 20).

Tabelle 18: Multivariate Analyse des prognostischen Wertes von CYFRA 21-1, IL-10 und Grading bei
Patienten post Tumorresektion in kurativer Intention

Multivariate Analyse

HR 95 % ClI p-Wert
CYFRA 21-1 (ng/ml) 1,36 (1,05-1,76) 0,020*
Grading 2,87 (1,11-7,39) 0,029*

Multivariate Analyse

HR 95 % CI p-Wert
IL-10 (pg/ml) 1,39 (1,07-1,81) 0,015*
Grading 3,34 (1,32-8,43) 0,011*

Multivariate Analyse

HR 95 % ClI p-Wert
CYFRA 21-1 (ng/ml) 1,37 (1,06-1,77) 0,015*
IL-10 (pg/ml) 1,29 (0,94-1,76) 0,112

Tabelle 19: Multivariate Analyse des prognostischen Wertes von CA 19-9 und IL-10 bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom

Multivariate Analyse
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HR 95 % ClI p-Wert

CA 19-9 (U/ml) 1,0004 (0,9999-1,0009) 0,081
IL-10 (pg/ml) 10,007 (1,5848-63,188) 0,014*

Tabelle 20: Multivariate Analyse des prognostischen Wertes von CA 19-9, CEA und CYFRA 21-1 bei
Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom

Multivariate Analyse

HR 95 % ClI p-Wert
CA 19-9 (U/ml) 1,000011 (1,0000030-1,0000199) 0,008*
CEA (ng/ml) 1,0011 (0,9989-1,0033) 0,344
CYFRA 21-1 (ng/ml) 1,0035 (1,00083-1,0062) 0,010*

Die folgende Analyse zeigt einen systematischen Ansatz zur Festlegung von Biomarker-Grenzwerten

zur Prognose der Uberlebenswahrscheinlichkeit.

Bei den Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom konnten die mittels ROC-Kurve und
Youden-Index berechneten Grenzwerte von CA 19-9 (1067 U/ml), CEA (8,4 ng/ml), CYFRA 21-1 (12,5
ng/ml), HE4 (82,2 pmol/l), IFN-y (3,3 pg/ml), IL-6 (3,3 pg/ml), IL-8 (29,65 pg/ml) und PD-L1 (0,008 ng/ml)
zwischen jeweils zwei Subgruppen mit einem signifikanten Uberlebensunterschied diskriminieren
(Abbildung 16).

Fur die Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom zeigte sich anhand der ermittelten
Grenzwerte fur CYFRA 21-1 (3,6 ng/ml), IFN-y (2,90 pg/ml), IL-10 (0,58 pg/ml) und IL-8 (19,55 pg/ml)
ein signifikanter Unterschied in den Uberlebenskurven zwischen Patienten mit Serumkonzentrationen

oberhalb und unterhalb der jeweiligen Grenzwerte (Abbildung 15).

Interessanterweise zeigte sich auch bei den Patienten nach kurativ intendierter Tumorresektion ein
signifikanter Unterlebensvorteil fiir die Patienten mit postoperativen Serumkonzentrationen von CA 19-
9, CYFRA 21-1, IL-6, IL-10, TNF-a unterhalb des Grenzwertes verglichen mit Patienten, welche
Serumkonzentrationen oberhalb des Grenzwertes aufwiesen. Der berechnete Grenzwert betrug fir CA
19-9 40,0 U/I, fur CYFRA 21-1 3,2 ng/ml, fir IL-6 2,05 pg/ml, fur IL-10 0,49 pg/ml und fir TNF-a 2,95
pg/ml (Abbildung 14).

51



Abbildung 14: Post Tumorresektion in kurativer Intention: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven
und Youden-Index fir die Festlegung eines Grenzwertes der Biomarker-Serumkonzentration zur
Unterscheidung von Patienten mit einer langeren oder kiirzeren Uberlebenszeit als das gruppenspezifische
mediane Uberleben
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Die ROC-Kurven zeigen die True Positive Rate (Sensitivitéat) versus die False Positive Rate (1-Spezifitat) unter
Annahme verschiedener Biomarker-Grenzwerte. Die Grenzwerte mit maximaler Sensitivitdt und Spezifitdt wurden
mittels maximalem Youden-Index ermittelt und sind als roter Punkt markiert. Kaplan-Meier-Kurven und der mittels
Log-rank test ermittelte p-Wert fir einen Unterschied in den Uberlebenskurven zwischen Patienten mit
Serumkonzentrationen oberhalb und Patienten mit Serumkonzentrationen unterhalb des Grenzwertes sind
dargestellt.
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Abbildung 15: Lokal fortgeschrittenes Pankreaskarzinom: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven
und Youden-Index fir die Festlegung eines Grenzwertes der Biomarker-Serumkonzentration zur
Unterscheidung von Patienten mit einer langeren oder kiirzeren Uberlebenszeit als das gruppenspezifische
mediane Uberleben

1.04 1.0 —— hoch
—— niedrig
”
4 K]
- 0.8 Zos
s
&| » Optimaler £
p: oo Grenzwert 206
z 3
= =
o é 044 ) nach maximalem » ‘F;u
L go Youden Index: 2 0.4
5 8
o 0.2 3,6 ng/ml 2
- 802
D
0.0 4 % —— ROC curve (area = 0.56) 6
0.0 0.2 0.4 . 70.6 0.8 1.0 0 10 20 30 20 50 60
RRReziitat Zeit (in Monaten)
1.04 1.0 —— hoch
—— niedrig
089 £ 0.8
S
£ -
> E 0.6 Optimaler K] 064 p=0,01
Z' : Grenzwert e
o= =
frl £
L ﬁ 0.4 —— nach maximalem ——p % 044
Youden Index: g
Qo
7}
.24 2,897 pg/ml %o2
D
0.0 - —— ROC curve (area = 0.62) o
0.0 0.2 0.4 i 70.6 0.8 1.0 0 10 20 30 20 50 60
1-Spezifitat Zeit (in Monaten)
1.04 1.04 —— hoch
—— niedrig
”
0.8 $os
kS
Y=
T 0.6 1 Optimaler T |
S > Grenzwert § 0:6
o= =
1 i =
= é 0.4 ——» nach maximalem ——» g 5
Youden Index: g
2
2
021 0,584 pg/ml %oz
=}
0.0 - —— ROC curve (area = 0.67) 6
0.0 0.2 0.4 i 70.6 0.8 1.0 0 10 20 30 20 50 60
1pezintar Zeit (in Monaten)
1.04 1.0 —— hoch
—— niedrig
"
0.8 %084
20
g
= . £
S 0.6 Optimaler 2064
© 3 Grenzwert 8
2 %
— 041 —» nach maximalem —— 2 4
Youden Index: ]
o
2
021 19,552 pg/m Fo2
D
0.0 1 —— ROC curve (area = 0.68) 6
0.0 02 4 e ..0'5 0.8 - [ 10 20 30 40 50 60
1-Spezifitat

Zeit (in Monaten)

Die ROC-Kurven zeigen die True Positive Rate (Sensitivitéat) versus die False Positive Rate (1-Spezifitat) unter
Annahme verschiedener Biomarker-Grenzwerte. Die Grenzwerte mit maximaler Sensitivitdt und Spezifitdt wurden
mittels maximalem Youden-Index ermittelt und sind als roter Punkt markiert. Kaplan-Meier-Kurven und der mittels
Log-rank test ermittelte p-Wert fir einen Unterschied in den Uberlebenskurven zwischen Patienten mit
Serumkonzentrationen oberhalb und Patienten mit Serumkonzentrationen unterhalb des Grenzwertes sind
dargestellt.
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Abbildung 16: Metastasiertes Pankreaskarzinom: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurven und
Youden-Index fir die Festlegung eines Grenzwertes der Biomarker-Serumkonzentration zur
Unterscheidung von Patienten mit einer langeren oder kiirzeren Uberlebenszeit als das gruppenspezifische
mediane Uberleben
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Fortsetzung der Abbildung von der vorherigen Seite:
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Die ROC-Kurven zeigen die True Positive Rate (Sensitivitat) versus die False Positive Rate (1-Spezifitat) unter
Annahme verschiedener Biomarker-Grenzwerte. Die Grenzwerte mit maximaler Sensitivitdt und Spezifitat wurden
mittels maximalem Youden-Index ermittelt und sind als roter Punkt markiert. Kaplan-Meier-Kurven und der mittels
Log-rank test ermittelte p-Wert fir einen Unterschied in den Uberlebenskurven zwischen Patienten mit
Serumkonzentrationen oberhalb und Patienten mit Serumkonzentrationen unterhalb des Grenzwertes sind
dargestellt.
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4.7 Prognostische Modelle

Zur Vorhersage des 1-Jahres-Uberlebens bei den fernmetastasierten Patienten anhand einer
Kombination der Serumkonzentrationen CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-q,
IFN-y, PD-1, PD-L1 wurden ein Cox-Regressionsmodell und ein Random Forest Modell erstellt. Die
ROC-Kurve zur Vorhersage des tatsachlichen 1-Jahres-Uberleben der Patienten anhand der im Cox-
Regressionsmodell ermittelten Uberlebenswahrscheinlichkeit bei 365 Tagen zeigt einen AUC-Wert von
0,652 mit einem 95 %-Konfidenzintervall von 0,541 bis 0,762 (Abbildung 17b). Die Koeffizienten der
Biomarker im Cox-Regressionsmodell sind in Tabelle 21 dargestellt.

Abbildung 17: Cox-Regressionsmodell anhand einer Kombination der Serumkonzentrationen von CA 19-9,

CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-y, PD-1 und PD-L1 zur Vorhersage des 1-Jahres-
Uberlebens bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom
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a) Im Cox-Regressionsmodell erstellte individuelle Uberlebenskurven mit farbiger Darstellung von Patienten mit
einem tatséchlichen Uberleben <365 Tagen (rot) bzw. >356 Tagen (blau). b) ROC-Kurve zur Vorhersage des
tatsachlichen 1-Jahres-Uberleben der Patienten anhand der im Cox-Regressionsmodell ermittelten
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei 365 Tagen.

Tabelle 21: Koeffizienten der Biomarker im Cox-Regressionsmodell zur Vorhersage des 1-Jahres-
Uberlebens bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom

Biomarker Koeffizient
CYFRA 21-1 (ng/ml) 0,724970236
IL-6 (pg/ml) 0,651736751
HE4 (pmol/l) 0,273484916
CEA (ng/ml) 0,183751704
CA 19-9 (U/ml) 0,164873948
IFN-y (pg/ml) 0,154870346
PD-1 (ng/ml) 0,043626591
TNF-a (pg/ml) -0,017607229
IL-10 (pg/ml) -0,320820791
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-0,412245188
-0,512075686

PD-L1 (ng/ml)
IL-8 (pg/ml)

Im Random Forest Modell zeigt die mittlere ROC-Kurve eine AUC von 0,66 mit einem 95 %-
Konfidenzintervall von 0,464 bis 0,856 (Abbildung 18). Die 5 unterschiedlichen ROC-Kurven und AUC-
Werte ergeben sich hier aus der k-fold Validierung (k=5). Die Gewichtung der einzelnen Faktoren im
Random Forest Modell ist in Tabelle 22 dargestellt.

Abbildung 18: Random Forest Modell anhand einer Kombination der Serumkonzentrationen von CA 19-9,

CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFN-y, PD-1 und PD-L1 zur Vorhersage des 1-Jahres-
Uberlebens bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom
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Tabelle 22: Gewichtung der Biomarker im Random Forest Modell

Biomarker Gewichtung
PD-1 0,117671397
CEA 0,117230163
IL-8 0,113959288
CA 19-9 0,108951341
HE4 0,091719248
CYFRA 21-1 0,090057564
IL-6 0,088851606
TNF-a 0,085520351
IFN-y 0,078928305
PD-L1 0,067679967
IL-10 0,039430770
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5 Diskussion

5.1 Reprasentativitat des Studienkollektivs

Die klinischen Charakteristika und Uberlebenszeitanalysen sind vor der Frage der Reprasentativitit des
Studienkollektives zu betrachten. Da die Studie monozentrisch durchgefihrt wurde und ausschlie3lich

in einem universitaren Tumorzentrum behandelte Patienten umfasste, ist ein Selektionsbias denkbar.

Das mediane Patientenalter zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses lag in allen drei Studiengruppen
unter dem mittleren Erkrankungsalter beim Pankreaskarzinom in Deutschland (Robert Koch-Institut
2021). Die Uberwiegende Tumorlokalisation im Pankreaskopf bei Patienten mit lokal begrenztem,
reseziertem und bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom im Gegensatz zur
mehrheitlichen Tumorlokalisation im Pankreaskdrper und/oder Pankreasschwanz bei Patienten mit
metastasiertem Pankreaskarzinom ist damit vereinbar, dass bei im Pankreaskérper und/oder
Pankreasschwanz lokalisierten Karzinomen die klinische Manifestation und damit die Diagnosestellung
haufig erst spater und in weiter fortgeschrittenem Stadium erfolgt (Barreto, Shukla, and Shrikhande
2010). Entsprechend der bekannten histologischen Verteilung waren auch in unserer Studienpopulation
das duktale Adenokarzinom und verwandte Subtypen duktaler Differenzierung mit 94-95 % als haufigste
histologische Typen zu identifizieren. Ein Azinuszellkarzinom wiesen zwei Patienten mit
fernmetastasiertem Tumor und ein Patient mit reseziertem Tumor auf. Schmidt et al. konnten in einer
grof3en retrospektiven Analyse eine bessere Prognose des Azinuszellkarzinom verglichen mit dem
duktalen Adenokarzinom im Falle einer Tumorresektion zeigen (Schmidt et al. 2008). Insgesamt gibt es
kaum Studien mit groRRer Fallzahl zu diesem histologischen Subtyp des Pankreaskarzinoms aufgrund
seiner Seltenheit. Auf eine Bertlicksichtigung des histologischen Typs in den prognostischen Analysen
im Sinne einer Subanalyse wurde aufgrund der sehr geringen Fallzahl von Azinuszellkarzinomen in

unserer Studie verzichtet.

Die Veranderungen der Studienlage und Therapieempfehlungen tber den Studienzeitraum von 2011
bis 2020 sind zu beachten. Die adjuvante Chemotherapie nach kurativ intendierter, priméarer
Tumorresektion bestand bei der iiberwiegenden Mehrheit von 92 % in einer Gemcitabin-Monotherapie,
da dies der leitliniengerechten Therapie wéahrend des Grof3teils der Studienzeit entsprach (Seufferlein
et al. 2013). Entsprechend der im Jahr 2021 veréffentlichten Leitlinie besteht die aktuelle Empfehlung
der adjuvanten Chemotherapie in mFOLFIRINOX bei einem ECOG Performance Status von 0-1 und
Gemcitabin oder Gemcitabin plus Capecitabin bei ECOG Performance Status >1 (Deutsche
Krebsgesellschaft 2021). Die untersuchten Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom
erhielten leitliniengerecht mehrheitlich eine 5FU-basierte Kombinationstherapie. Da sich die Auswahl
der Chemotherapie beim metastasierten Pankreaskarzinom nach Performance-Status und
Komorbiditaten des Patienten richtet, lasst sich bei dieser Patientengruppe eine ausgeglichene

Verteilung der Chemotherapieregime feststellen.

Die medianen Uberlebenszeiten von 28,16 Monaten bei Patienten nach kurativ intendierter

Tumorresektion, 17,96 Monaten bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom und 8,61

Monaten bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom sind konsistent mit der in der Literatur
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beschriebenen Prognose (Neoptolemos et al. 2017; Kunzmann et al. 2021; Von Hoff et al. 2013), sodass

das Patientenkollektiv der Studie insgesamt als repréasentativ zu bewerten ist.

Waéhrend bei verschiedenen Tumorentitaten eine Assoziation zwischen einem verlangerten Zeitintervall
bis zum Therapiebeginn und einer schlechten Prognose belegt ist (Neal et al. 2015), konnte dies fur das
fortgeschrittene Pankreaskarzinom bisher nicht gezeigt werden (Kruger et al. 2020). Angesichts des
sehr schnell fortschreitendem Tumorwachstum beim Pankreaskarzinoms wird weiterhin eine rasche
Therapieeinleitung angestrebt und als prognostisch sinnvoll erachtet. Dies spiegelt sich in den
Einschlusskriterien dieser Studie mit einem Beginn der Chemotherapie innerhalb von 30 Tagen nach
Studieneinschluss wider. Eine adjuvante Chemotherapie soll leitliniengerecht und basierend auf den
Resultaten der ESPAC-3-Studie mdglichst innerhalb von 12 Wochen nach Operation eingeleitet werden
(Valle et al. 2014). In der vorliegenden Studie betrug die Zeit von der Tumorresektion bis zum Beginn
der adjuvanten Chemotherapie im Median rund 8 Wochen (57 Tage), ein Zeitintervall von bis zu 12

Wochen bis zur adjuvanten Chemotherapie wies der Grol3teil der Patienten (87,2 %) auf.

Beziglich des Zeitpunkts der Serumgewinnung ist zu beachten, dass die Serumprobenentnahme bei
den Patienten mit reseziertem Pankreaskarzinom nach Tumorresektion erfolgte. Fir den beim
Pankreaskarzinom am besten untersuchten Tumormarker CA 19-9 zeigen Studien, welche die
Assoziation sowohl préaoperativer als auch postoperativer Serumlevel mit der Uberlebenszeit
analysierten, die prognostische Uberlegenheit postoperativ bestimmter Werte (Ferrone et al. 2006;
Kondo et al. 2010; Hata et al. 2012). Hinsichtlich der untersuchten Cytokine sind jedoch postoperativ
bedingte Veranderungen als mogliche methodische Limitation zu bedenken. Patienten nach grof3en
chirurgischen Eingriffen am Gastrointestinaltrakt zeigen eine postoperative Zunahme von IL-6, IL-8 und
IL-10 mit dem Maximum am 1. postoperativen Tag und sukzessiver Abnahme bis zum 7. postoperativen
Tag (Rettig et al. 2016; Okamura et al. 2015). In der vorliegenden Studie erfolgte die Gewinnung der
Serumprobe friihestens 29 Tage und im Median 54 Tage nach operativer Tumorresektion, sodass ein
mehrwdchiges postoperatives Zeitintervall besteht. Residuale durch operative Gewebeschaden

bedingte Verdnderungen der inflammatorischen Cytokine sind jedoch nicht auszuschlief3en.

5.2 Niedrige Serumlevel der Cytokine IL-1R, IL-2, IL-4, 1L-12p70 und IL-13

Angesichts der begrenzten Verfugbarkeit von Serummaterial verwendeten wir einen kommerziellen
Multiplex-Assay zur Bestimmung inflammatorischer Cytokine. Bei den Cytokinen IL-18, IL-2, IL-4, IL-
12p70 und IL-13 lagen mehr als 95 % der Messergebnisse unterhalb der testspezifischen
Quantifikationsgrenze, sodass sie in den weiteren Analysen nicht berticksichtigt wurden. Auch andere
Arbeiten zu serologischen Untersuchungen von Cytokinen bei Patienten mit Pankreaskarzinom zeigten
Expressionslevel im niedrigen pg/ml-Bereich. In einer Studie mit 73 Patienten mit metastasiertem
Pankreaskarzinom zeigte IL-12p70 ebenfalls Messergebnisse unterhalb der Quantifikationsgrenze, und
IL-13 Messergebnisse mit einem Median von 0,0 pg/ml und einem Mittelwert von 0,6 pg/ml, welche mit
dem von uns verwendeten Assay angesichts dessen héherer unterer Quantifikationsgrenze von 4,21
pa/ml vermutlich Gberwiegend nicht quantifizierbar wéaren (Farren et al. 2016). Fir serologische IL-13

Konzentrationen beim Pankreaskarzinom sind unter Anwendung verschiedener kommerzieller
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Multiplex-Assays sowohl signifikant hohere als auch niedrigere Werte verglichen mit gesunden
Probanden beschrieben, sodass sich ein inkonsistentes Bild fur IL-13 beim Pankreaskarzinom ergibt
(Gabitass et al. 2011; Bellone et al. 2006). In einer Studie mit 60 Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom, welche mit einer Gemcitabin-Monotherapie behandelt wurden, wurde fir die
Cytokinmessungen ein Multispot-Assay des gleichen Herstellers wie in unserer Studie angewendet.
Interessanterweise wurde hier neben IL-6 auch IL-13 als negativer prognostischer Faktor in Bezug auf
das Gesamtiiberleben identifiziert. Auch wenn die Verteilung der Serumkonzentrationen in Bezug auf
die Quantifikationsgrenzen nicht genau beschrieben wird, deuten die angegebenen Mediane von 0,0
pa/ml fur IL-1R und IL-2 darauf hin, dass - dhnlich wie in unserer Studie - auch in dieser Studie ein
Grol3teil der Messwerte fur IL-13 und IL-2 unterhalb der bei uns geltenden Quantifikationsbereiche liegt
(Mitsunaga et al. 2013). Im Gegensatz dazu zeigt eine Studie mit praoperativen Cytokinmessungen bei
287 Patienten mit resektablem Pankreaskarzinom unter Anwendung eines anderen Multispot-Assay
deutlich héhere mediane Serumkonzentrationen fir IL-13 (5,255 pg/ml) und IL-4 (7,42 pg/ml) und
identifiziert IL-18 und IL-4 als negative prognostische Faktoren (Piro et al. 2017).

Zusammenfassend lasst sich folgern, dass IL-12p70 auch in anderen Pankreaskarzinom-Studien
serologisch nicht messbar war und die untere Quantifikationsgrenze fir IL-13 in dem von uns
verwendeten Assay hoher ist als die in der Literatur beschriebenen Konzentrationen. Die beim
Pankreaskarzinom beschriebenen Serumkonzentrationen fir IL-18, IL-2 und IL-4 sind sehr heterogen
(Farren et al. 2016; Mitsunaga et al. 2013; Piro et al. 2017). Mdgliche Grinde kdnnten die von
verschiedenen Herstellern angewendeten Assays oder die Praanalytik darstellen. Die ergdnzende
Verwendung eines weiteren Assays mit einem breiterem Quantifikationsbereich kénnte sinnvoll sein,
um die prognostische Wertigkeit der in dieser Studie ausgeschlossenen Cytokine beim

Pankreaskarzinom weiter zu untersuchen.

5.3 Korrelationen der Biomarker

Nachdem bei gesunden Probanden ohne Malignomerkrankung eine positive Korrelation von Alter und
HE4-Serumkonzentrationen in der Literatur konsistent beschrieben wird (Bolstad et al. 2012; Hertlein et
al. 2012; Moore et al. 2012), bestand auch in der dieser Studie eine schwache, jedoch signifikante
Korrelation zwischen dem Patientenalter und der Serumkonzentration von HE4. Des Weiteren ist eine
Altersabhéangigkeit der Serumkonzentrationen von TNF-a und IL-6 bei gesunden Menschen bekannt
(Rea et al. 2018), welche sich in der vorliegenden Studie bei Patienten mit Pankreaskarzinom nur fir
TNF-q, jedoch nicht fur IL-6 feststellen liel3.

Die grof3te Korrelation der Serumkonzentrationen zeigte sich zwischen den Biomarkern CYFRA 21-1
und IL-8 mit einem Rangkorrelationskoeffizienten von 0,6. Eine ahnlich starke Korrelation ist in einer
Studie von Patienten mit kolorektalem Karzinom beschrieben (Dressen et al. 2017). Ubereinstimmend
mit anderen Studien konnten wir eine signifikante Korrelation zwischen serologischem PD-1 und PD-L1
mit einem Spearman-Rangkoeffizient von 0,51 zeigen (p<0,001) (Kruger et al. 2017; Bian et al. 2019).
Diese Korrelation kann auf einem biologischen Zusammenhang hinweisen, welcher jedoch im Hinblick

auf die Herkunft und Regulation des I6slichen PD-1 und PD-L1 noch nicht erklart ist.
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5.4 Unterschiede der Serumkonzentrationen der Biomarker zwischen

Patienten mit reseziertem, lokal fortgeschrittenem und metastasiertem

Pankreaskarzinom

Wie erwartet, zeigten sich signifikante Unterschiede einiger Biomarker zwischen Patienten mit
metastasiertem Tumorleiden und Patienten nach Tumorresektion: CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4,
IL-6 und IL-8 ergaben in der ROC-Analyse ein signifikantes Resultat. CYFRA 21-1 zeigte dabei die
beste Diskriminationsfahigkeit zwischen diesen beiden Studiengruppen. Erstaunlicherweise zeigte sich
zwischen den Patienten mit lokal fortgeschrittenem Tumorleiden und Patienten nach Tumorresektion
lediglich ein signifikanter Unterschied der Serumkonzentrationen fur CEA. Hier kdnnte jedoch aufgrund
der geringen Fallzahl der beiden kleineren Studiengruppen eine zu geringe Teststérke vorliegen um
weitere signifikante Unterschiede zu erkennen. Zwischen den Patienten mit metastasiertem und lokal
fortgeschrittenem Tumor konnten interessanterweise ebenfalls CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6
und IL-8 signifikant unterscheiden mit dem besten Diskriminationspotential zwischen den beiden
Patientengruppen von CYFRA 21-1 und IL-8.

IL-8 wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und aktiviert intrazellulare Signalkaskaden mit
Auswirkung auf Angiogenese und Zellproliferation (Waugh and Wilson 2008). In vitro Untersuchungen
an Pankreaskarzinomzellen zeigten, dass von Tumorzellen exprimiertes IL-8 als autokriner
Wachstumsfaktor die Tumorzellproliferation férdert (Kamohara et al. 2007) und dass IL-8 eine
gesteigerte Expression wichtiger angiogenetischer Faktoren (wie VEGF, Neuropilin 2 und VEGF-R) und
eine gesteigerte Aktivitat von die Zellproliferation begiinstigenden Proteinkinasen bewirkt (Li et al.
2008). Die Produktion von IL-8 durch Pankreaskarzinomzellen sowie die Korrelation von IL-8 mit
Tumorprogression und Metastasierungspotential koénnten dem signifikanten Unterschied von
serologischen IL-8 Konzentrationen beim lokal fortgeschrittenen und metastasiertem Pankreaskarzinom
in dieser Studie zugrunde liegen (Xie 2001; Matsuo et al. 2004; Sclabas et al. 2005).

Aus dem Diskriminationspotential von serologischem CYFRA 21-1 und IL-8 zwischen Patienten mit
metastasiertem Pankreaskarzinom und Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom in
unserer Kohorte ergibt sich die Fragestellung, ob CYFRA 21-1 und IL-8 in die Beurteilung des Stagings

miteinbezogen werden sollten.

5.5 Prognostische Analysen

Das Grading als unabhangiger prognostischer Faktor bei Patienten mit Tumorresektion konnte in

Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten bestétigt werden (Luttges et al. 2000; Wasif et al. 2010).

Bezlglich der prognostischen Wertigkeit der beim Pankreaskarzinom etablierten Biomarkern zeigte sich
folgende Beobachtung: Wahrend der Einsatz von prognostischen Biomarkern in der klinischen Routine
unabhéangig vom Tumorstadium erfolgt, zeigten in dieser Studie die gleichen Biomarker einen
unterschiedlichen prognostischen Wert bei den Patienten nach Tumorresektion, mit lokal
fortgeschrittenem und metastasiertem Pankreaskarzinom. Daraus ergibt sich die Frage, ob in

unterschiedlichem Tumorstadium verschiedene Tumormarker bevorzugt verwendet werden sollten.
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In den uni- und multivariaten Cox-Regressionsanalysen zu den Biomarkern fallt auf, dass die Hazard
Ratio oft nahe 1,0 liegt. Dies ist ein statistischer Effekt der Cox-Regressionsmodelle, welche die Hazard
Ratio fur die Serumkonzentration als kontinuierliche Variable berechnen. Die hier angegebene Hazard
Ratio bezieht sich auf die um eine Einheit (z.B. 1 ng/ml bei CEA oder 1 pg/ml bei IL-10) erhéhte
Serumkonzentration, sodass die breite Verteilung der Serumkonzentrationen zu Hazard Ratios nahe

1,0 fahren kann.

Eine signifikante Assoziation mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben zeigte sich fiir hdhere postoperativ
gemessene CYFRA 21-1-Serumkonzentrationen (p=0,001) und IL-10-Serumkonzentrationen (p=0,01).
Auch bei den Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom zeigte IL-10, neben dem
etablierten Tumormarker CA 19-9, eine signifikante Korrelation mit dem Uberleben. IL-10 wird meist als
antiinflammatorisches Cytokin charakterisiert, jedoch deuten sowohl hemmende als auch stimulierende
Effekte auf eine komplexe immunmodulatorische Wirkung von IL-10. Es hemmt die T-Zell-Aktivierung
anhand einer Herabregulation der Antigenpréasentation durch Monozyten und einer Hemmung der IL-2
Synthese (de Waal Malefyt et al. 1991; de Waal Malefyt, Yssel, and de Vries 1993). Stimulatorische
Effekte von IL-10 auf T-Zellen umfassen die Proliferation von CD8+ T-Lymphozyten und eine
gesteigerte Produktion von IFN-y (Mumm et al. 2011; Naing et al. 2018). Auf Mastzellen wirkt IL-10
proliferativ und unterdriickt zugleich deren Synthese von IL-6 und TNF-a (Thompson-Snipes et al. 1991;
Marshall et al. 1996). IL-10 ist im Tumormikroumgebung bei diversen Tumorentitdten nachgewiesen
(Sato et al. 2011) und wird eine immunsuppressive und damit das Tumorwachstum begtinstigende
Wirkung zugeschrieben (Sideras et al. 2014). Beim Pankreaskarzinom ist die Korrelation von erhéhtem
serologischem IL-10 und einem kirzerem Gesamtiberleben in verschiedenen Studien beschrieben
(Farren et al. 2016). In unserer Studie zeigte sich eine prognostische Relevanz von IL-10 nach
Tumorresektion und bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom, jedoch nicht bei den

Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom.

Beim metastasierten Pankreaskarzinom zeigten die etablierten Biomarker CA 19-9, CEA und CYFRA
21-1, wie zu erwarten, eine signifikante Korrelation mit dem Uberleben in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse. Die signifikante Assoziation von CYFRA 21-1 mit dem Gesamtuberleben sowohl
in der resezierten als auch in der metastasierten Studiengruppe blieb in der multivariaten Analyse
bestehen. Die Korrelation von CYFRA 21-1 mit dem Gesamtiiberleben beim fortgeschrittenen
Pankreaskarzinom ist bereits vorgangig durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt worden (Boeck et al. 2013;
Haas et al. 2015), wahrend die in der vorliegenden Studie gezeigte prognostische Relevanz von CYFRA
21-1 nach kurativ intendierter Resektion eines Pankreaskarzinoms unseres Wissens bisher noch nicht

beschrieben ist.

In der vorliegenden Studie erfolgte zudem eine systematische Biomarker-Grenzwertbestimmung zur
Unterscheidung von Patienten mit besserer bzw. schlechterer Prognose innerhalb der Studiengruppe,
da ein arbitrarer Wert wie beispielweise der Median sich von einem optimalen Grenzwert unterscheiden
kann und die Anwendung von Cut-off-Werten in der klinischen Routine praktikabler ist als eine

Beurteilung von Biomarkern als kontinuierliche Variablen.
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Bei Patienten nach kurativ intendierter Tumorresektion konnte anhand eines postoperativen CA 19-9-
Grenzwertes von 40,0 U/ml unterschieden werden zwischen zwei Patientengruppen mit signifikant
unterschiedlicher Uberlebensrate und prognostischem Vorteil der Patienten mit einer CA 19-9-
Serumkonzentration unterhalb 40,0 U/ml (p<0,005). Ein Uberlebensvorteil von Patienten mit niedrigeren
postoperativen CA 19-9-Werten nach Pankreaskarzinomresektion ist vielfach beschrieben, wobei in
einigen Studien arbitrare Cut-off-Werte gewahlt werden (Berger et al. 2008; Kinsella et al. 2008; Ferrone
et al. 2006), in anderen Studien der Referenzwert 37 U/ml (Hata et al. 2012). Kondo et al. konnten bei
mehreren vordefinierten Cut-off-Werten (37 U/ml, 100 U/ml, 200 U/ml und 500 U/ml) eine signifikante
Korrelation von postoperativem CA 19-9 mit dem Gesamtuberleben nachweisen mit der héchsten
statistischen Aussagekraft bei dem Cut-off-Wert 37 U/ml (Kondo et al. 2010), wobei der von uns

ermittelte Grenzwert von 40,0 U/l nahe an diesem liegt.

TNF-a wies in der vorliegenden Studie kaum prognostische Relevanz auf. Lediglich in der
tumorresezierten Studiengruppe ergaben sich zwei signifikant unterschiedliche prognostische Gruppen
bei einem postoperativ. gemessenen Cut-off-Wert von 2,949 pg/ml. Bei Patienten mit
Pankreaskarzinomresektion wurde praoperativ gemessenes TNF-a bereits als prognostisch relevant
beschrieben (Dima et al. 2012). Dies ist am ehesten Ausdruck einer inflammatorischen Aktivitat des

Tumors bzw. der Tumormikroumgebung (Roach et al. 2002).

Bei den Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom gelang fur die meisten untersuchten
Biomarker (CA 19-9, CEA, CYFRA 21-1, HE4, IL-6, IL-8, IFN-y und PD-L1) eine Unterscheidung von

prognostischen Gruppen anhand des ermittelten Cut-off-Wertes.

Bestimmungen von Cut-off-Werten erfolgen oft entweder nach statistischen Nennwerten der jeweiligen
Kohorte (z.B. nach der medianen Serumkonzentration) oder nach arbitraren Werten, wobei die
Strategien zur Auswahl dieser in vielen Studien nicht diskutiert werden. Ein Cut-off-Wert stellt immer
einen Kompromiss zwischen Sensitivitat und Spezifitdt dar. Eine statistische Methode zum Berechnen
eines Cut-off-Wertes mit bestmdglicher Sensitivitat und Spezifitét ist das Heranziehen des Youden-
Index, welcher hier verwendet wurde. Interessanterweise lag der fir CA 19-9 ermittelte Cut-off-Wert von
1067,0 U/ml nahe der medianen Serumkonzentration von 971 U/ml in der metastasierten

Studiengruppe, welche andere Studien oft als Cut-off-Wert heranziehen.

Bei einer HE4-Serumkonzentration oberhalb des ermittelten Cut-off-Wertes von 82,2 pmol/l in der
metastasierten Studiengruppe zeigte sich eine signifikant schlechtere Uberlebenskurve verglichen mit
Patienten mit niedrigerem HE-4-Level (p<0,005). Der prognostische Wert des serologischen HE4 bei
Patienten mit Pankreaskarzinom ist unseres Wissens bisher noch nicht beschrieben, lediglich der
Zusammenhang einer erhdhten HE4-Expression im Pankreaskarzinomgewebe mit einem geringeren
Uberleben (Ohkuma et al. 2021). Fur die Bewertung von HE4 als prognostischen Marker ist die
Assoziation der HE4-Serumkonzentration mit klinischen Faktoren wie Alter, Rauchen und

Nierenfunktion als méglicher Bias zu bedenken (Bolstad et al. 2012; Escudero et al. 2011).

IL-6 ist ein multifunktionales Cytokin und aktiviert bei Rezeptorbindung wichtige Signalwege (wie den
JAK-STAT-Signalweg) zur Regulation von Entziindungsprozessen, Zellproliferation, -differenzierung

und Apoptose (Rincon 2012). In der Tumorgenese des Pankreaskarzinoms sind Effekte von IL-6 sowohl
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auf die Tumorzellen als auch die Tumorumgebung beschrieben: Die IL-6 abh&ngige STAT3-Aktivierung
in Pankreaszellen beglnstigt die Tumorentstehung, das Tumorwachstum, die Angiogenese und
Metastasenbildung (van Duijneveldt, Griffin, and Putoczki 2020). Eine durch IL-6 gehemmte
Proliferation dendritischer Zellen in der Tumorumgebung ist hinweisend auf einen Beitrag von IL-6 zur
Entstehung eines immunsuppressiven Milieus (Bharadwaj et al. 2007). In Ubereinstimmung mit anderen
Arbeiten, welche hodhere Serumkonzentrationen von I[L-6 bei Patienten mit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom als prognostisch negativ beschreiben (Mitsunaga et al. 2013; Farren et al. 2016),
konnten wir bei den Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom anhand von IL-6 mit einem Cut-

off-Wert von 3,295 pg/ml zwei prognostisch signifikant unterschiedliche Gruppen identifizieren.

Wahrend bei den meisten Biomarkern tber dem Grenzwert liegende Serumkonzentrationen mit einer
schlechteren Prognose assoziiert waren, zeigte sich fur IFN-y und PD-L1 in der metastasierten
Studiengruppe eine bessere Prognose bei Konzentrationen oberhalb des Cut-off-Wertes. IFN-y besitzt
eine immunmodulatorische Aktivitat und wirkt zudem in verschiedene Geweben und Tumoren
antiproliferativ (Dembic 2015). Der inhibitorische Effekt von IFN-y auf die Proliferation und Migration des
Pankreaskarzinoms ist in Zellkulturen und im Mausmodell belegt (Lange et al. 2011; Zhang et al. 2018)
und kdnnte moglicherweise die Assoziation von héheren Serumkonzentrationen mit einem langeren
Uberleben der Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom erklaren. Mehrere Studien belegen die
wesentliche Rolle von IFN-y bei der Antitumoraktivitat von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (Hall et al.
2016; Savid-Frontera et al. 2022).

Eine hohe PD-L1 Expression im Pankreaskarzinomgewebe scheint mit einer ungiinstigen Prognose zu
korrelieren (Nomi et al. 2007; Gao et al. 2018). In einer Studie unserer Arbeitsgruppe liel3 sich jedoch
keine Korrelation zwischen der PD-L1 Expression im Tumorgewebe und der Serumkonzentration von
PD-L1 feststellen und hohe Serumlevel waren prognostisch nicht unglinstig, was in der vorliegenden

Studie erneut bestatigt wurde.

5.6 Prognostische Modelle

Die beiden erstellten prognostischen Modelle (Cox-Regressionsmodell und Random Forest Modell)
sollten anhand einer Kombination der elf Biomarker mit unterschiedlicher Gewichtung eine Vorhersage

des 1-Jahres-Uberlebens bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom treffen.

Wahrend Cox-Regressionsmodelle traditionellerweise zur Analyse von prognostischen Biomarkern
herangezogen werden, wird insbesondere seit dem Populdarwerden von kiinstlichen Intelligenz-
Systemen die Verwendung verschiedener Modelle des maschinellen Lernens fur dieses Zweck
diskutiert (Acharjee et al. 2020). In der Literatur zeigen sich verschiedene Anwendungen von solchen
Modellen bei Gewebsbiomarkern (Toth et al. 2019).

Beide Modelle zeigten eine gewisse, jedoch sehr eingeschréankte Vorhersagekraft ersichtlich an einer
AUC von 0,65 fur die Cox-Regression und 0,66 fur das Random Forest Modell. Dies zeigt, dass selbst
in einem prognostischen Modell mit diversen Biomarkern nur ein kleiner Teil der Varianz der

Uberlebenswahrscheinlichkeit abgebildet werden kann. In diesen ROC-Analysen zeigen das
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konventionelle Cox-Regressionsmodell und das komplexere Random Forest Modell eine &ahnliche
Vorhersagekraft. Das Random Forest Modell scheint hier keinen Mehrwert zu bieten. Dies ist eins von
vielen Beispielen, in welchen einfache statistische Modelle genauso gut funktionieren wie Modelle,

welche maschinelles Lernen verwenden.

Auffallend ist im Random Forest Modell eine relative Gleichgewichtung der verschiedenen Faktoren,
wahrend im Cox-Regressionmodell die Gewichtung der Parameter deutlich unterschiedlicher ausfallt.
Im Cox-Regressionsmodell sind die Biomarker CYFRA 21-1, IL-6, HE4, CEA und CA 19-9 am starksten
gewichtet. Vor dem Hintergrund der Resultate der anderen prognostischen Analysen in der
metastasierten Studiengruppe ist die Gewichtung der Biomarker im Cox-Regressionsmodell damit

nachvollziehbar.

65



6 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnten wir in einer retrospektiven Single-Center-Studie an 162 Patienten mit
histologisch gesichertem Pankreaskarzinom die prognostische Wertigkeit etablierter serologischer

Biomarker bestatigen sowie neue prognostische Biomarker identifizieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ELISA-basierte Messungen von CA 19-9, CEA, CYFRA 21-
1, HE4, IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNF-a, PD-1 und PD-L1 im Serum bei
Patienten mit Pankreaskarzinom nach kurativ intendierter Tumorresektion, sowie bei Patienten in lokal
fortgeschrittenem und metastasiertem Tumorstadium durchgefuihrt. Des Weiteren erfolgte die
retrospektive Erhebung der klinischen Daten sowie die Auswertung in Hinblick auf die prognostische
Relevanz der einzelnen Biomarker in den Subgruppen und des Biomarker-Panels bei den Patienten mit
fernmetastasiertem Pankreaskarzinom. Die intervallskalierten Serumkonzentrationen wurden in einer
uni- und multivariaten Cox-Regression auf die prognostische Relevanz beziglich des
Gesamtuberlebens untersucht. Mithilfe des Youden-Index konnten neue Cut-off-Werte fir
prognostische Biomarker vorgeschlagen werden. Anhand des ermittelten Cut-off-Wertes wurden die
Patienten in zwei Gruppen unterteilt und Unterschiede der Uberlebenskurven untersucht. Prognostische
Modelle zur Vorhersage des Gesamtiiberlebens anhand der Berlcksichtigung aller Biomarker mit
unterschiedlicher Gewichtung wurden bei den Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom

erstellt.

Der beim Pankreaskarzinom am besten etablierte prognostische Biomarker CA 19-9 erlaubte bei den
Patienten nach kurativer Tumorresektion anhand der Serumkonzentration von 40,0 U/ml und bei
Patienten mit fernmetastasiertem Pankreaskarzinom anhand einer Serumkonzentration von 1067,0
U/ml eine Unterscheidung in Patientengruppen mit signifikant unterschiedlichem Gesamtiberleben.
Zudem zeigte CA 19-9 bei den Patienten mit lokal fortgeschrittenem Tumor eine signifikante Korrelation
mit dem Gesamtiiberleben in der univariaten Cox-Regressionsanalyse. Der beim Pankreaskarzinom in
der klinischen Routine ebenfalls angewandte Biomarker CEA wies in der vorliegenden Studie lediglich
eine prognostische Relevanz bei den Patienten in metastasiertem Tumorstadium auf.

Ubereinstimmend mit vorgangigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe war CYFRA 21-1 prognostisch
relevant bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom. Erstmalig zeigte sich bei Patienten
nach Tumorresektion eine signifikante Korrelation zwischen den CYFRA 21-1-Serumkonzentrationen
und dem Gesamtiiberleben in der uni- und multivariaten Cox-Regressionsanalyse. Weiterhin erlaubte
die postoperativ gemessene Serumkonzentration von CYFRA 21-1 eine Differenzierung zwischen
prognostischen Gruppen anhand eines Cut-off-Wertes von 3,2 ng/ml. Die prognostische Wertigkeit von
CYFRA 21-1 ist bei Patienten mit kurativ intendierter Pankreaskarzinomresektion unseres Wissens

bisher noch nicht beschrieben.
Waéhrend sich die Erkenntnisse zum prognostischen Wert von HE4 beim Pankreaskarzinom bisher auf

die Proteinexpression im Tumorgewebe beschranken, zeigte diese Studie, dass Patienten mit

metastasiertem Pankreaskarzinom bei einer HE4-Serumkonzentration von > 82,2 pmol/l eine signifikant
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schlechtere Uberlebenskurve zeigen, verglichen mit Patienten mit niedrigerem HE4-Level. Dies stellt

eine neue Erkenntnis dar, welche es in groReren prospektiven Studien zu bestéatigen gilt.

Prognostisch relevant zeigte sich IL-10 bei Patienten nach Tumorresektion und bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenem Pankreaskarzinom, wahrend im metastasiertem Tumorstadium IL-6 und IL-8 eine

Einordnung in prognostische Gruppen mit signifikant differierender Uberlebenskurve erlaubten.

Hingegen zeigten die l6slichen Immun-Checkpoint-Marker PD-1 und PD-L1 kaum eine Assoziation mit
dem Uberleben der Patienten, lediglich in der metastasierten Gruppe gelang anhand eines Cut-off-
Wertes von 0,008 ng/ml eine Unterscheidung in Patientengruppen mit unterschiedlicher

Uberlebenskurve.

Das Cox-Regressionsmodell mit den elf Biomarkern zeigte eine begrenzte Aussagekraft zur Vorhersage
des 1-Jahres-Uberlebens bei Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinoms. Dies verdeutlicht, dass
sich trotz Assoziation zwischen serologischen Biomarkern und dem Uberleben die Prognose von
Patienten mit Pankreaskarzinom - selbst bei Berticksichtigung diverser Biomarker — nur begrenzt
anhand serologischer Biomarker vorhersagen lasst. Die Verwendung eines Random Forest Machine

learning Modells zeigte keinen Mehrwert beziglich der prognostischen Aussagekratt.

Das beste Diskriminationspotential zwischen den Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom und
den Patienten mit lokal fortgeschrittenem Pankreaskarzinom wiesen CYFRA 21-1 und IL-8 auf, sodass
sie in Ergénzung zu bildgebenden Staging-Verfahren in der klinischen Anwendung hilfreich sein

kénnten.
Die in dieser monozentrisch und retrospektiv durchgefihrten Studie identifizierten prognostischen

Biomarker sowie die vorgeschlagenen Cut-Off-Werte sind perspektivisch in einer multizentrischen,

prospektiven Studie zu validieren.
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