Aus dem Institut fir Pathologie

der Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Epithelial-mesenchymale Transition und
tumorinfiltrierende Immunzellen im duktalen
Adenokarzinom des Pankreas
Eine TMA-gestutzte Analyse moglicher
prognostischer Biomarker

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Medizin
der Universitatsmedizin

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Vorgelegt von

Michelle Schmitz

aus Bernkastel-Kues

Mainz, 2025



Urheberrechtsschutz (InC-1.0)



Wissenschaftlicher Vorstand: Univ.-Prof. Dr. med. Philipp  Drees

1. Gutachter:
2. Gutachter:
Tag der Promotion: 31.10.2025



Meiner Familie

»,Man sieht nur mit dem Herzen gut. Das Wesentliche ist fir die Augen unsichtbar*

Antoine de Saint-Exupéry aus ,Der kleine Prinz*






Inhaltsverzeichnis

WX o] o 1 e [T a1 K3V Z=] =TT od o1 o1 - IX
AbKUrzungsverzeiChnis ........cccc i s Xl
TabellenverzeiChNis ... Xl
Gender-DiSClaimer ... —————————— X1l
1 Einleitung ... ——————— 1
1.1 Allgemeines und Epidemiologie............cueiiiiiiiiiiiiiieicee e 1
1.2 Atiologie und RISIKOTAKIOrEN ............c.ooviuieieeeieeeeeeeee e 1
1.21 Familiares PankreaskarzinOm.............oooiiiiioiiiiiie e 2
1.3 KNk Und DIagnOStiK.......ccooiieiieiiiieie e 2
1.3.1 SYMPLOMALIK ... 2
1.3.2  DIAGNOSHIK ...t 3
1.3.3  SCrEENING... ittt e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeeeees 4
1.4 Klassifikation und Stadieneinteilung ... 5
1.4.1 [CD-10-KIasSSIfiKation ..........c.eiiiiiiiiii e 5
1.4.2  TNM- und UICC-KIassifikation ...........coocoueiiiiiiiiiiiie e 5
1.4.3  Differenzierungsgrad .........cccceei i 6
1.4.4  Residualtumor und Resektionsrand...........ccccveeiiiiiiiieiniiiie e 6
1.4.5 UICC-Stadien des PankreaskarzinOms ............ccccoeeviiiiniiecniiccnieeese, 7
IR TR I g LT = 1o [ PSR 8
1.5.1 Kurative Therapi€ ........ceeeiieiiiiiieeeee e 8
1.5.2 Palliative Therapi€ ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiririraeerrrrr————————— 10
1.8 PrOGNOSE ... .ottt e e et e e et e e e et e e e enre e e e 10
1.7 Pathologie und Molekularpathologie ..o 10
1.71 Lokalisation und makroskopisches Erscheinungsbild .................c..c...... 10
1.7.2 Histologie des PDAC ...t 11
1.7.3  Molekularpathologie und Karzinogenese...........c.ccoccueeeiiiiieieeiiiiene e 11
1.8 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)..........cooiiiiiiiiicccce e, 12
1.8.1 INAUKEON VON EMT ... 13
1.8.2 EMT und die Rolle des Transkriptionsfaktors ZEB1 im
PankreaskarziNOm ...........ooi it 14
1.8.3  Regulation vOn EMT ..o 14
1.9  Tumorinfiltrierende ImmuNZzellen ... 16

\



1.91 Interaktion von EMT und Immunzellinfiltrat.........ccoovveeeeeieeeie 18

2 Projektbeschreibung ........ccccciiiiiir 19
2.1 Fragestellungen ... 19
3 Material und Methoden...........ccccviiiiiiiir e ————— 20
3.1 MALEIIAL ... 20
3.2 MENOAEN ..o 26
3.2.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben .............ccocciiiieeiieiiiiccciieeee. 26
3.2.2  Datenmanagement ..o s 26
3.2.3  Probenauswahl und Annotation .............cccoeiiiiiiniiiee e 26
3.24  ImMUNNIStOChEMIE .......coiiiiiii e 27
3.2.5 Digitale BildanalySe ............uuueuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriiieeiieeeeeeeeereenenenenen.. 30
3.2.6  Statistische AUSWEIUNG ........ccooiiiiiiiiii e 31
4 o T=Y o 4 £ - 33
4.1 Cut-off Werte und Kategorien der Markeranalysen.............ccccocviiiiiiiiniiiiieneee 33
4.2 Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs ... 34
4.3 Assoziation von klinisch-pathologischen Merkmalen und
GeSaMEUDEIIEDEN ... e 38
4.3.1  Assoziation von Geschlecht und Alter und Gesamtuberleben .............. 38
4.3.2  Assoziation von TNM-Stadium und Gesamtuberleben.......................... 39
4.3.3  Assoziation von Grading, Resektionsstatus und
GeSaMEUDErIEDEN. ... 40
4.3.4  Assoziation von UICC-Stadium und Gesamtuberleben ........................ 40
4.4 Qualitative Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen......................... 41
441 Farbungen der tumorinfiltrierenden Immunzellen.............ccccceevieen. 41
4.4.2  Farbungen der EMT-Marker...........ocoueiiiiiiiiiiiiieee e 47
4.5 Univariate Ereigniszeitanalysen zur Assoziation der Expression
immunhistochemischer Marker mit dem Gesamtiberleben ............cccocoiiiiiiine. 49
451 Assoziation von tumorinfiltrierenden  Immunzellen und
GesSaMUUDErIEDEN. ... 49
452  Assoziation von EMT-Markern und Gesamtuberleben im
PanKreaskarziNOmM ...........oii it 53
5 [ 1= (L7 7 o o 55
5.1 Datenanalyse und Patientenkollektiv..............oooiiiiiiiiie 55
5.2 Klinisch-pathologische Parameter...........cccccooeeeiii e, 55
5.2.1 Geschlecht, Altersverteilung und Tumorlokalisation..............ccccceeuneee. 55
5.2.2  TNM-Klassifikation und UICC-Stadien..........cccccocveeriiieniieiniiieneeee, 56

VI



5.3
54

© © N o o

oIV T € 1 To | T R 58

524  ResektonSStatus .......ccoviiiiiiiii 58
Allgemeine UberlebenszeitanalySe ...........cooveeeeoeeeeeeeee e, 59
Farbung und Analyse der Immunzell- und EMT-Marker ...........cccccoviiiiiiiienens 59
54.1 Methodik und Limitationen der Auswertung mittels digitaler und

semiquantitativer BildanalySe ... 59
5.4.2  Analyse der Immunzell-Marker ... 60
5.4.3  EMT-Marker im Pankreaskarzinom ...........ccccccooiiiiiiiiiiiieec e 64
Maoglichkeiten weitergehender AnalySen .............oooiiiiiiiiiie e 65
ZUSAMMENTASSUNQ .....ueeeiiiiiiiiiiciccsecreerrr e s sssssssssnr e e s e e s s s s s s ssmne s e e e e e sass s snnmnenenesssassnn 66
Literaturverzeichnis ... 69
D F T 1 CoF= Ve [ 1] o U RPN 81
LebenSIauf ... ———————— 82

VI



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Risikofaktoren flr Pankreaskarzinome aus (12). ......ccccccooveiiiiieiiniieeeeeeee e 2
Abbildung 2: Therapiepfade beim Pankreaskarzinom modifiziert aus (10).........cccccceviiieeennnnn. 8
Abbildung 3: ABC-Kriterien der Resektabilitat aus (3). ......cccooviieiieeiiic e, 9
Abbildung 4: Tumorprogressionsmodell des Pankreaskarzinoms aus (2).........ccccceeeviveeeenne 11
Abbildung 5: Genmutationen und Signalwege in der molekularen Pathogenese des

PankreaskarzinOms @US (2)......ccooiiiiiiiiiiie e 12
Abbildung 6: Ablauf der Epithelial-mesenchymalen Transition modifiziert nach (86)............. 12
Abbildung 7: Subtypen der Epithelial-mesenchymalen-Transition aus (87). ..........ccccocceeeene 13
Abbildung 8: Kontrolle von EMT und MET @us (111). oo 15
Abbildung 9: Anfertigung eines TMA modifiziert nach (144). ..o 27
Abbildung 10: Polymerkonjugat-Methode aus (150). ........c.coiiiiriiiiiiiieeee e 28
Abbildung 11: Workflow einer digitalen Bildanalyse mit QuPath...............ccccciiiiiiiiiieeee 31
Abbildung 12: Histogramm der Altersverteilung. ..........ooooiiieiiiiiiiee e 35
Abbildung 13: Prozentuale Verteilung der Tumorlokalisation..............cccccvvviiiiiiiiiiieieiiiieiinnnns 35
Abbildung 14: Prozentuale Verteilung der TNM-Stadien............cccccoiiiiiiiiiiiiiniiee e 36
Abbildung 15: Prozentuale Verteilung von Grading und Resektionsstatus..............ccccveeee.... 36
Abbildung 16: Verteilung der UICC-Stadien. .........coouiiiiiiiiiiie e 37
Abbildung 17: Gesamtliberleben der PDAC-Kohorte von 2007-2017. ......ccccceeeeeeiiiciivienenn... 37
Abbildung 18: Gesamtliberleben nach Geschlecht und Altersgruppen. .......ccccceeevviciiviennnnn. 38
Abbildung 19: Gesamtiberleben nach TNM-Stadium. .........ccccociiiiiiiiii e 39
Abbildung 20: Gesamtiberleben nach Grading und Resektionsstatus. .........ccccccceeiiiiiennne 40
Abbildung 21: Gesamtlberleben nach UICC-Stadium. .........ccccccueiiiiiiiiiiiiiee e 40
Abbildung 22: Exemplarische Darstellung der CD3-Farbung am PDAC. .........cccocveiiiiieeene 41
Abbildung 23: Verteilung CD3+ Zellen (a) und relative Verteilung der Subgruppen

() PO OU RPN 42
Abbildung 24: Exemplarische Darstellung der CD4 Farbung am PDAC. ........ccccoiiiiiiienenne 42
Abbildung 25: Verteilung CD4+ Zellen (a) und relative Verteilung der Subgruppen

() PSR 43
Abbildung 26: Exemplarische Darstellung der CD8 Farbung am PDAC. ..........cccoveiiviene.... 43
Abbildung 27: Verteilung CD8+ Zellen (a) und relative Verteilung der Subgruppen

() OSSP 44
Abbildung 28: Exemplarische Darstellung der FOXP3 Farbung am PDAC............cccoiieeene 44
Abbildung 29: Verteilung FOXP3+ Zellen (a) und relative Verteilung der

10 o e | AU o o2=Y T { o) TSP RSSO 45
Abbildung 30: Exemplarische Darstellung der CD68 Farbung am PDAC. .........cccccoeiiiiieeene 45
Abbildung 31: Verteilung CD68+ Zellen (a) und relative Verteilung der Subgruppen

() RS 46
Abbildung 32: Exemplarische Darstellung der CD56-Farbung am PDAC. ...........cccccvveeeee... 46
Abbildung 33: Relative Verteilung der Subgruppen CD56+ Zellen. ..........ccccceevveeeeiiccviinennnnnn. 46
Abbildung 34: Exemplarische Darstellung der N-Cadherin Farbung am PDAC. .................... 47
Abbildung 35: Relative Verteilung der Subgruppen N-Cadherin+ Zellen..............c.ccccvveeeen.... 47
Abbildung 36: Exemplarische Darstellung der ZEB1 Farbung am PDAC. ...........cccceiiiiineenne 47
Abbildung 37: Relative Verteilung der Subgruppen ZEB1+ Zellen. ...........cccccoeveieiiiinnennne 48



Abbildung 38:
Abbildung 39:
Abbildung 40:
Abbildung 41:
Abbildung 42:
Abbildung 43:
Abbildung 44:
Abbildung 45:

Assoziation von CD3+ und Gesamtiberleben. .........coooeeeoiieeiiieeiei, 49

Assoziation von CD4+ und Gesamtlberleben. .............ceeeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen, 50
Assoziation von CD8+ und Gesamtuberleben. ..........ccccccoeeeiiiiiiiiiiiiee, 50
Assoziation von CD68+ und Gesamtiberleben. .............cccooooiiii 51
Assoziation von FOXP3+ und Gesamtlberleben...........ccccoooiiiiiiiiieiienennnnnnn, 51
Assoziation von CD56+ und Gesamtiberleben. ...........ccccooeeiiiiii 52
Assoziation von ZEB1+ und Gesamtlberleben. ..........c.cccoeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeenen, 53
Assoziation von N-Cadherin+ und Gesamtlberleben..................cccceeeein. 53



Abkurzungsverzeichnis

°C
Aqua dest
CA 19-9
CD
CEA
CRM
CT
ECOG
EMT
ERCP
et al.
EUS

FOLFIRINOX

FPC
G
GDP
GTP
HE
KM
KRAS
MDCT
MET
MHC
miR
MRCP
MRT
nab
NCAM
NK-Zellen
PanIN
PDAC
pH

R

RKI
rtu

SD
TCR
TGF-B
Th
TILS
TMA
TNF-alpha
TNM
Treg
uiCC
WHO
ZEB1

Grad Celsius

Destilliertes Wasser
Carbohydrat-Antigen 19-9

Cluster of differentiation
Carcinoembryonales Antigen
circumferential resection margin
Computertomographie

Eastern Cooperatice Oncology Group
Epithelial-mesenchymale Transition

endoskopische retrograde Cholangiopankreatikographie

et alii
Endoskopischer Ultraschall

Folinsaure, 5-Fluorouracil, Irinotecan, Oxaliplatin

Familidres Pankreaskarzinom
Grading

Guanosindiphosphat
Guanosintriphosphat
Hamatoxylin-Eosin

Kontrastmittel

Kirsten rat sarcoma virus
Multidetektorcomputertomographie
Mesenchymal-epitheliale Transition
Major Histocompatibility Complex
micro-RNA
Magnetresonanzcholangiopankreatikographie
Magnetresonanztherapie
Nanoparticle albumin bound

neural cell adhesion molecule
Natirliche Killerzellen

Pankreatische intraepithelia Neoplasie
pancreatic ductal adenocarcinoma
Pondus hydrogenii

Resektionsrand

Robert Koch Institut

ready-to-use

Standardabweichung

T-cell receptor

Transforming Growth factor 3
T-Helferzellen

Tumorinfiltrierende Lymphozyten
Tissue-Microarray
Tumornekrosefaktor-a.

Tumor, Nodus, Metastasen
regulatorische T-Zellen

Union internationale contre le cancer
World Health Organization

Zinc finger-E-Box-binding homdobox 1

Xl



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: ICD-Klassifikation des Pankreaskarzinoms modifiziert nach (44).........ccccccceeeeeenn. 5
Tabelle 2: Vergleich der TNM-Klassifikation der 7. und 8. Auflage modifiziert nach

[ TR S 5
Tabelle 3: Differenzierungsgrade von Pankreaskarzinomen modifiziert nach (49) ................. 6
Tabelle 4: R-Klassifikation maligner Tumoren modifiziert nach (50)........cccccccoeiiiiiiiiiieenieeeenn, 7
Tabelle 5: Vergleich der UICC-Klassifikation des Pankreaskarzinoms der 7. Und 8.

Auflage modifiziert NACH (45).....cc e 7
LI 01T Lo G LT = | (= SR 20
Tabelle 7: Arbeits- und Verbrauchsmaterialien..............ooooii e, 21
Tabelle 8: Chemikalien und REAgENZIEN ............ovviiiiiiiiiiceee e 22
Tabelle 9: Herstellung der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung ... 23
Tabelle 10: Paraffin@inbetiung ..........uvviiiiii e 24
IR Lo = T B T Y 0 1] (o o =T USSR 24
Tabelle 12: SOFWAIE .....ooiiieiie e e e e e e e e e e e e sntae e e e e nnneeeeeennees 25
Tabelle 13: Gerate und Software der digitalen Bildanalyse .............cccccoviiiiiiiiiiiiniieeeee 30
Tabelle 14: Cut-off-Werte der Immunzell-Marker .............oooooiiie i 33
Tabelle 15: Kategorien der semiquantitativen Analyse von ZEB1, CD56 und N-

(O To | 0 1= 4 1o S 33
Tabelle 16: Tabellarische Ubersicht des KOIEKLIVS ............c.ceeveuereeereereeeeeeeeeeeeeeeeeeeven e 34
Tabelle 17: Zusammenfassung der Uberlebenszeitanalysen der Immunzell-Marker............. 52
Tabelle 18: Zusammenfassung der Uberlebenszeitanalysen der EMT-Marker...................... 53

X



Gender-Disclaimer

In der vorliegenden Arbeit wird auf die unterschiedliche Benennung weiblicher,
mannlicher oder diverser Sprachformen zu Gunsten der Lesbarkeit verzichtet. Es
wird das generische Maskulinum verwendet. Dieses bezieht sich, sofern nicht
anders kenntlich gemacht, auf alle Geschlechter.

Xl



1 Einleitung

1.1 Aligemeines und Epidemiologie

Tumoren des Pankreas werden nach Klassifikation der World Health Organization
(WHO) anhand histologischer Merkmale unterteilt. Dabei wird unterschieden zwischen
Tumoren, die den duktalen Zellen des Pankreasgangs entspringen, Tumoren der
Azinuszellen, sowie Neoplasien der endokrinen Zellen (1).

Mit Gber 95 % stellt das duktale Adenokarzinom des Pankreas, ,Pancreatic ductal
adenocarzinoma“ (PDAC) die haufigste maligne Entitdt dar (2, 3). Zellen der
Pankreasgange entarten meist Uber Vorlauferldsionen (4). In dieser Arbeit soll es um
das duktale Adenokarzinom des Pankreas gehen, im Text auch als Pankreaskarzinom
oder PDAC bezeichnet. Zystische Neoplasien stammen ebenfalls von den duktalen
Zellen ab, stellen aber nur einen geringen Anteil der malignen Tumoren des Pankreas
dar (3). Ebenfalls selten sind Azinuszellkarzinome (ca. 1 %) oder endokrine Tumoren
(ca. 2 %) (5).

In Deutschland erkrankten 2020 tber 20.000 Menschen an Pankreaskarzinomen. Das
mittlere Erkrankungsalter lag bei 76 Jahren fur Frauen und bei 72 Jahren fur Manner
(6). 90 % aller Erkrankungsfalle wurden nach dem 55. Lebensjahr diagnostiziert. Die
Mehrheit aller Patienten war bei Diagnosestellung in einem Alter zwischen 70 und 80
Jahren (7). Inzidenz, Pravalenz und Mortalitdt stiegen in den letzten 25 Jahren
kontinuierlich an (8). Aufgrund fehlender Frihsymptome erfolgt die Diagnosestellung
meist in fortgeschrittenen Stadien (9). Zum Zeitpunkt der Diagnose liegt bei nur etwa
15-20 % der Patienten eine operativ behandelbare Erkrankung vor (10). Einhergehend
mit der schlechten Prognose decken sich Neuerkrankungs- und Sterberaten nahezu.
Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lag 2020 in Deutschland bei etwa 11 %. 2020
zaéhlte das Pankreaskarzinom bei beiden Geschlechtern zur vierthdufigsten
krebsbedingten Todesursache in Deutschland (6). Weltweit sind Pankreaskarzinome
fur 4,6 % aller Todesfalle durch Krebs verantwortlich (8). Bis zum Jahr 2030 wird
prognostiziert, dass Pankreaskarzinome die zweithaufigste krebsassoziierte
Todesursache weltweit darstellen kdnnten (11).

All dies gibt Anlass, die Tumorbiologie des PDAC weiter zu erforschen, um bessere
Diagnose- und Therapiemdglichkeiten zu etablieren und damit die Prognose von
Erkrankten zu verbessern.

1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Pankreaskarzinome treten in Industrienationen wie Nordamerika oder Europa haufiger
auf als in weniger entwickelten Landern (7), was auf eine Verbindung von
Erkrankungsrisiko, Lebensstil und sozio6konomischen Gegebenheiten hindeutet (12).
Auch die demografische Entwicklung, mit zunehmend alternder Bevolkerung in den
entwickelten Landern, tragt hierzu bei (13).

Abbildung 1 gibt eine Ubersicht wichtiger Risikofaktoren von Pankreaskarzinomen. Als
wichtigster und gesicherter Risikofaktor gilt das Rauchen von Zigaretten (14). Raucher
haben im Vergleich zu Nichtrauchern ein 75 % hoheres Risiko zu erkranken (15).
Zudem weisen Raucher eine erhdéhte Mortalitdt bei Erkrankung auf als Nichtraucher
(16). Ob Passivrauchen das Erkrankungsrisiko ebenfalls erhéht, wird unterschiedlich
diskutiert (17, 18). Hinsichtlich des Konsums von Alkohol divergiert die Studienlage.
Eine Metaanalyse zeigte, dass der Konsum von mehr als 30 g Alkohol pro Tag ein
erhohtes Risiko fur Pankreaskarzinome darstellt (19). Geringer und moderater Konsum
konnte bisher nicht mit einem signifikant héheren Erkrankungsrisiko in Verbindung
gebracht werden (20). Ebenfalls gesicherter Risikofaktor stellt Ubergewicht dar. Eine
Steigerung des Body-Mass-Index um funf Punkte geht mit einem 10 % hoheren
Erkrankungsrisiko einher (21). Ein bestehender Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 stellt
einen weiteren Risikofaktor flir Pankreaskarzinome dar (22, 23). Ein neu aufgetretener
Diabetes mellitus kann auch erstes Symptom eines Pankreaskarzinoms sein (24).
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Eine chronische Pankreatitis flhrt zur allmahlichen Fibrosierung und zum
Funktionsverlust endokriner und exokriner Zellen. 5 % der Patienten mit chronischer
Pankreatitis erkranken an einem Pankreaskarzinom. |hr Risiko ist gegenuber Patienten
ohne Pankreatitis um das 13-fache erhéht (25, 26).

Eine weitere Assoziation besteht zum ABO-Blutgruppensystem. Patienten der
Blutgruppe 0 haben gegenuber Patienten der Blutgruppe A, AB oder B ein geringeres
Erkrankungsrisiko (27). Zusatzlich werden weitere Einflussfaktoren wie der Konsum
von rotem Fleisch, Infektionen mit Hepatitis B, Helicobacter pylori, sowie die
Zusammensetzung des Darmmikrobioms diskutiert (12, 28).

Factor Direction of Strength of association Type of studies Related notable findings
association conducted
Smoking Positive Strong association; 74% increased risk Case-control, cohort, Dose responsive; risk remains 10-20
in current smokers; 20% increased risk nested case-control yr following smoking cessation
in former smokers studies
Alcohol Mixed between Various; 15%-43% increased risk in Meta-analysis of cohort ~ Dose responsive; sex dependent;
no association and meta-analysis studies Increased risk in spirit drinkers;

positive link with chronic pancreatitis which
is a risk factor for pancreatic cancer

Obesity Positive 10% increased risk for every 5 BMI Cohort studies Link with Type 2 diabetes which
units is associated with increased risk of
pancreatic cancer
Dietary factors Variable Non-significant positive association for Cohort studies Overall consensus cannot be made
red meat; 17% increased risk associated and further research is required

with 50 g/d of processed meat
consumption compared to 20 g/d
Helicobacter pylori Positive 45% increased risk Meta-analysis of case- Significant publication bias and
control studies small numbers included therefore
further studies are required

Abbildung 1: Risikofaktoren fiir Pankreaskarzinome aus (12).

1.2.1 Familidres Pankreaskarzinom

Ein familidares Pankreaskarzinom (FPC) liegt vor beim Auftreten eines
Pankreaskarzinoms bei zwei oder mehr verwandten Personen ersten Grades, die nicht
die Kriterien fUr ein anderes, hereditdres Tumorsyndrom erfillen (3). Bei etwa 5-10 %
aller Pankreaskarzinome handelt es sich um ein FPC (29). In diesen Familien werden
Screening-Untersuchungen ab dem 50. Lebensjahr oder zehn Jahre vor Auftreten der
Erkrankung beim jlingsten Fall empfohlen (3). Obwohl in den meisten Fallen keine
spezifischen Keimbahnmutationen nachzuweisen sind, empfiehlt sich eine genetische
Beratung und Diagnostik (3).

Neben dem FPC gibt es weitere hereditdre Tumorsyndrome, die ein erhdhtes Risiko
fur Pankreaskarzinome darstellen. Dazu gehéren das Peutz-Jeghers-Syndrom, die
hereditare Pankreatitis mit Keimbahnmutation im PRSS1-Gen oder SPINK1-Gen, das
FAMMMPC (Familiares atypisches multiples Muttermal- und Melanom-
Pankreaskarzinom-Syndrom), sowie das hereditdre Mamma- und Ovarialkarzinom mit
Keimbahnmutation im BRCA2- oder PALB2-Gen (3).

1.3 Klinik und Diagnostik

1.3.1 Symptomatik

Die groRte Herausforderung bei der Diagnostik von Pankreaskarzinomen stellt das
Fehlen spezifischer Symptome in frihen Stadien dar (3). Die zu Beginn auftretenden
Symptome sind meist unspezifisch. Oberbauch- und Rickenschmerzen, ein neu
aufgetretener, schmerzloser lkterus oder eine akute Pankreatitis kbnnen Hinweise auf
ein Pankreaskarzinom sein. Ubelkeit, Gewichtsverlust oder ein sich verschlechternder
Diabetes mellitus kénnen ebenfalls unspezifische Symptome darstellen (3, 10).
Befindet sich der Tumor im Pankreaskopf, kann es zur Verlegung des Ductus
choledochus kommen. Als klinisches Korrelat flir den Verschluss prasentiert sich das
Courvoisier-Zeichen, eine prallelastisch tastbare, schmerzlose Gallenblase begleitet
von einem lkterus (30) .



Paraneoplastische Erscheinungen wie eine Thrombophilie, die Thrombophlebitis
migrans (Trousseau Syndrom) oder eine Panniculitis nodularis (Pfeifer-Weber-
Christian-Syndrom) kénnen ebenfalls auftreten (30).

Ist es zur Metastasierung gekommen, kénnen, je nach Lokalisation der Metastasen, im
Verlauf eine Leberinsuffizienz, Aszites, Knochenschmerzen oder neurologische
Defizite hinzutreten (10).

1.3.2 Diagnostik

1.3.2.1 Apparative Diagnostik

Bildgebend eignet sich initial die Abdomensonographie als Diagnostikverfahren bei
Verdacht auf eine Pathologie der Bauchspeicheldrise (10). Goldstandard der
apparativen Primardiagnostik beim Pankreaskarzinom ist die Computertomographie
(CT) mit Kontrastmittel (KM), durchgefiihrt als Multidetektorcomputertomographie
(MDCT) (31). Sie erlaubt eine prazise anatomische Darstellung, sowie die Moglichkeit
zur Mitbeurteilung von Nachbarorganen und GefaRen. Eine Alternative stellt die
Magnetresonanztomographie (MRT) dar. Hiermit ist zusatzlich eine frihzeitige
Erkennung von Leberlasionen méglich (32). Gemal aktueller S3-Leitlinie gelten das
MDCT, sowie das MRT, kombiniert mit der Magnetresonanz-
cholangiopankreatikographie (MRCP) als am besten geeignete Verfahren zur
Detektion von Pankreaskarzinomen (3). Als Methode zur Diagnostik fur Karzinome
friher Stadien steht der endoskopische Ultraschall (EUS) zur Verfliigung. Dieses
Verfahren erlaubt eine Beurteilung der lokalen Ausbreitung und einer moglichen
Gefalbeteiligung. Zusatzlich ist in bestimmten Fallen eine Entnahme von Biopsien
moglich (10). Krebsvorstufen und sehr kleine Tumoren lassen sich weder im CT, noch
im MRT oder dem EUS hinreichend nachweisen. Durch eine endoskopische retrograde
Cholangiopankreatikographie (ERCP) lassen sich diese mit einer Sensitivitat von 92 %
darstellen (33). Einen weiteren Vorteil der ERCP stellt die Moglichkeit zur
gleichzeitigen therapeutischen Intervention dar. Bei Bedarf kann eine Galleableitung
uber einen Stent erzielt werden (34). Ist eine Darstellung des Gallengangsystems oder
der Ausflihrungsgange des Pankreas erforderlich, ist die MRCP-Untersuchung das
Verfahren der Wahl (35).

Die hochste Treffsicherheit erzielt man demnach mit der Durchfiihrung eines
sogenannten ,,One-stop-shop“-MRT. Diese Untersuchung besteht aus MRT, MRCP,
MR-Angiographie und Endosonographie. 90 % der Tumoren lassen sich so
diagnostizieren (30).

1.3.2.2 Labordiagnostik und Histologie

Etabliertester Serummarker zur Diagnostik von Pankreaskarzinomen ist das
Carbohydrat-Antigen 19-9 (CA 19-9). Es weist eine Sensitivitat von 72 % und eine
Spezifitat von 86 % auf (36). Die Bestimmung erfolgt bei Nachweis einer
Raumforderung des Pankreas. Hohe Werte Kkorrelieren mit einem hdheren
Tumorstadium (37) und schlechterem Uberleben (38). Aus diesem Grund wird die
Bestimmung von CA 19-9 zur Einschatzung der Resektabilitit empfohlen (3). Ein
Anstieg des Markers nach primar erfolgreicher Resektion weist zudem auf ein
mogliches Rezidiv hin. Patienten mit initial hohen CA 19-9 Werten haben ein erhdhtes
Rezidiv- und Metastasierungsrisiko und profitieren von einer neoadjuvanten
Chemotherapie. Kontrollen des Wertes unter Chemotherapie lassen einen
Ruickschluss auf das Therapieansprechen zu (39, 40).

Weiterer Marker ist das Carcinoembryonale Antigen (CEA). Auch bei diesem Marker
korreliert eine Erhdhung mit schlechterem Uberleben nach Resektion (41). Eine
weitere Rolle kommt CEA bei der Differentialdiagnostik zystischer Pankreaslasionen
zu. Nach EUS-Punktion zystischer Lasionen sollte eine CEA-Bestimmung der
Zystenflussigkeit erfolgen. Werte oberhalb definierter Grenzwerte weisen auf das
Vorliegen einer muzindésen Neoplasie hin (3). CEA weist eine geringere Spezifitat fir
Pankreaskarzinome auf als CA 19-9 (37).



Die Entnahme von Biopsien bei der Endosonographie ist nur in Einzelfallen sinnvoll. Ist
beispielsweise die Dignitdt des Tumors unklar oder besteht ein Verdacht auf
Metastasierung oder Zweitmalignom, kann eine Punktion sinnvoll sein. Auch bei
Tumoren, die primar einer palliativen Chemotherapie zugeflihrt werden sollen, ist eine
vorherige histologische Diagnosesicherung indiziert (3).

1.3.2.3 Staging

Zur lokalen Ausbreitungsdiagnostik werden ein MDCT oder die Endosonographie
verwendet (3). Alternativ. kommt ein MRT zum Einsatz. Zudem wird eine
kontrastmittelgestiitzte CT-Untersuchung der Lunge, des Abdomens und des Beckens
durchgefiihrt. Bei resektablen Tumoren wird eine MRT-Untersuchung der Leber
erganzt (3) . Eine Staging-Laparoskopie ist nur in Einzelfallen, beispielsweise bei sehr
hohen CA 19-9-Werten (42), oder dem initialen Verdacht auf eine Peritonealkarzinose,
sinnvoll (3). Eine Einschatzung des Allgemeinzustandes der Patienten mit Hilfe der
Instrumente des geriatrischen Assessments ist ebenfalls sinnvoll. Der klinische
Zustand des Patienten, gemessen am Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)-
Status oder dem Karnofsky-Index, sollte erhoben werden und hat Einfluss auf die
weitere Therapieplanung (10).

1.3.3 Screening

Ein allgemeines Screening auf Pankreaskarzinome fur die Normalbevdlkerung wird
aktuell nicht empfohlen (43). Liegt eine genetische Disposition oder Anamnese fir ein
familidres Pankreaskarzinom vor, sind jahrliche Untersuchungen mittels EUS oder
MRT/MRCP ab dem 50. Lebensjahr oder zehn Jahre vor Erkrankungsbeginn des
jungsten betroffenen Verwandten indiziert (3).



1.4 Kilassifikation und Stadieneinteilung

1.4.1 ICD-10-Klassifikation

Tabelle 1: ICD-Klassifikation des Pankreaskarzinoms modifiziert nach (44)

C25.- Bdsartige Neubildung des Pankreas

C25.0 Pankreaskopf

C25.1 Pankreaskorper

C25.2 Pankreasschwanz

C25.3 Ductus pancreaticus

C254 Endokriner Drisenteil (inkl. Langerhans-Inseln)
C25.7 Sonstige Teile des Pankreas (inkl. Pankreashals)
C25.8 Pankreas, mehrere Bereiche Uberlappend

C25.9 Pankreas, nicht naher bezeichnet

1.4.2 TNM- und UICC-Klassifikation

Die Tumor-Nodus-Metastasen (TNM)-Klassifikation beschreibt die anatomische
Ausdehnung von Tumoren. Das T-Stadium steht dabei fiir die lokale Ausdehnung des
Primartumors, das N-Stadium fir das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen,
sowie das M-Stadium fir das Vorhandensein von Fernmetastasen. Die Regeln zur
Klassifikation werden fir jede Tumorentitdt durch die Union internationale contre le
cancer (UICC) festgelegt (3). In Bezug auf Pankreaskarzinome ergab sich mit
Veroffentlichung der 8. Auflage 2017 eine Veranderung der TNM-Klassifikation (45,
46). Tabelle 2 vergleicht die Anderungen zwischen 7. und 8. Auflage.

Tabelle 2: Vergleich der TNM-Klassifikation der 7. und 8. Auflage modifiziert nach
(45, 46)

7. Auflage 8. Auflage

Tx Primartumor kann nicht Primartumor kann nicht
beurteilt werden beurteilt werden

T1 Tumor auf Pankreas max. Jd <2 cm
beschrankt, max. @ <2 cm

T2 Tumor auf Pankreas max. @ > 2cm, <4 cm
beschrankt, @ > 2 cm

T3 Organubergreifende max. & > 4cm
Ausbreitung ohne Beteiligung
des Truncus coeliacus oder
der AMS

T4 Infiltration Truncus coeliacus Infiltration Truncus coeliacus,




oder der AMS (nicht A.hepatica comm., AMS
resektabel)
Nx LK konnen nicht beurteilt LK kdnnen nicht beurteilt
werden werden
NO Keine regionalen LK- Keine regionalen LK-
Metastasen Metastasen
N1 Regionale LK-Metastasen Metastasen in 1-3 regionalen
LK
N2 - Metastasen in = 4 regionalen
LK
Mx Fernmetastasen konnen nicht | Fernmetastasen konnen nicht
beurteilt werden beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen Fernmetastasen

1.4.3 Differenzierungsgrad

Uber das Grading (G) wird im histopathologischen Befund der Differenzierungsgrad
der Tumorzellen beschrieben. Einbezogen werden Drusendifferenzierung,
Muzinproduktion, Mitosenanzahl und Kernatypien (47). Das Grading hat Einfluss auf
die Prognoseabschatzung (48).

Tabelle 3: Differenzierungsgrade von Pankreaskarzinomen modifiziert nach (49)

G1 Glandulare Differenzierung mit intensiver
Schleimproduktion und geringer
Kernpolymorphie

G2 MaRig differenzierte gangartige Strukturen und
tubulare Drisen mit verminderter
Schleimproduktion und mittelgradige
Kernpolymorphie

G3 Schlecht differenzierte Driisen und
mukoepidermoide, pleomorphe Strukturen mit
hochgradiger Kernpolymorphie

1.4.4 Residualtumor und Resektionsrand

In der histopathologischen Aufarbeitung wird eine Aussage zum Resektionsrand (R)
des Praparates getroffen. Die R-Klassifikation beschreibt, ob, und in welchem Ausmal}
sich Tumorgewebe nach Resektion oder Therapie in situ befindet (50).




Tabelle 4: R-Klassifikation maligner Tumoren modifiziert nach (50).

Rx Residualtumor nicht beurteilbar

RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Beim Pankreaskarzinom besteht, analog zum Rektumkarzinom, eine Besonderheit.
Zusatzlich zum RO-Status wird bestimmt, wie weit die Tumorzellen vom jeweiligen
Resektionsrand entfernt sind. Es handelt sich um das Konzept des zirkumferentiellen
Resektionsrandes (CRM, (circumferential resection margin)). Befinden sich
Tumorzellen weniger als einen Millimeter entfernt vom Resektionsrand, wird CRM+
klassifiziert (RO, CRM+ = narrow). Befinden sich die Zellen mehr als einen Millimeter
vom Rand entfernt, wird CRM- klassifiziert (RO, CRM- = wide) (3). Diese prazise
Unterteilung ermdglicht gezieltere Aussagen zur Prognose und zum Rezidivrisiko der
Patienten (51, 52).

1.4.5 UICC-Stadien des Pankreaskarzinoms

Tabelle 5: Vergleich der UICC-Klassifikation des Pankreaskarzinoms der 7. Und
8. Auflage modifiziert nach (45)

7. Auflage 8. Auflage

T N M T N M
A T1 NO MO T1 NO MO
B T2 NO MO T2 NO MO
A T3 NO MO T3 NO MO
1B T1-3 N1 MO T1-3 N1 MO
[l T4 Jedes N MO T4 (Jedes |Jedes N MO

T) (N2)

v Jedes T Jedes N M1 Jedes T Jedes N M1




1.5 Therapie

Wie in Abbildung 2 skizziert, erfolgt nach abgeschlossener Diagnostik die Einteilung in
drei Patientengruppen. Lokal begrenzte Tumoren lassen sich mittels Resektion und
adjuvanter Chemotherapie behandeln. Lokal fortgeschrittene, nicht fernmetastasierte,
Tumoren werden einer neoadjuvanten Chemotherapie zugefuhrt und im Anschluss, bei
Anschlagen der Therapie, reseziert. Patienten mit fernmetastasierten Tumoren werden
innerhalb palliativer Therapiekonzepte behandelt (10). Zum Zeitpunkt der Diagnose
liegt in etwa 50 % der Falle bereits eine Metastasierung vor, 30 % befinden sich in
einem lokal fortgeschrittenen Stadium (53).

::::::

resektabel nicht resektabel

adjuvante
Chemo-
theraple

modifiziertes Gemcitabin
FOLFIRINOX —
e

Gemcitabin+
Capecitabin

Abbildung 2: Therapiepfade beim Pankreaskarzinom modifiziert aus (10).
1.5.1 Kurative Therapie

1.5.1.1 Operative Therapie

Die wichtigste kurative Therapieoption beim Pankreaskarzinomen stellt die RO-
Resektion mit Lymphadenektomie dar (30). Zum Zeitpunkt der Diagnose erflllen etwa
15-20 % aller Patienten die Kriterien fur den Eingriff (54).

Pankreaskarzinome breiten sich oft diskontinuierlich aus und haben eine ausgepragte
desmoplastische Stromareaktion (3). Daher fehlen einheitliche Empfehlungen zum
minimalen Resektionsabstand. Es soll der grofitmogliche Abstand gewahlt werden.
Zusatzlich wird die Anwendung des bereits oben beschriebenen CRM-Konzepts
empfohlen (3). Schuhbauer et alii (et al.) konnten zeigen, dass die Einteilung von
Patienten, angelehnt an die Tumorfreiheit des Resektionsrandes, in entsprechende
Gruppen von Bedeutung fur die Einschatzung der Prognose ist (55). Die International
Association of Pancreatology (IAP) hat zudem eine Empfehlung zur differenzierten
Beurteilung der Resektabilitdt anhand verschiedener Kriterien ausgesprochen. Es
erfolgt eine Bewertung anatomischer, biologischer (CA 19-9) und konditionaler (ECOG-
Performance-Status) Parameter. Demnach kénnen Tumoren in die Gruppen
resektabel, borderline-resektabel und lokal fortgeschritten eingeteilt werden (siehe
Abbildung 3) (3, 56).



Tabelle 15: ABC-Kriterien der Resektabilitit gemahk des International Association of Pancreatology
(IAP) Konsensus (Isaji et al.) [267]

Resektabilitat A B C
(anatomisch) (biologisch) (konditional)

Resektabel Neg: R-Typ A Neg: R-Typ A
R-Typ A

(R, resectable) Pos: BR-Typ B Pos: BR-Typ C

Grenzwertig-resektabel Neg: BR-Typ A Neg: BR-Typ A
ER-Typ A

(BR, borderline resectable) Pos: BR-Typ AB Pos: BR-Typ AC

Lokal-fortgeschritten Neg: LA-Typ A Neg: LA-Typ A
LA-Typ A

(LA, locally advanced) Pos: LA-Typ AB Pos: LA-Typ AC

Abklrzungen:

A _anatomical”™ Verhiltnisse zu den GefiBen

B: Jbiclogical®: CA19-9 > 500 IU/ml oder befallen regionire Lymphknoten (PET-CT oder bioptisch)
C: .conditional®: ECOG-Performance-Status 2 oder hoher

Meg: negativ fur die o.g. Parameter

Pos: positiv fiir die o.g. Parameter

Weitere Kombinationen maglich: z.B, BR-BC, BR-ABC, LA-ABC etc.

Abbildung 3: ABC-Kriterien der Resektabilitiat aus (3).

Die Art des Operationsverfahrens orientiert sich an der Lokalisation des Primartumors.
Fur Pankreaskopfkarzinome im UICC-Stadium | und Il stehen die pyloruserhaltende
partielle Duodenopankreatektomie nach Traverso-Longmire (PPPD) und die partielle
Duodenopankreatektomie nach Kausch-Whipple als Operationsverfahren zur
Verfugung (30). Hinsichtlich des Uberlebens zeigen beide Verfahren vergleichbare
Ergebnisse (57, 58). Liegt der Tumor im Pankreaskorpus und/oder im
Pankreasschwanz, erfolgt eine Pankreaslinksresektion mit Splenektomie. Bei
Tumoren, die das gesamte Organ betreffen, erfolgt die vollstindige Pankreatektomie
(10, 30). Borderline-resektable Tumoren sind anatomisch potentiell resektable
Tumoren, bei denen einige Faktoren zu einem erhéhten Risiko flir Fernmetastasierung
oder Therapieversagen hinzutreten. Dazu gehdren der Kontakt zu umliegenden
Gefalden, erhdhte Serumspiegel von CA 19-9 und ein erhdhter Wert im ECOG-Status
(56). Patienten mit diesen Tumoren erhalten vor der Operation eine neoadjuvante
Chemotherapie (3).

1.5.1.2 Neoadjuvante Chemotherapie

Wird ein Pankreaskarzinom als resektabel eingeschatzt, empfiehlt sich au3erhalb von
klinischen Studien kein Einsatz einer neoadjuvante Chemotherapie (59). Einige
Studien unterstreichen dennoch den potentiellen Nutzen einer neoadjuvanten
Therapie, auch bei resektablen Tumoren (60, 61). Bei borderline-resektablen oder lokal
fortgeschrittenen Tumoren wird eine neoadjuvante Chemotherapie nach dem
FOLFIRINOX-Schema oder einer Kombination aus Gemcitabin und nab-Paclitaxel
durchgefuhrt (3).

1.5.1.3 Adjuvante Chemotherapie

Eine adjuvante Chemotherapie dient der Reduktion von Rezidiven und verbessert, im
Vergleich zur alleinigen chirurgischen Resektion, das Langzeitiberleben (62). Bei allen
Patienten mit Tumoren im UICC-Stadium I-lll besteht die Indikation zur adjuvanten
Chemotherapie (3, 10). Hierzu stehen verschiedene Therapieregime zur Verflgung.
Die Auswahl lehnt sich an am jeweiligen ECOG-Performance-Status der Patienten (3).
Erste Wahl bei Patienten mit einem ECOG von 0 bis 1 ist das modifizierte
FOLFIRINOX-Schema. Das Schema beinhaltet die Wirkstoffe Folinsaure, 5-
Fluorouracil (5-FU), Irinotecan und Oxaliplatin (3). Hiermit lassen sich die besten
Ergebnisse hinsichtlich des Gesamtiberlebens erzielen (63). Patienten mit



eingeschranktem Allgemeinzustand (ECOG > 1-2) erhalten eine Therapie mit
Gemcitabin oder Gemcitabin und Capecitabin (3, 64). Der prognostische Nutzen einer
adjuvanten Radiotherapie ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig erwiesen (65, 66).
Bei RO-Resektion ist keine adjuvante Radiotherapie empfohlen und bei R1-Resektion
sollte die Durchfiihrung ausschlieBlich innerhalb klinischer Studien erfolgen (3).

1.5.2 Palliative Therapie

Patienten mit metastasietem  Pankreaskarzinom  profitieren, bei gutem
Allgemeinzustand (ECOG 0-2) von einer palliativen Chemotherapie (3). Lebensqualitat
und Uberlebenszeit lassen sich hierdurch verbessern (67). Darliber hinaus stehen
supportive Mallnahmen, wie eine suffiziente Schmerztherapie, Ernahrungstherapie,
Schaffung einer Galleableitung bei Verschlussikterus, sowie rehabilitative MalRnahmen
im Vordergrund des palliativen Versorgungskonzepts (3). Zusatzlich ist stets der
Einschluss von Patienten in klinische Studien mit zielgerichteten Therapien zu
uberprufen (3).

1.6 Prognose

Die Prognose von Pankreaskarzinomen gehort zu den schlechtesten aller
Krebsentitaten (68). Trotz Fortschritten in Diagnostik und Therapie liegt das 5-Jahres-
Gesamtuberleben in Deutschland sowohl fir Manner, als auch fir Frauen bei unter 10
% (6). Die Uberlebensraten variieren weltweit zwischen 2 % und 9 % (7). Die
vollstandige Resektion des Tumors ist nach wie vor die einzige kurative
Therapieoption. Allerdings erflillen nur etwa 20 % der Patienten bei Diagnosestellung
die Kriterien fir eine solche Operation (54). Auch nach der Operation liegt das 5-
Jahres-Gesamtuberleben bei nur etwa 20-25 %. Vorteilhaft wirken sich ein negativer
Lymphknotenstatus, sowie die Kombination aus negativem Lymphknotenstatus und
RO-Resektion aus. Sie erhdhen das Gesamtiberleben auf ca. 30-40 % (69). Die
Mortalitat nach Duodenopankreatektomie liegt in spezialisierten Zentren bei unter 2 %,
die Morbiditat allerdings weiterhin bei 30-50 % (68).

Unabhangig von oben genannten Faktoren stellt der Allgemeinzustand des Patienten
einen wichtigen prognostische Faktor dar. Ein niedriger ECOG-Status (0 oder 1) ist mit
einem besseren Uberleben verbunden als ein héherer (2 oder 3) (70).

Der wichtigste Prognosefaktor bleibt aktuell das Tumorstadium nach UICC. Patienten
im Stadium IA haben ein medianes Uberleben von 38 Monaten, im Stadium IB liegt es
bei 24 Monaten, in Stadium IIA bei 18 Monaten, im Stadium [IB bei 17 Monaten und
bei einem Stadium Il bei 14 Monaten (71). Eine R1-Resektion, eine starke
Entdifferenzierung des Tumors (G3), Lymphgefalinvasion, sowie die Hohe des CA 19-
9 Spiegels vor und nach Resektion beeinflussen ebenfalls die Prognose (68). Beim
metastasierten Pankreaskarzinom (UICC Stadium V) liegt das mediane
Gesamtiberleben bei 12 Monaten (72).

1.7 Pathologie und Molekularpathologie

1.7.1 Lokalisation und makroskopisches Erscheinungsbild

Haufigste Lokalisation ist der Pankreaskopf (70 %), gefolgt vom Pankreaskorpus mit 5-
15 % und dem Pankreasschwanz mit 10-15 % (49). Makroskopisch prasentieren sich
die Tumoren meist als unscharf begrenzte, grau-gelbliche Formationen von solider
Konsistenz (73). Bei Diagnose erreicht der Tumor haufig eine Gré3e von 2-5 cm und
hat meist in umliegende Strukturen wie die AMS, die Vena lienalis, das Duodenum, die
Pfortader oder die Vena cava inferior infiltriert (73, 74). Eine Metastasierung in
peripankreatische Lymphknoten, sowie entlang des Truncus coeliacus oder der Aorta
ist ebenso typisch (5). Im Verlauf tritt haufig eine Metastasierung Gber die Pfortader in
die Leber oder eine Peritonealkarzinose hinzu (5).
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1.7.2 Histologie des PDAC

Histologisch prasentieren sich unregelmaflig geformte, drisige, tubulare Strukturen
(49). Der Differenzierungsgrad reicht von gut differenziert (G1 und G2) bis
entdifferenziert (G3). Die Mehrzahl der Tumoren sind gut bis mafig differenziert (5).
Die entarteten Zellen variieren stark in Form und GroRe (Pleomorphie). Bei den
Zellkernen lasst sich eine ausgepragte Anisokaryose, sowie eine vermehrte
Mitoseaktivitdt beobachten. Die Tumorzellen finden sich sowohl einzeln als auch in
clusterartigen Verbanden (49). Ebenfalls charakteristisch ist eine Infiltration
benachbarter Nervenfasern (Perineuralscheideninfiltration) (75). Die Tumormasse ist
umgeben von reichlich desmoplastischem Stroma (ca. 90 % der Tumormasse) (76). In
diesem befinden sich unter anderem Fibroblasten, Myofibroblasten, Kollagen Typ 1,
Makrophagen, Mastzellen, Lymphozyten und Plasmazellen (77, 78).

1.7.3 Molekularpathologie und Karzinogenese

Die Mehrheit der Pankreaskarzinome entwickelt sich nach aktuellem Kenntnisstand
aus prakanzerdsen Vorstufen (3). Zu diesen zahlen die pankreatische intraepitheliale
Neoplasie (PanIN), die intraduktale papillar-muzinése Neoplasie (IPMN) und die
muzinds-zystische Neoplasie (MCN) (49, 74). Die Karzinogenese verlauft, wie in
Abbildung 4 veranschaulicht, stufenweise und folgt einem sogenannten
Tumorprogressionsmodell (2). Analog zum Tumorprogressionsmodell von Vogelstein
et al. im kolorektalen Karzinom, kommt es im Laufe der Zeit durch Akkumulation von
genetischen und epigenetischen Aberrationen zur Entartung der Zellen (79).

g A
[Ductal epithelial cell] ( PaniIN-1 ] [ PanIN-2 ] ( PanIN-3 (CIS) ] [ PDAC ]
A A A
i S KRAS TP53
Key genetic alterations: Telomere shortening CDKN2A SMAD4 J
Infrequent mutations: LKB1 SHH
BRCA1/2

Abbildung 4: Tumorprogressionsmodell des Pankreaskarzinoms aus (2).

Vier Gene und die damit verbundenen Signalwege (Ubersicht in Abbildung 5) sind fir
die Tumorentstehung und -verbreitung bei Pankreaskarzinomen von besonderer
Bedeutung. Eine Schlusselrolle hat die Aktivierung des Onkogens KRAS (Kirsten Rat
Sarcoma Virus). Diese liegt bei 92 % aller Pankreaskarzinom vor (2). Zudem erfolgt
eine Inaktivierung der Tumorsuppressorgene CDKN2A/p16, SMAD4 und TP53 (2).

Die haufigste Vorlauferlasion von Pankreaskarzinomen ist die PanIN (80). Bereits in
diesen Vorlauferlasionen kann in tUber 90 % der Falle eine Mutation von KRAS
nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass KRAS in diesem Zusammenhang
als Initiator-Mutation fungiert. FUr den weiteren Progress ist die Akkumulation
zusatzlicher genetischer Veranderungen notwendig (80). KRAS ist ein sogenanntes G-
Protein. In gesunden Zellen liegt es, gebunden an Guanosindiphosphat (GDP), als
KRAS-GDP vor und steuert Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Migration
Uber Signalwege wie RAF/MEK/ERK, PI3K oder RAL-GEF. In Tumorzellen kommt es
zur standigen, ungeordneten Aktivierung dieser Prozesse, da KRAS dauerhaft als
aktiviertes KRAS-Guanosintriphosphat (GTP) vorliegt (2).

Bei CDKN2A handelt es sich um ein Gen, welches fiir das Protein p16/INK4A codiert.
Dieses sorgt fur einen Zellzyklusarrest durch eine Blockade der S-Phase (81). p16
induziert in KRAS-aktivierten Zellen Seneszenz. 95 % der Pankreaskarzinome weisen
einen Verlust dieses Gens auf (82).
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Bei 75 % aller Pankreaskarzinome gibt es einen Funktionsverlust von TP53 (2). TP53
kann in gesunden Zellen bei DNA-Schadigung einen Zellzyklusarrest oder Apoptose
induzieren (83). Mutiertes TP53 wird als Treiber von Proliferation und invasiver
Metastasierung bei Pankreaskarzinomen diskutiert (2).

§

Y VY  /

[ SURVIVAL | | PROLIFERATION | | STEM CELL RENEWAL |

Abbildung 5: Genmutationen und Signalwege in der molekularen Pathogenese
des Pankreaskarzinoms aus (2).

1.8 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

Epitheliale Zellen haben die Eigenschaft, sich untereinander durch Zell-Zell-Kontakte,
wie tight junctions und Desmosomen zu verbinden. Uber Hemidesmosomen sind die
Zellen mit der Basalmembran verbunden. Die Zelle erhalt so ihre apikal-basale
Polaritat. Der Apex ist der Richtung Oberflache weisende Zellanteil, die Basis, der in
Richtung Basalmembran weisende. Im Gegensatz dazu befinden sich mesenchymale
Zellen im lockeren Zelleverband, ohne feste Zellkontakte und Polaritat. Sie sind Uber
gap junctions miteinander verbunden und locker in die Extrazellularmatrix eingebettet.
Sie sind in der Lage zu anderen Orten zu migrieren (84).

Als Epithelial-mesenchymale-Transition (EMT) bezeichnet man die Umwandlung einer
Zelle mit epithelialen Eigenschaften zu einer Zelle mit mesenchymalen Eigenschaften.
Erstmalig beschrieben wurde der Prozess 1982 durch Greenburg und Hay (85).
Abbildung 6 zeigt schemenhaft den Ablauf der Epithelial-Mesenchymalen-Transition.

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition
(Rl AU AT @210 g —
1t S =
' ' ' ' ] '  Fromeat
Epithelia —_— e [ Mesenchymal
- 1< - R R colls
¢ » . —r Y ~ 'd —

Progressive 10ss of epithelial markers
and gain of mesenchymal markers

Abbildung 6: Ablauf der Epithelial-mesenchymalen Transition modifiziert nach
(86).

Es wird zwischen drei verschiedenen Formen von EMT unterschieden (Abbildung 7)

(87). Der Vorgang der Epithelial-mesenchymalen Transition ist im menschlichen
Organismus bereits in der Embryonalentwicklung von Bedeutung (88). Dieser Vorgang
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wird als EMT Typ 1 bezeichnet und tragt zur Embryogenese und Organentwicklung bei
(86). Bei Prozessen wie Wundheilung, Geweberegeneration oder Fibrosierung von
Organen kommt es teils zur Umwandlung von Epithelzellen in Zellen mit
mesenchymalem Charakter, vornehmilich in Fibroblasten. Dies ist immer verbunden mit
einem Trauma oder einer Entziindung. Beschriebene Vorgange gehdren zur EMT Typ
2 (86). Eine weitere Form, EMT Typ 3, vollzieht sich in Krebszellen. In diesen Zellen
kommt es zu genetischen und epigenetischen Verdnderungen in Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen. Dies initiert die Umwandlung von Epithelzellen zu
mesenchymalen Zellen. Die Zellen durchbrechen in Folge die Basalmembran,
verlassen den Gewebeverband und erhalten die Fahigkeit zur Migration. Am Ort der
Metastasenbildung lasst sich der umgekehrte Vorgang beobachten. Es kommt zur
sogenannten Mesenchymal-epithelialen Transition (MET). Durch Signale im dortigen
Umfeld erlangen die Zellen epithelialen Charakter, wachsen und dringen in
umliegendes Gewebe ein (86, 87, 89).

Characteristics Types of EMT

Type 1 Type 2 Type 3

Moment of appearance Embryo formation: Adult life: Adult life:
during human life v Organ development v Trauma v Epithelial cancer
v Inflammation
Physiological processes Generates the first Wound healing
in which EMT is involved set of mesenchymal cells = primary mesenchyme Tissue regeneration
Organ fibrosis
Pathological processes Without Ongoing fibrosis Systemic progression = metastases
in which EMT is involved with organ destruction

Abbildung 7: Subtypen der Epithelial-mesenchymalen-Transition aus (87).

Durch EMT veranderte Zellen weisen eine Reihe morphologischer Besonderheiten auf.
Es kommt unter anderem zu Veranderungen am Zytoskelett. Zell-Zell-Kontakte werden
unterbrochen und der Kontakt zur Basalmembran geht verloren. Dadurch schwindet
die fir Epithelzellen charakteristische apikal-basale Polaritat (90, 91). Molekulare
Grundlage ist der Verlust von Proteinen wie E-Cadherin und die vermehrte Expression
mesenchymaler Proteine wie N-Cadherin, Fibronektin und Vimentin (92).

Ein weiteres wichtiges Protein ist f-Catenin. f-Catenin sorgt unter physiologischen
Bedingungen dafir, dass Cadherine mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts
verbunden sind. Im gesunden Gewebe findet man g -Catenin membranstandig. In
durch EMT veranderten Zellen befindet sich g-Catenin hingegen im Zytoplasma und im
Zellkern und kann dort als Aktivator des EMT-relevanten Transkriptionsfaktors Snail
wirken (93-96).

1.8.1 Induktion von EMT

EMT wird hauptsadchlich durch Entzindungsreaktionen und epigenetische
Veranderungen induziert (89). Auf molekularer Ebene hat der Wachstumsfaktor
Transforming Growth Factor beta (TGF- ) einen entscheidenden Einfluss. Dem
Wachstumsfaktor kommt dabei eine duale Rolle zu. Er kann proliferative und
antiproliferative Prozesse beeinflussen. In Zellkulturen zeigte sich, dass TGF- sowohl
EMT als auch Apoptose in Zellen induzieren kann. Die wachstumshemmende Wirkung
von TGF-f ist mitunter abhangig von der Aktivitat des Proteins SMAD4. Kommt es zum
Funktionsverlust von SMAD4, so hat der Einfluss von TGF-8 eine wachstumsférdernde
Wirkung auf die Zelle. Kontextabhangig kann TGF-g somit EMT, als auch die Apoptose
von Tumorzellen induzieren. Dies wird als ,lethal-EMT* bezeichnet (2). An der
Zellmembran bindet TGF-8 an seinen Rezeptor, eine Serin/Threonin-Kinase. Diese
aktiviert die intrazellularen Proteine SMAD2 und 3, welche wiederum an SMAD4
binden. Der Komplex wird in den Zellkern verlagert und kann dort als
Transkriptionsfaktor EMT-relevante Gene aktivieren (2). Weiterhin notwendig fur eine
durch TGF-p induzierte EMT ist die Aktivierung der extracellular signal-regulated
kinase (Erk). Erk kann durch mutiertes KRAS in seiner Aktivitdt modifiziert werden.
Uber diesen Mechanismus hat KRAS einen Einfluss auf die TGF-£-Signalgebung (87).
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Wie bereits im Kapitel Molekularpathologie und Karzinogenese beschrieben, findet sich
eine Punktmutation im KRAS-Onkogen bei Uber 90 % aller Pankreaskarzinome. Es ist
damit die am haufigsten vorkommende Mutation dieser Tumorentitat. Sie flhrt zu einer
konstitutionellen  Aktivierung des Ras-Proteins, welches EMT aufrechterhalt,
Proliferation fordert und zur Apoptoseresistenz, sowie invasivem Wachstum fiihrt (87).
Ebenfalls beeinflusst werden EMT und MET durch das Mikromilieu der Zellen, gebildet
durch Fibroblasten, Immunzellen und der extrazellularen Matrix (97). Im
Pankreaskarzinom konnte gezeigt werden, dass polymorphkernige Neutrophile (PMNSs)
EMT induzieren kénnen, indem Zell-Zell-Kontakte durch die in ihnen enthaltene
Elastase zerstort werden (98).

1.8.2 EMT und die Rolle des Transkriptionsfaktors ZEB1 im
Pankreaskarzinom

Pankreaskarzinome wachsen invasiv, metastasieren frih und reagieren oft schlecht
auf Chemotherapeutika (99). Mittlerweile ist bekannt, dass EMT hierbei eine grofRe
Rolle spielt. Einer der wichtigsten Vorgange ist der sogenannte cadherin switch (99).
Es erfolgt eine Herabregulation von E-Cadherin zugunsten einer Mehrexpression von
N-Cadherin. Die Zelle gewinnt so mesenchymalen Charakter. Zudem erfolgt die
Aktivierung von TGF- 8. Durch sogenannte ,EMT-aktivierende Transkriptionsfaktoren®
(99) wird die Expression von E-Cadherin herabreguliert. Zu diesen Faktoren zdhlen
Snail, ZEB1, ZEB2 und Twist (99).

Ein wichtiger EMT-Aktivator im Pankreaskarzinom ist der Transkriptionsfaktor ZEB1.
ZEB1 steht fur Zinc finger E-box-binding homeobox 1. Eine verminderte Aktivitat von
ZEB1 ist mit einer vermehrten Expression epithelialer Marker und mit verbessertem
Ansprechen auf Chemotherapeutika assoziiert (100). Es existieren zwei miteinander
verwandte Proteine, ZEB1 und ZEB2. Bei beiden handelt es sich um sogenannte
Zinkfingerproteine, die als Transkriptionsfaktoren bei der Induktion von EMT fungieren.
Eine gangige Hypothese besagt, dass andere aktivierte Transkriptionsfaktoren wie
Snail EMT zunéachst anstoRen und ZEB1 die Aufrechterhaltung des Vorgangs steuert
(101). ZEB1 wird in diesem Zuge als master regulator (102) in Epithelzellen gesehen.
Auf mRNA-Level kénnen durch ZEB1 etwa 200 Gene herunterreguliert werden. Bei
diesen Genen handelt es sich meist um Gene fiur Proteine, die zur Aufrechterhaltung
der apikal-basalen Polaritat oder der Zell-Zell-Adhasion dienen (102).

Auch in anderen Tumorentitaten wurde die Wirkung von ZEB1 auf Tumorwachstum
und Metastasierung untersucht. Im Kolonkarzinom gilt ZEB1 als Faktor, der zu
vermehrter Metastasenbildung und einem Stopp des zellularen Seneszenz-Programms
fuhrt (103).

Fuhrt man einen Knockout von ZEB1 im Mausmodell durch, zeigt sich, dass diese
Tumoren eine bessere Differenzierung aufweisen, weniger invasiv wachsen und
seltener metastasieren. Zudem kam es zur verminderten Expression von ZEB2, Slug
und Snail. Allerdings verhinderte der Knockout nicht ganzlich das Tumorwachstum.
ZEB1-defiziente Mause zeigten gut differenzierte Tumoren mit homogenem Zellbild.
Ein Verlust von ZEB1 fihrte zudem zu geringerer zellularer Plastizitat (104).
Transkriptionsfaktoren wie Snail und Twist scheinen im Pankreaskarzinom eine eher
untergeordnete Rolle bei der Induktion von EMT zu spielen (104, 105).

1.8.3 Regulation von EMT

Wie beschrieben, handelt es sich bei EMT um einen Vorgang, der physiologisch
bereits in der Embryonalentwicklung von Bedeutung ist (87). Kommt es zur
ungerichteten Aktivierung, kann EMT zum Tumorwachstum und zur Entwicklung von
Metastasen beitragen (106).

Induziert durch KRAS und TGF-g, werden Transkriptionsfaktoren wie ZEB1 aktiviert.
Durch sogenannte microRNAs (miRNAs), nicht kodierende RNA-Abschnitte, kann die
Genexpression reguliert werden (107). ZEB1 unterdriickt die Expression von Genen,
die fur die epitheliale Differenzierung von Bedeutung sind (108). Eine Aktivierung des
Programms flihrt dazu, dass Tumorzellen ihre Zell-Zell-Kontakte verlieren und den
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Zellverband verlassen, um zu migrieren (109). Zellen, in denen EMT aktiviert ist,
neigen dazu, bei Exposition gegeniber Toxinen, zu denen auch Chemo- und
Radiotherapie gehdren, kaum in die Apoptose zu gehen (106).

Eine Regulation oben genannter Vorgange findet Uber zwei Feedbackschleifen
(Abbildung 8) statt. In der ersten Schleife beeinflussen sich der Transkriptionsfaktor
ZEB1 und miR-200 gegenseitig. ZEB1 wird durch Faktoren wie TGF- g ,
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-alpha) oder Hypoxie aktiviert. Es kommt zu EMT. Zellen
gehen vermindert in die Apoptose und erhalten stammzellartige Eigenschaften. miR-
200 foérdert Prozesse wie MET, Zelldifferenzierung, Apoptose und Seneszenz. Dabei
inhibiert ZEB1 miR-200 und umgekehrt (110). In der zweiten Schleife kommt es zur
gegenseitigen Regulation von Snail und miR-34. miR-34 und miR-200 tragen beide
zusatzlich zu einer verminderten Expression von Stammzellmarkern wie CD44 und
CD133 bei. Eine Aktivierung von miR-34 erfolgt durch den Tumorsuppressor p53 (111,
112).

TGFB,
hypoxia, p53
SNAIL ||| miRr-34
ZEB |——| mir-200
EMT, MET,
stemness, epithelial
differentiation,
survival apoptosis

Abbildung 8: Kontrolle von EMT und MET aus (111).

In den vergangenen Jahren wurde EMT zum Teil kontrovers diskutiert. Zheng et al.
zeigten an Mausmodellen, dass die Ausschaltung von EMT-relevanten Faktoren
keinen Einfluss auf die Invasivitdt oder das Metastasierungsverhalten von Tumoren
hatte. Es kam trotz Ausschaltung zur Expression mesenchymaler Marker. Lediglich die
Empfindlichkeit der Tumorzellen gegenuber einer Chemotherapie konnte gesteigert
werden (105). Auch in einer weiteren Arbeit wurde die Rolle von EMT fir die Bildung
von Metastasen kritisch hinterfragt. Eine Unterdriickung von EMT, ausgeldst durch
Uberexpression von miR-200, konnte eine Metastasierung der Zellen von
Mammakarzinomen nicht verhindern. Auch in diesem Fall zeigte sich lediglich eine
geringere Ruckfallrate, sowie ein besseres Ansprechen gegentber der Chemotherapie
(113).

Brabletz et al. unterstreichen dennoch die Wichtigkeit von EMT und begriinden obige
Erkenntnisse damit, dass es sich bei EMT um einen komplexen Vorgang handele, der
sich nicht allein anhand der Ausschaltung zweier Gene und der damit verbundenen
Konsequenzen beschreiben lasse (114). Einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren
fur EMT, ZEB1, scheint zum Beispiel nicht immer notwendig zu sein, damit
Tumorzellen in der Lage sind zu metastasieren. Die Erklarung kénnte sein, dass Zellen
nicht zwangslaufig, durch EMT induziert, ihre epithelialen Eigenschaften verlieren
missen, um zu migrieren. Sie kdnnten sich auch als kleine Zellgruppen vom Tumor
I6sen und verbreiten. Hierbei spielen sogenannte /eader-cells (115) eine wichtige
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Rolle. Leader-cells sind Zellen der Invasionsfront. Sie haben mesenchymale
Eigenschaften, verlieren aber nicht den Kontakt zum Gewebeverband. Auch
Fibroblasten aus dem Tumorstroma kénnen nach entsprechender Aktivierung als
leader-cells fungieren (115).

Wie Tumorzellen sich verbreiten und Metastasen gebildet werden, ist von Bedeutung
fur die klinische Therapie der Erkrankung. Die Invasionsfront, als Schnittstelle
zwischen Tumor und Normalgewebe enthalt hierzu wichtige Informationen.
Gegenstand von Untersuchungen sind Prozesse wie tumour-budding (116, 117).
Hierunter versteht man das Vorkommen von finf oder mehr einzelnen Tumorzellen in
der direkten Tumorumgebung. Bei diesem Prozess spielt der Verlust von E-Cadherin,
sowie die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Slug und ZEB1 ebenfalls eine
Rolle (116, 117). Bronsert et al. fertigten eine dreidimensionale Rekonstruktion der
Invasionsfront an histopathologischen Schnitten an, um die intratumorale Heterogenitat
und die Prozesse an der Invasionsfront besser abbilden zu kdnnen. Hierbei zeigte sich,
dass Tumorzellen nahezu nie als einzelne Zelle an einen anderen Ort migrieren. Vor
allem bei Zellen der Invasionsfront war zusatzlich erkennbar, dass EMT-Faktoren wie
ZEB1 starker exprimiert wurden als in anderen Tumorzellen. Epitheliale Marker wie E-
Cadherin wurden hier vermindert exprimiert. Auch nahmen die Zellen mesenchymale
Eigenschaften, wie eine spindelférmige Morphologie, an. Es kam auch in diesem Fall
nicht zum vollstandigen Verlust epithelialer Marker (116).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass EMT, oder, wie in der Arbeit von Krebs et al.
formuliert, ,cellular plasticity“ (104), ein komplexer Vorgang ist, dessen Beschreibung
sich nicht mit der Aktivierung oder Inaktivierung von einem oder mehreren
Transkriptionsfaktoren realisieren lasst. Hierbei spielen eine Reihe von Faktoren, wie
die Stoffwechsellage oder die Umgebungsreaktion der Zelle, eine Rolle. Hinzu kommt,
dass es sich um einen dynamischen Zustand handelt, der sich nur unzureichend durch
experimentelle Momentaufnahmen beschreiben lasst (104).

1.9 Tumorinfiltrierende Immunzellen

In den meisten Tumoren finden sich tumorinfiltrierende Immunzellen. Einen Grol3teil
davon stellen tumorinfiltrierende Lymphozyten dar (TILS). Ausgelost durch
Tumorantigene stolRen diese Zellen eine Immunreaktion des menschlichen Korpers
gegen den Tumor an (118). Es existieren verschiedene Arten von Immunzellen mit
unterschiedlichen Funktionen und unterschiedlichem Einfluss auf das Tumorwachstum.
Die Interaktionen zwischen Tumor- und Immunzellen sind komplex. Eine wichtige
Untergruppe bilden hier die T-Lymphozyten. Diese lassen sich in verschiedene
Subgruppen einordnen. CD8+ T-Lymphozyten kdénnen Tumorzellen direkt abtoten.
CD4+ T-Lymphozyten werden als T-Helferzellen (Th) bezeichnet und bilden wiederum
zwei Untergruppen. Th1-Zellen helfen bei der Aktivierung von CD8+ T-Zellen. Th2-
Zellen sind an der humoralen, antikdrpervermittelten Immunantwort, sowie der
Rekrutierung von Eosinophilen beteiligt (119). Die Funktion der CD4+ T-Lymphozyten
wird durch regulatorische T-Zellen beeinflusst (Treg). Diese tragen auf ihrer Oberflache
den Marker FOXP3 und werden auch als FOXP3+ Zellen bezeichnet (120).
Regulatorische T-Zellen konnen die antitumorale Immunantwort modulieren und
unterdricken (120).

Der Einfluss der Immunzellen auf Tumorwachstum, -progression und das Uberleben
der Patienten wurde in einer Vielzahl von Studien untersucht. Es scheint, dass die
Charakterisierung des Immunzellinfiltrats ein geeignetes Tool zur
Prognoseabschatzung, in Erganzung zur rein histopathologischen Stadieneinteilung,
darstellt (121). Eine Metaanalyse von Orhan et al. fasst die Erkenntnisse zur
prognostischen Wertigkeit von TILS im Pankreaskarzinom zusammen. Grundsatzlich
war eine hohe Anzahl von T-Zellen (CD3+) im Tumor mit einer besseren Prognose
verbunden. Im Speziellen waren hohe Werte CD4+ Zellen und CD8+ Zellen mit einem
besseren Outcome assoziiert. Patienten mit hoher Anzahl FOXP3+ regulatorischer T-
Zellen hatten ein schlechteres Gesamtiberleben (122). Die Betrachtung einzelner,
absoluter Zahlenwerte wurde den komplexen Vorgadngen innerhalb des
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Immunzellinfiltrates und den Wechselwirkungen mit dem Tumor nicht gerecht. Mittels
Auswertung von Quotienten der genannten Subpopulationen lieBen sich die
Zusammenhange besser darstellen (123). Mahajan et al. zeigten, dass die Anzahl von
CD3+, CD4+, CD8+ und CD68+ Zellen unabhangige prognostische Marker hinsichtlich
des progressionsfreien Uberlebens darstellten. Die Kombination aus niedriger Anzahl
CD3+ und CD8+ Zellen, gepaart mit hoher Anzahl CD68+ Zellen war mit schlechterem
Uberleben der Patienten im Pankreaskarzinom assoziiert (124). In einer Arbeit von
Nejati et al. wurden anhand von Tissue-Microarrays (TMAs) immunhistochemische
Analysen der Marker CD4, CD8 und FOXP3 an Patienten mit Pankreaskarzinomen
durchgefliihrt. Es zeigte sich, dass eine hohe Anzahl CD4+ Zellen ein unabhangiger
prognostischer Faktor fiir ein langeres Uberleben ist. Ein hohes Level an FOXP3 war
auch in dieser Studie mit kiirzerem Uberleben assoziiert (125). Auch Fukunaga et al.
stellten in ihrer Arbeit dar, dass Patienten mit der Kombination von hoher Anzahl CD4+
und CD8+ Zellen eine bessere Prognose hatten als solche mit niedrigen Werten. Die
Betrachtung der jeweiligen Marker allein lief3 auch in diesem Fall keine valide Aussage
hinsichtlich der Prognose zu (126). Hu et al. untersuchten ebenfalls den Einfluss von
CD4+ Lymphozyten. Hier schien der Zusammenhang komplexer zu sein als bei CD8+
Lymphozyten. Insbesondere die sogenannten regulatorischen T-Zellen, zu deren
Markern FOXP3 gehort, spielten eine komplexe Rolle in der Tumorumgebung. Es wird
vermutet, dass sie die korpereigene Immunantwort gegen den Tumor drosseln und
somit das Tumorwachstum verstarken koénnten. Die Metaanalyse, die acht Studien
zum Thema FOXP3+ regulatorische T-Zellen Zellen in Pankreaskarzinomen
zusammenfasst, besagt, dass eine hohe Anzahl FOXP3+ Zellen mit einem
schlechteren Gesamtuberleben verbunden war (127). Delayre et al. untersuchten an
einem Patientenkollektiv den prognostischen Einfluss von TILS des Pankreas. Eine
hohe CD4/CD3-Ratio war hier mit einer schlechteren Prognose assoziiert (128). Ino et
al. zeigten an immunhistochemischen Analysen von Uber 200 Patienten, dass eine
hohe Anzahl CD8+ Zellen und CD4+ Zellen mit einem besseren Uberleben verkniipft
waren. Ebenso niedrige Level CD68+ Zellen und FOXP3+ Zellen. Die Kombination aus
hoher Anzahl CD4+ und CD8+ Zellen, gepaart mit einer niedrigen Anzahl
regulatorischer T-Zellen stellte sich als signifikanter, unabhangiger prognostischer
Marker dar (129). Auch im Hinblick auf das Therapieansprechen stellt das
Immunzellinfiltrat im Pankreaskarzinom eine wichtige Einflussgrof’e dar. Eine hohe
Anzahl CD3+ Zellen und CD8+ Zellen im Tumorgewebe von Pankreaskarzinomen
hatte einen positiven Einfluss hinsichtlich des Ansprechens auf eine Chemotherapie
(130).

CD68 als Marker von Makrophagen und Monozyten spielt schon seit langerem eine
Rolle als prognostischer Marker in Tumoren. CD68+ Zellen werden auch als Tumor-
assoziierte Makrophagen (TAMs) bezeichnet (131). Die Tumoren selbst exprimieren
dabei CD68 und konnen so der korpereigenen Immunantwort entgehen (132). Es
zeigte sich, dass im Hodgkin-Lymphom eine hohe Anzahl CD68+ Zellen mit
Metastasierung und einer schlechteren Prognose vergesellschaftet war (133). Der
Einfluss CD68+ Zellen auf Tumorwachstum und -progress scheint allerdings
unterschiedlich zu sein. Im kolorektalen Karzinom war eine hohe Expression von CD68
mit einem besseren Uberleben vergesellschaftet (134, 135). Beim Urothelkarzinom der
Blase war eine hohe Anzahl CD68+ Zellen mit schlechterem Uberleben assoziiert
(136). Auch beim Glioblastom war eine hohe Anzahl CD68+ Zellen mit vermehrtem
Tumorwachstum verbunden (137). Dies Iasst sich dadurch erklaren, dass
Makrophagen sich zu sogenannten M1- und M2-Makrophagen differenzieren und somit
unterschiedliche Funktionen ausuben kénnen. M1-Makrophagen helfen bei der Abwehr
von Krankheitserregern, initieren Entziindungen und wirken antitumoral. M2-
Makrophagen hingegen wirken immunsuppressiv und kénnen Tumoren dabei helfen,
dem Immunsystem zu entkommen (138). M1-Makrophagen sind gekennzeichnet durch
CD40 und CD64 auf ihrer Oberflache, M2-Makrophagen durch CD163 (139).
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1.9.1 Interaktion von EMT und Immunzellinfiltrat

EMT und das Immunzellinfiltrat scheinen sich in Tumoren wechselseitig zu
beeinflussen. Im ftriple-negativen Mammakarzinom zeigte sich, dass es einen
Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau des EMT-Markers ZEB1 und der
Verteilung der Immunzellen in der Tumorumgebung gibt. Ein hohes Level an ZEB1+
Zellen, sowohl intratumoral als auch stromal, ging mit einer geringen Dichte CD8+
Zellen im Tumor einher (140). Im kolorektalen Karzinom war eine dichte Infiltration mit
CD68+ Makrophagen mit einer geringeren Expression des EMT-Markers Snail und
weniger tumor-budding verbunden (134).

FOXP3 scheint ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Induktion und Regulation von EMT
zu spielen. Im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom war eine hohe Anzahl FOXP3+
Zellen mit einer schlechteren Prognose assoziiert und zeigte sich als unabhangiger
prognostischer Marker (141). In vitro-Experimente zeigten zusatzlich, dass eine hdhere
Anzahl von FOXP3+ Zellen Zellwachstum, -migration und Invasivitdt des Tumors
forderte, sowie die Expression von E-Cadherin verminderte. Zusatzlich kam es zur
vermehrten Expression von N-Cadherin und Slug. Ein Knockout des FOXP3-Gens
fuhrte hingegen zur Aufhebung der beschriebenen Prozesse (141). Die Anzahl
FOXP3+ Zellen korrelierte im Pankreaskarzinom mit der Anzahl befallener
Lymphknoten (142).
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2 Projektbeschreibung

Trotz zahlreicher Fortschritte im klinischen Management von malignen Tumoren,
konnte in den letzten Jahrzehnten beim Pankreaskarzinom kein wesentlicher
Fortschritt im Hinblick auf die Friiherkennung des Tumors oder das Gesamtiberleben
unter Therapie erzielt werden. Aus diesem Grund ist es essenziell, die Tumorbiologie
des Pankreaskarzinoms besser zu verstehen. Hierzu missen spezifische Biomarker
identifiziert und deren Einfluss auf das Tumorwachstum und das Uberleben der
Patienten untersucht werden, um Angriffspunkte flir neue Therapiemdglichkeiten zu
schaffen.

Kern der Arbeit ist die Analyse ausgewahlter immunhistochemischer Marker der
Epithelial-mesenchymalen-Transition (EMT) und der tumorinfiltrierenden Immunzellen
mittels digitaler, automatisierter Bildanalyse. Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen
werden zusammen mit den Uberlebensdaten der Patienten ausgewertet. Ziel ist es,
Aussagen uber den Zusammenhang der Expression des Biomarkers im Tumor und der
Prognose des Patienten zu generieren.

2.1 Fragestellungen

1. Wie korrelieren histopathologische und klinische Daten mit dem
Gesamtzeituberleben der Patienten?

2. Korreliert die Hohe der Anzahl an positiven Zellen fir Farbungen verschiedener
EMT- und Immunzellmarker mit dem Gesamtzeituberleben der Patienten?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Tabelle 6: Geréate

Gerit

Bezeichnung

Hersteller

1.0 mm Stanze

1.0 mm Punch
P/N 02110005

Pathology Devices, San
Diego, USA

Dampfgarer

Braun Dampfgarer 3216

Braun GmbH, Kronberg,
Deutschland

Farbeautomat Hamatoxylin

Eosin

Dako CoverStainer

Agilent, Santa Clara, USA

Farbeautomat IHC

Dako Autostainer/Autostainer
plus

Dako/Agilent, Santa Clara,
USA

Gewebeentwasserungsautomat

Sakura Tissue-Tek VIP 5

Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen, Deutschland

Kryostat Leica CM1900 Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Kihlplatte Medite TKF 22 Medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland

Laborwaage Sartorius LC 4200 Sartorius AG, Géttingen,

Deutschland

Lichtmikroskop

Olympus BX46

Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland

Magnetrihrer

Heidolph MR 3001

IKA RCT

Heidolph Instruments GmbH
& Co.KG, Schwabach,
Deutschland

IKA-Werke GmbH & Co.KG,
Staufen, Deutschland

Objekttrager-strecktisch

Medite OTS 40

Medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland

Paraffin Filtrierautomat

Medite PLC 18

Medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland

Paraffin- Einbettsystem

Medite TES 99

Medite GmbH, Burgdorf,
Deutschland

pH-Meter WTW Series InoLab® pH720 | WTW Wissenschaftlich-
Technische Werkstatten
GmbH, Weilheim,
Deutschland

Pipetten Eppendorf Reference® 0,5- Eppendorf Vertrieb GmbH,
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Gerit

Bezeichnung

Hersteller

10 pl100-1000 pl

Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Rotationsmikrotom

Hyrax M55

Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Jena, Deutschland

Ruttler Heidolph Unimax 2010 Heidolph Instruments GmbH
& Co.KG, Schwabach,
Deutschland

TMA-Stanze TMAarrayer Pathology Devices, San

P/N 02110016

Diego, USA

Warme- und Trockenschrank

Heraeus Function Line UT6

Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

Tabelle 7: Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller/Lieferant Bestellnummer
Deckglaser 24x50 mm Knittel Glasbearbeitungs- VD12450Y1A.01
GmbH, Braunschweig,
Deutschland
EdelstahlgieRformen 10x10x5 | Thermo Fisher Scientific 6401015
mm GmbH, Dreieich, Deutschland
Einbettkassetten Kabe Laborttechnik GmbH, 053700
NUmbrecht-Elsenroth,
Deutschland
FarbekUvetten VWR International, Darmstadt, | 631-9328
Deutschland
Farbeklvetten nach VWR International, Darmstadt, | 631-9310
Hellendahl Deutschland
Farbeklvetten nach VWR International, Darmstadt, | 631-9311
Hellendahl Erweiterung Deutschland
Latexhandschuhe Lohmann & Rauscher GmbH | 45041
Sempercare & Co. KG, Neuwied,
Deutschland
Magnetrihrstabchen Fisher Scientific GmbH, 9197550
Schwerte, Deutschland
Messzylinder 250 mL VWR International, 612-1536
Darmstadt, Deutschland
Messzylinder 1000 ml VWR International, 612-1538
Darmstadt, Deutschland
Mikrotomklingen PFM Medical AG, 207500003

Koln, Deutschland
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Material Hersteller/Lieferant Bestellnummer
Objekttrager 76x26 mm Diagonal GmbH & Co. KG, 02 1102
Minster, Deutschland
Menzel Glaser Superfrost Plus Menzel- J1810AMN2
25x75x1.0mm Gléaser,
Thermo Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland
Pinsel Pelikan Vertriebsgesellschaft | -
GmbH & Co. KG, Hannover,
Deutschland
Pinzette, anatomisch, gerade | Carl Martin GmbH, Solingen, | 79213
13cm Deutschland
Pinzette, geriffelte Spitzen Plano GmbH, Wetzlar, T520
DUMONT Pinzette 24 Deutschland
Zellstoff Kurt Muller GmbH, 849405

Pulheim-Brauweiler,
Deutschland

Tabelle 8: Chemikalien und Reagenzien

Substanz Hersteller/Lieferant Bestellnummer
Aqua dest. Medizintechnik, -
Universitatsmedizin Mainz
Dako Bluingbuffer Dako, Santa Clara, USA CS702
Dako Eosin Dako, Santa Clara, USA CS701
Dako Hamatoxylin Dako, Santa Clara, USA CS700
Dako REAL™ Hematoxylin Dako, Santa Clara, USA S2020
Entellan VWR (Merck) International 1079610100
GmbH, Darmstadt,
Deutschland
EnVision™FLEX + Rabbit Dako, Santa Clara, USA K8006
(Linker)
EnVision™FLEX Target Dako, Santa Clara, USA K8005
Retrieval Solution, low pH,
50x
EnVison™FLEX High pH Dako, Santa Clara, USA K8010

Ethanol 70%

SAYV Liquid Production GmbH,
Flintsbach am Inn,
Deutschland

Ethanol 96%

SAYV Liquid Production GmbH,
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Substanz

Hersteller/Lieferant

Bestellnummer

Flintsbach am Inn,
Deutschland

Ethanol 99%

SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach am Inn,
Deutschland

Eukitt®Quick-hardening Sigma Aldrich, 03989

mounting medium Taufkirchen, Deutschland

Histo-Clear Il Fa.national Diagnostics HS-202

Monoclonal Mouse Antihuman | Dako, Santa Clara, USA M7202

p2, Clone SX118

Paraffin Klinika Medical GmbH, 2501008
Usingen, Deutschland

Protein Block Serum-free, Dako, Santa Clara, USA X0909

ready-to-use (rtu)

Xylol

SAYV Liquid Production GmbH,
Flintsbach am Inn,
Deutschland

Tabelle 9: Herstellung der Himatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Schritt Reagenz Dauer (Minuten) Dauer (Minuten)
1 Histo-Clear I 3:00 3:30
2 Histo-Clear I 3:00 3:30
3 Ethanol 96% 0:10

4 Ethanol 96% 2:00

5 Ethanol 70% 2:00

6 Leitungswasser 1:00

7 Dako Hamatoxylin 1:30

8 Leitungswasser 1:00

9 Dako Bluing Buffer 1:30

10 Leitungswasser 1:30

11 Ethanol 70 % 1:00

12 Dako Eosin 1:00

13 Ethanol 96 % 1:00
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14 Ethanol 99 % 1:00
15 Ethanol 99 % 1:00
16 Ethanol 99 % 1:00
17 Histo-Clear Il 1:00

Tabelle 10: Paraffineinbettung

Schritt Reagenz Dauer (Minuten)

1 Formalin 4 % 60

2 Formalin 4 % 120

3 Ethanol 70 % 60

4 Ethanol 80 % 60

5 Ethanol 96 % 60

6 Ethanol 96 % 60

7 Ethanol 100 % 60

8 Ethanol 100 % 90

9 Xylol 60

10 Xylol 60

11 Paraffin 60

12 Paraffin 60

13 Paraffin 90

Tabelle 11: Antikorper

Antikorper 2, Klon/Hersteller Verdiinnung Erwartete

Antikorper Farbung

CD-3 Rabbit IR503, rtu T-Zellen
Dako, Santa Clara,
USA

CD-4 Mouse Clone 4B12, IR649, |rtu T-Zellen
Dako, Santa Clara,
USA

CD-8 Mouse Clone C8/144B rtu T-Zellen
IR623, Dako, Santa
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Clara, USA

CD-56 Mouse Clone 123C3, IR rtu Naturliche
628, Dako, Santa Killerzellen
Clara, USA

CD68 Mouse Clone PG-M1, rtu Makrophagen
Dako, Santa Clara,
USA

FOXP-3 Mouse Clone 236A/E7 rtu Regulatorische T-
Abcam, Cambridge, Zellen
UK

N-Cadherin Rabbit (D4R1H) XP®, 1:100 Tumorzellmembran
Cell Signaling,
Danvers, USA

ZEB-1 Rabbit NBP1-05987 1:200 Nuklear in
Novus Biologicals, Tumorzellen
Minneapolis, USA

Tabelle 12: Software

Name Herausgeber Verweis

EndNoteX9 Clarivate Analytics,

Philadelphia, USA

GraphPad Prism Version

GraphPad Software, San

www.graphpad.com

9.3.1 for Mac Diego, California USA

Microsoft Office Microsoft D GmbH,
Unterschleil3heim,
Deutschland

PathoPro Ifms GmbH, Saarbriicken,

Deutschland

QuPath: Open-source
software for digital
pathology and image
analysis

Bankhead, P. et al. (2017)

https://doi.org/10.1038/s41598-
017-17204-5

25




3.2 Methoden
3.2.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

3.2.1.1 Patientenauswahl

Die Erstellung des Patientenkollektivs erfolgte Uber das Laborinformationssystem des
Instituts fur Pathologie der Universitatsmedizin Mainz. Hiertber ist es mdglich anhand
bestimmter Suchbegriffe, Zugriff auf histopathologische Befunde von Patienten zu
erhalten. Es wurden die Suchbegriffe ,Pan?reas?ar?inom®, ,C.25% “C.25.7%,
»<Adeno?ar?inom Pan?reas“ und ,Pan?reaskopf?ar?inom“ verwendet. In die Suche
einbezogen wurden Patientendaten der Jahre 2007 bis einschlief3lich 2017. Weiteres
Einschlusskriterium war die Universitatsmedizin Mainz als Ort fir die operative
Intervention der Patienten. Weitere Voraussetzung war das Vorhandensein einer
ausreichenden Menge an Gewebe des jeweiligen Patienten im Archiv des
pathologischen Institutes. Bei keinem Patienten wurden identifizierende Merkmale wie
Name, Adresse oder ahnliche Angaben in den Analysen verwendet.

Aus den jeweils verfigbaren Daten erfolgte die histopathologische Charakterisierung
des Kollektivs anhand folgender Merkmale: Geschlecht, Alter bei Diagnose/OP,
Tumorlokalisation, TNM-Stadium, UICC-Stadium, Grading und Resektionsstatus. Bei
einem Teil der Patienten konnten zusatzlich Uberlebenszeitdaten erhoben werden.
Durch die Arbeitsgruppe von I - Kinik fiir Allgemein-,
Viszeral- und Transplantationschirurgie, wurden uns die Daten zu Todeszeitpunkt oder
letzter Kontaktaufnahme, die im Rahmen des Nachsorgeprogramms ermittelt wurden,
uberlassen.

3.2.2 Datenmanagement

Die Daten wurden doppelt pseudonymisiert/anonymisiert ausgewertet. Die Auswahl
der histologischen Praparate erfolgte dann anhand der in der histopathologischen
Beurteilung befindlichen H-Nummer bzw. Schnellschnitt-Nummer. Im nachsten Schritt
wurde zur Anonymisierung der Daten jedem Patienten in der Tabelle eine
Patientenidentifikationsnummer (ID) zugeordnet.

3.2.3 Probenauswahl und Annotation

Anhand der histopathologischen Befunde wurden reprasentative HE-gefarbte Schnitte
des Tumors und der Tumorumgebung mikroskopisch hinsichtlich ihrer Eignung fir die
Anfertigung des Arrays analysiert.

Es erfolgte die Annotation des Tumorzentrums, der Tumorinvasionsfront (Invasive
Margin) und des gesunden exokrinen Pankreasgewebes. Bei schwer abgrenzbarer
Tumormorphologie wurden die Annotationen gemeinsam mit einem gastrointestinal
(Gl)-pathologischen Experten durchgefihrt. Zu den jeweiligen Gewebeschnitten
wurden die entsprechenden Gewebeblocke zur Anfertigung des Arrays sortiert. Es
handelt sich hierbei um Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe.

Durch Anfertigung eines Tissue-Microarrays (TMA) lasst sich ein breites Spektrum
immunhistochemischer Analysen gleichzeitig und an vergleichsweise geringen
Gewebemengen durchfihren. Dazu werden kleine Zylinder von Tumorgewebe aus
dem Donorblock enthommen und mittels spezieller Stanzgerate in vorher angefertigte
Paraffinblécke (Empfangerblocke) eingesetzt (siehe Abbildung 9). Der Gewebeverlust
am Donorblock ist gering und erlaubt so gegebenenfalls weitere notwendige,
diagnostische Analysen flr den Patienten (143). Ein vollstandiger TMA-Block kann am
Ende Uber 100 verschiedene Proben unterschiedlicher Tumoren, Tumorstadien oder
Patienten enthalten. Da sich aus diesem mehrere hundert Schnitte anfertigen lassen,
eroffnet sich die Mdglichkeit, multiple Analysen, sei es via Immunhistochemie, FISH
oder mRNA-Hybridisierungsmethoden, durchzufihren (143, 144).
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Abbildung 9: Anfertigung eines TMA modifiziert nach (144).

Ein weiterer Vorteil des Arrays ist die standardisierte Anordnung der Proben im Block
gemal einer Positionierung entlang einer x- und y-Achse nach dem Vorbild eines
Koordinatensystems. Dies ermdglicht eine automatisierte Analyse der Farbungen
mittels digitaler Bildanalysesysteme (143).

Die Methode wurde erstmal im Jahr 1998 von Kononen et al. angewendet und seitdem
kontinuierlich weiterentwickelt (145). Bedenken darlber, dass kleine Ausschnitte aus
einer heterogenen Tumormasse einen relevanten Informationsverlust bedeuten
konnten, wurden von Untersuchungen widerlegt. Essentiell bleibt die sorgfaltige
Auswahl reprasentativer Bereiche des Tumors flir die zu stanzenden Proben (145,
146).

Die Schnittpraparate, der ausgewahlten Patienten wurden hinsichtlich ihrer Eignung
zur TMA-Anfertigung untersucht. Dabei spielte vor allem die GroRe des
reprasentativen Tumorareals eine Rolle. Auf den Stanzen sollte mdglichst wenig
stromales Gewebe oder Nekrose enthalten sein. Zu Beginn wurde die GréRe der
Gewebe-Stanzen auf 1 mm festgelegt. Ebenfalls wurde die spatere Anordnung der
Proben im TMA mittels eines Schemas bestimmt. Es wurde fir jeden Patienten je ein
Core aus dem Tumorzentrum und zwei Cores aus der Tumorinvasionsfront
entnommen. Hierdurch sollte eine moglichst detaillierte Abbildung der Heterogenitat
des Tumors gewahrleistet werden. Zusatzlich wurde von jedem Patienten je ein Core
aus gesundem Pankreasgewebe entnommen. Die auf den ausgewahlten Objekttragern
zuvor markierten Bereiche wurden nun aus dem jeweiligen Donorblock ausgestanzt
und gemal dem Schema in den Empfangerblock Ubertragen. Um eine gleichmalige
Oberflache und suffiziente Haftung der Gewebezylinder im Empfangerblock zu
erreichen, wurde dieser anschlieRend fir 24 Stunden bei 72 °C im Warmeschrank
inkubiert. Nach dem Stanzen wurden die Paraffinblécke auf einem Objekttrager im
Warmeschranke fiur 24 Stunden gelagert, um eine gleichmaRige Oberflache der
Paraffinbldécke zu erhalten. Nach vorangegangener Kilhlung erfolgte anschlielRend das
Schneiden der TMAs auf dem Rotationsmikrotom in 2 um dinne Schnittpraparate.
Diese wurden sofort auf Objekttrager aufgezogen und zur Beseitigung von
Lufteinschlissen auf dem Obijekttragerstrecktisch angetrocknet. AnschlieRend folgte
die Trocknung bei 37 °C Uber Nacht. Nach der Trocknung kann eine Lagerung der
TMA-Obijekttrager bei 4 °C lber langere Zeit erfolgen. Zusatzlich wurde von jedem
TMA-Block jeweils ein Schnitt fur die H.E. Farbung entnommen.

3.2.4 Immunhistochemie

3.2.4.1 Vorwort zu immunhistochemischen Farbungen

Grundlegendes Prinzip der Immunhistochemie ist eine Antigen-Antikérper-Reaktion.
Verschiedene Zellen, weisen spezifische Antigene, die auch Epitope genannt werden,
auf. Wird Gewebe mit einem ausgewahlten Antikdrper behandelt, so kommt es zu
einer spezifischen Bindung zwischen diesen Epitopen und dem zugefligten Antikdrper.
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Zur Sichtbarmachung des jeweiligen Epitops gibt es verschiedene Methoden. In den in
diesem Projekt durchgefihrten Farbungen wurde die zweistufige, auch indirekt
genannte, Methode angewendet. Mit dieser Methode lasst sich eine hdhere
Signalintensitat erzeugen. So kann auch bei nur geringen Mengen des Antigens durch
die Signalverstarkung mittels Sekundarantikérper ein praziser Nachweis erfolgen. Der
Antigen-Nachweis in den durchgefiuihrten Farbungen erfolgte Uber die Polymer-
Konjugat-Methode (Abbildung 10). Zum Gewebe wird ein Primarantikdrper
hinzugegeben, welcher mit dem zu detektierenden Antigen einen Antigen-Antikorper
Komplex bildet. Anschliel3end erfolgte die Zugabe eines Polymers, welches aus dem
Sekundarantikdrper und Peroxidase-Enzymen bestand. Die Sichtbarmachung erfolgte
Uber die Zugabe eines DAB-Chromogens, welches im Rahmen einer Enzym-Substrat
Reaktion mit den Peroxidasen einen Farbumschlag erzeugte (147-150).

Envision ™ Polymerkonjugat-Methode

1. Sekundérer AK ist mit enzymmarkiertem
Polymer-konjugat konjugiert

2. Primarer unkonjugierter AK bindet an Epitop
3. Sekundarer AK bindet an primaren AK

Der Nachweis besteht aus zwei Schritten
N\ 8 .
7
. ) B
mit Doppelmarkierung

o

7N\
SA AenNne

Abbildung 10: Polymerkonjugat-Methode aus (150).

3.2.4.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen

Um das Antigen fir den Antikdrper zuganglich zu machen, ist eine entsprechende
Vorbehandlung notwendig. Zu Beginn wurden die Gewebeschnitte fur 10 Minuten bei
60 % im Warmeschrank entparaffiniert. Zur Entfernung des restlichen Paraffins wurden
die Schnitte dreimal flr je 5 Minuten in Xylol getaucht. Die Rehydrierung erfolgte durch
eine absteigende Alkoholreihe; zweimaliges Tauchen fur je 3 Minuten in 100 %iges
Ethanol, in 96 %iges Ethanol, in 70 %iges Ethanol und abschlieRend in 50 %iges
Ethanol. AnschlieRend folgte ein Abspulen unter Leitungswasser fur etwa 3 Minuten.
Dem schloss sich die Vorbehandlung im Dampfgarer an. Hierin befand sich ein auf 94
°C erhitzter TRIS-Puffer (EnVisionTM FLEX Target Retrieval Solution Buffer) und Aqua
dest zur Epitopdemaskierung. Je nach verwendetem Primarantikdrper (siehe Tabelle
11) erfolgte die Vorbehandlung bei einem pH-Wert von 6,1 fir 25 Minuten oder bei
einem pH-Wert von 9 fir 20 Minuten. Zur Reduktion der Oberflachenspannung und
letztlich besseren Penetrierbarkeit der Antikbrper wurden die Objekttrager nach
vorangegangenem Abkuhlen unter flieRendem Wasser einmalig Gber 5 Minuten in
EnVision™ FLEX Wash-Buffer gespult. AnschlieBend kuahlten die Schnitte unter
flieBendem Wasser fur 7 Minuten ab und wurden dann fur weitere 5 Minuten in den
DAKO-Waschpuffer getaucht. Dies dient der Reduktion der Oberflachenspannung und
der besseren Zuganglichkeit der Antigenstrukturen fiir den Antikérper.

Es folgte die Programmierung des DAKO Cytomation Autostainers und das Einsetzen
der Objekttrager nach vorgegebenem Schema in den Autostainer. Die Detektion der
Antikorper erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe des Enzyms Meerrettich-Peroxidase
(enthalten im Flex Envision™ Kit). Der endgultige Nachweis des Zielantigens und die
Signalverstarkung mittels Sekundarantikérper erfolgten durch das EnVision™ FLEX
DAB+ Chromogen. Als letztes wurde im Autostainer eine Gegenfarbung mit
Hamatoxylin mit EnVision™ FLEX Hematoxylin zur Sichtbarmachung der Zellkerne
vorgenommen. Nach dem Entnehmen aus dem Autostainer erfolgte die Spilung mit
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Leitungswasser, was durch die herbeigeflihrte pH-Erhéhung zum Farbumschlag nach
blau-violett fihrt. Dem folgten erneut Bader in aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol je
zweimal 2 Minuten, Xylol je dreimal 3 Minuten), um den Gewebeschnitten Wasser zu
entziehen und eine Konservierung moglich zu machen. Im letzten Schritt wurden die
Schnitte in Xylol getaucht und mit Entellan auf Objekttragern fixiert. Bis zur Auswertung
wurden die Objekttrager im Kihlschrank aufbewahrt.

3.2.4.3 Ubersicht und Erliduterung der immunhistochemischen Marker

CD steht als Abklrzung fur Cluster of differentiation (CD). Es stellt ein
Ordnungssystem fir immunologische Oberflachenmarker dar. Die Oberflachenmarker
sind als Glykoproteine in der Zellmembran verankert und dienen der Zellerkennung,
Signaltransduktion oder fungieren als Enzyme (151).

1. CD3

Alle T-Lymphozyten tragen im menschlichen Korper das Oberflachenantigen CD3.
Trifft ein Major Histocompatibility Complex-Molekidl (MHC) auf einen T-Lymphozyten,
verbindet sich das MHC mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR)-CD3-Komplex. CD3 vermittelt
die weitere Signalweitergabe und initiiert so die Immunantwort (152).

2. CD4

CD4 kommt auf den Membranen von Monozyten, Makrophagen, sowie T-Helferzellen
vor. Zusammen mit dem TCR findet die Erkennung an MHC-II gekoppelter Antigene
statt. T-Helferzellen (Th) haben vielfaltige Aufgaben. Th1-Zellen spielen eine Rolle bei
der Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen, Th2-Zellen sind an der humoralen
Immunantwort beteiligt. Daneben existieren noch regulatorische T-Zellen (Treg),
welche die Antwort der Ubrigen T-Zellen regulieren und bremsen kénnen (84).

3. CD8

CD8 befindet sich auf zytotoxischen T-Zellen, zum Teil auch auf regulatorischen T-
Zellen, naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), Thymozyten und dendritischen Zellen.
Zusammen mit dem TCR findet die Erkennung an MHC-I gebundener Antigene statt.
CD8+ NK-Zellen kdnnen Tumorzellen zerstéren (84).

4. Forkhead-Box-Protein P3 (FOXP3)

FOXP3 ist ein intrazellularer Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression von
Genen fir Proteine, die an der Differenzierung regulatorischer T-Zellen (Treg) beteiligt
sind (84).

5. CD68

CDG68 ist ein Glykoprotein der Zelloberflache von Makrophagen und Monozyten. Auch
Tumorzellen kédnnen CD68 exprimieren, um so der Immunantwort des Koérpers zu
entgehen (132).

6. Zinc-finger E-box binding homeobox 1 (ZEB1)

ZEB1 ist ein zur ZEB-Familie gehorender Transkriptionsfaktor. Er gilt als einer der
Induktoren der Epithelial-mesenchymalen Transition. Zudem hat er Bedeutung bei der
Regulation von Stammzellen und bei der Beeinflussung des Zellzyklus (153).

7. N-Cadherin (Cadherin 2 oder neuronales Cadherin)

N-Cadherin zahlt zur Gruppe der Cadherine. Das sind transmembranése
Glykoproteine, die an Zell-Zell-Kontakten beteiligt sind (154). Bei der Epithelial-
mesenchymalen Transition in Tumorzellen erfolgt ein sogenannter Switch von E-
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Cadherin zu N-Cadherin, der daflir sorgt, dass sich die Zellen aus dem Epithelverband
I6sen und migrieren kdnnen (155).
8. CD56 (Neural cell adhesion molecule 1, NCAM)

CD56 befindet sich hauptsachlich auf natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen). Daneben
findet man es auch auf Subgruppen von T-Zellen, dendritischen Zellen oder
Monozyten. NK-Zellen gehéren dem angeborenen Immunsystem an und sind in der
Lage virusinfizierte Zellen oder Tumorzellen anzugreifen (156).

3.2.5 Digitale Bildanalyse

Tabelle 13: Gerate und Software der digitalen Bildanalyse

Gerat/Software Name Hersteller

Whole-Slide Imaging NanoZoomer 2.0-HT Hamamatsu Photonics, Japan

Scanner C9600series

Viewer Software NDP.scan Hamamatsu Photonics, Japan
U1007 4-01

Viewer Software NDP.view2 Hamamatsu Photonics, Japan
U12388-01

Digitales QuPath: Open-source Bankhead, P. et al. (2017)

Bildanalyseproggramm software for digital pathology | Scientific Reports
and image analysis https://doi.org/10.1038/s41598-

017-17204-5

Es ist moglich, histopathologische Schnittpraparate mittels Whole-Slide-Scanner zu
digitalisieren (157). Dies macht sie einer digitalen Bildanalyse zuganglich, welche eine
Madglichkeit darstellt, effiziente, objektive und reproduzierbare Analysen durchzufihren.
Dieses Qualitatsmerkmal ist vor allem bedeutsam, wenn Erkenntnisse in Korrelation zu
Uberlebensdaten gesetzt werden oder klinische Entscheidungspfade darauf aufgebaut
werden sollen (158).

Im vorliegenden Projekt wurde das Open-Source Programm QuPath (158) zur digitalen
Bildanalyse verwendet. Nach Digitalisierung der TMA-Slides mittels Scanner wurden
die Bilddaten in eine Ordnerstruktur in QuPath geladen. Im Anschluss erfolgte ein
automatisches TMA-Dearraying. Hierbei konnen beschadigte Gewebebereiche oder
Bereiche, die nicht in die Analysen einflieRen sollen, exkludiert werden. Im nachsten
Schritt erfolgte eine, durch das Programm automatisierte Erkennung und Annotierung
von Gewebe innerhalb der markierten Cores. Die sogenannte simple tissue detection.
Dem folgte die Programmierung der positive cell detection. Diese ermdglicht, dass
gefarbte Zellen auch als solche erkannt werden und nimmt zusatzlich eine
Eingruppierung nach Farbeintensitat (1+, 2+, 3+) vor. Die genaue Einstellung der
jeweiligen Parameter zur positive cell detection erfolgt fir jeden Marker durch den
Benutzer individuell. Anschlielend wurden alle Cores eines TMAs ausgewahlt und der
entsprechende Analyse-Algorithmus auf diese angewendet. Ergebnis ist sowohl eine
grafische als auch numerische Ausgabe der Ergebnisse. Positive Zellen werden nach
Abstufung der Farbintensitat rot, orange und gelb dargestellt. Zellen, in denen der
Marker nicht angefarbt werden konnte werden in blau dargestellt. Die Daten der
numerischen Auswertung lassen sich in Form einer CSV-Datei exportieren und fir
weiterflihrende Analysen verwenden. Exemplarisch sind in Abbildung 11 die einzelnen
Schritte eines durchgefihrten Workflows der Software dargestellt.
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Abbildung 11: Workflow einer digitalen Bildanalyse mit QuPath.

3.2.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit wurden mit der Software GraphPad
Prism 9 durchgefiihrt. Darlber hinaus konnte die statistische Beratung des Instituts fir
medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Universitatsmedizin
Mainz in Anspruch genommen werden.

Die Ergebnisse wurden jeweils auf statistische Signifikanz auf einem Signifikanzniveau
von 5 % geprift.

Ein Problem des multiplen Testens kann die Zunahme der Wahrscheinlichkeit fiir einen
Fehler 1. Art sein. Ein Fehler 1. Art beschreibt die Situation, dass die Nullhypothese
falschlicherweise verworfen wird. Um dies beim multiplen Testen zu verhindern kann
eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt werden. Hiermit werden die p-Werte
entsprechend angepasst. Die Anwendung wird in der Literatur kontrovers diskutiert
(159). In der vorliegenden Arbeit wurde auf die Anwendung einer Bonferroni-Korrektur
verzichtet. Es gilt fur die Auswertung und Diskussion der Ergebnisse zu bedenken,
dass es sich bei der Arbeit um eine rein explorative Darstellung handelt und fur den
statistischen Beleg von Zusammenhangen entsprechend groRer angelegte Studien
durchgefiihrt werden muissten.

In der automatisierten Bildauswertung durch QuPath wurde fur CD3, CD4, CD8, CD68
und FOXP3 der Prozentwert positiver Zellen bezogen auf alle detektierten Zellen des
jeweiligen Cores ermittelt. Aus den Werten von je drei Cores eines Patienten wurde
dann der Mittelwert gebildet. So ging pro Tumor und Marker ein relevanter Wert in die
Auswertung ein. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Expressionslevel der
immunhistochemischen Marker CD3, CD4, CD8, CD68 und FOXP3 anschliellend in

31



die Kategorien ,Jow* und ,high” unterteilt. Die Bestimmung des notwendigen Cut-off-
Wertes erfolgte mit Hilfe des Cut-off-Finders von Budczies et al. (160). Die jeweiligen
Cut-off-Werte zeigt Tabelle 14.

Bei den Farbungen von N-Cadherin, CD56 und ZEB konnte in der angefertigten Arbeit,
anders als bei den oben beschriecbenen Farbungen, keine zuverlassige Detektion
positiver Farbungen im Tumor oder dem Stroma mittels digitaler Bildanalyse erreicht
werden. Somit konnte auch die Anzahl positiver Zellen nicht automatisiert ausgezahlt
werden. Demnach erfolgte fur diese Farbungen eine semiquantitative-manuelle
Auswertung. Es wurde fir das Expressionsniveau in den jeweiligen Cores eine
Kategorie vergeben. ,negative” Cores enthielten keine positiv gefarbten Zellen. Cores
der Kategorie ,mild“ enthalten vereinzelte positive Zellen, Cores der Kategorie
»,moderate“ wenige und Cores der Kategorie ,high” viele positive Zellen. Anschliellend
wurde der Mittelwert aus drei Cores der semiquantitativen Auswertung ermittelt (siehe
Tabelle 14 und 15).

Fur die Erstellung der deskriptiven Statistik erfolgte die Charakterisierung des
Kollektivs anhand von Variablen, die vor allem fiir die Prognose von Bedeutung sind.
Dazu gehdéren das Geschlecht, das Alter, das TNM-Stadium, Grading und der
Resektionsstatus. Hierzu wurden absolute und relative Haufigkeiten angegeben. Alle
stetigen Variablen wurden beschrieben durch Mittelwert und Standardabweichung
(SD). Zudem erfolgte die Anfertigung von Histogrammen zur Darstellung der
Haufigkeitsverteilung und die Darstellung von Lagemalen in Form von Boxplots flir die
Darstellung der Verteilung der Marker. Die Box erstreckt sich dabei von der 25 % bis
zu 75 % Perzentile. Innerhalb der Box befinden sich also 50 % aller Werte. Der
Interquartilsabstand ist durch die Lange der Box gegeben und zeigt die Streuung der
Werte. Die beiden ,Whisker‘ zeigen Minimum und Maximum. Uberschreiten diese
Werte die 1,5-fache Lange der Box, so werden sie in Form von Punkten als
sogenannte Ausreiler dargestellt. Als horizontaler Strich innerhalb der Box zeigt sich
der Median (161).

Zur Berechnung der Uberlebenszeitanalysen wurde das Ende des
Beobachtungszeitraumes fir jeden Patienten individuell festgelegt. Trat im
Beobachtungszeitraum der Tod ein, so wurde das Todesdatum eingesetzt. Ansonsten
wurde das Datum des letzten ermittelbaren Kontakts zum Patienten verwendet.
Anfangsdatum war bei allen Patienten das OP-/Diagnosedatum. Fur die verschiedenen
Gruppen wurden vergleichende Uberlebenszeitkurven nach der Kaplan-Meier Methode
erstellt. Der Vergleich von Subgruppen erfolgte mittels des Log-Rank Tests.

32



4 Ergebnisse

4.1 Cut-off Werte und Kategorien der Markeranalysen

Tabelle 14: Cut-off-Werte der Inmunzell-Marker

Marker »low“ bezogen auf %- ,»high“ bezogen auf %-
positive Zellen positive Zellen

CD3 <2.63 % >2.63 %

CD4 <883 % >8.83 %

CD8 <6.66 % > 6.66 %

CD68 <26.76 % >26.76 %

FOXP3 <1.67 % >1.67 %

Tabelle 15: Kategorien der semiquantitativen Analyse von ZEB1, CD56 und N-

Cadherin

Anzahl positive Zellen

Kategorie

keine Negative (0)
vereinzelt Mild (1)
wenige Moderate (2)
viele High (3)
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4.2 Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs

Tabelle 16: Tabellarische Ubersicht des Kollektivs

Absolut Relativ (%)
Gesamt n =126
Geschlecht
Mannlich 72 57,14 %
Weiblich 54 42,86 %
Alter (Jahre)
<50 8 6,35 %
50-59 24 19,05 %
60-69 35 27,78 %
70-79 54 42,86 %
>80 5 3,97 %
T-Stadium
pT1 4 3,17 %
pT2 6 4,76 %
pT3 111 88,10 %
pT4 5 3,97 %
Nodalstatus *
NO 38 30,20 %
N1 87 69,00 %
NXx 1 0,8 %
Metastasen
Mx 39 30,95 %
MO 80 63,49 %
M1 7 5,56 %
Grading
G1 4 3,17 %
G2 74 58,73 %
G3 48 38,10 %
Resektionsstatus
RO 99 78,60 %
R1 26 20,60 %
Rx 1 0,80 %
UICC-Klassifikation
A 2 1,59 %
IB 2 1,59 %
A 28 22,22 %
1B 83 65,87 %
1l 2 1,59 %
v 9 7,14 %
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Das Kollektiv setzte sich zusammen aus 72 (57 %) Mannern und 54 (43 %) Frauen.
Das mittlere Alter der Patienten lag bei etwa 67 Jahren (Mittelwert 66,56; +/- 9,83
Jahre; Median 69 Jahre). Der jungste Patient war zum Diagnosezeitpunkt 42 Jahre alt,
der alteste Patient 85 Jahre alt. Abbildung 12 zeigt die Altersverteilung im Kollektiv. Zur
besseren Darstellbarkeit wurden die Patienten in Altersgruppen unterteilt. Es wird
deutlich, dass die meisten Patienten bei Diagnosestellung ein Alter von Uber 60 Jahren
erreicht haben, die Streuung der Altersbereiche sich allerdings Uber einen breiten
Bereich erstreckte.
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Abbildung 12: Histogramm der Altersverteilung.

Abbildung 13 stellt die Verteilung der Tumorlokalisation im Kollektiv dar. Bei 120
Patienten fanden sich im histopathologischen Befund Angaben zur Lokalisation. Mit
einem Anteil von Uber 85 % (n = 103) befand sich die Mehrheit aller Adenokarzinome
des Kollektivs im Bereich des Pankreaskopfes, gefolgt vom Pankreasschwanz mit etwa
6,7 % (n = 8). In etwa 4 % (n = 5) der Falle war der Tumor im Pankreaskorpus
lokalisiert. Bei einem geringen Anteil der Patienten (3,33 %, n = 4) verteilte sich der
Tumor an mehreren Stellen des Organs.

Caput (85.83 %)
Corpus (4.17 %)
Cauda (6.67 %)
Multilokulér (3.33 %)

Abbildung 13: Prozentuale Verteilung der Tumorlokalisation.

Wie in Abbildung 14 gezeigt, konnten 4 Proben (3,17 %) einem T1-Stadium
zugeordnet werden, 6 Proben (4,76 %) einem T2-Stadium, 111 Proben (88,10 %)
einem T3-Stadium und 5 Proben (3,97 %) einem T4-Stadium. 38 Proben (30,2 %)
wiesen keinen Befall der Lymphknoten (NO) auf. Bei 87 Patienten (69 %) war es
bereits zum Befall regionaler Lymphknoten gekommen (N1). Bei einem Patienten
(0,8%) lagen keine Angaben zum Nodalstatus vor. Anzumerken gilt an dieser Stelle die
seit 2017 gultige Veranderung der TNM-Klassifikation fiir das Pankreaskarzinom. Bis
zu diesem Zeitpunkt wurde beim Nodalstatus in vorhandene oder nicht vorhandene
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Lymphknotenmetastasen unterschieden. Seit 2017 wird zusatzlich zwischen einem N1
(1-3 befallene Lymphknoten) und einem N2-Status (> 4 befallene Lymphknoten)
unterschieden. Die Datensets der Patienten stammen hauptsachlich aus den Jahren
vor 2017 und sind der 7. Auflage entsprechend klassifiziert.

Eine Fernmetastasierung (M1) wurde bei 7 (5,56 %) Patienten nachgewiesen, 80
(63,49 %) Patienten hatten zum Diagnosezeitpunkt keine nachweisbaren
Fernmetastasen. Bei 39 (30,95 %) Patienten konnte im histopathologischen Befund
keine Aussage zur Metastasierung getroffen werden (Mx).

T-Stadium N-Stadium

pT1 (3,17 %) NO (30,4 %)
pT2 (4,76 %) N1 (69,6 %)
pT3 (88,10 %)

pT4 (3,97 %)

M-Stadium

Mx (30,95 %)
MO (63,49 %)
M1 (5,56 %)

Abbildung 14: Prozentuale Verteilung der TNM-Stadien.

Bei 4 Patienten (3,17 %) lag ein gut differenzierter Tumor (G1) vor. 74 Patienten (58,73
%) hatten einen maRig differenzierten Tumor (G2) und 48 (38,10 %) Patienten
prasentierten Tumoren mit schlecht differenzierten Zellen (G3).

In Bezug auf die Tumorfreiheit des Resektionsrandes lag bei 99 (78,6 %) Fallen ein
RO-Status vor; es fanden sich also weder makro- noch mikroskopische Tumorresiduen
am Resektionsrand. 26 Patienten (20,6 %) zeigten makroskopische Residuen am
Resektionsrand (R1). In einem Fall (0,8 %) fehlte die Angabe zum Resektionsstatus.

Grading Resektionsstatus
G1 (3,17 %) RO (78,6 %)
G2 (58,73%) R1 (20,6 %)
G3 (38,10 %) Rx (0,8 %)

Abbildung 15: Prozentuale Verteilung von Grading und Resektionsstatus.
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Bei der Verteilung der UICC-Stadien (Abbildung 16) zeigte sich, dass die Minderheit
der Patienten (n = 2; 1,59 %) den Stadien UICC IA und IB zuzuordnen waren, was
bedeutet, dass die Tumoren ein T1- oder T2-Stadium aufwiesen und keine
Lymphknoten- oder Fernmetastasierung vorlag. 28 Patienten befanden sich zum
Diagnosezeitpunkt im Stadium [IA (22,22 %). Die grofte Patientengruppe (83
Patienten; 65,87 %) befand sich in Stadium 1IB. Hier war es bereits zur
Lymphknotenmetastasierung gekommen. Zwei Patienten (1,59 %) konnte das Stadium
Il und somit eine T4-Klassifikation, sowie ein NO- oder N1-Stadium zugeordnet
werden. Das UICC-Stadium IV, entsprechend einer stattgehabten Fernmetastasierung,
lag bei 9 Patienten (7,14 %) vor.

UICC-Stadien

IA (1,59 %)

‘ IB (1,59 %)
1A (22,22 %)
IIB (65,87 %)

111 (1,59 %)
-V (7,14 %)

Abbildung 16: Verteilung der UICC-Stadien.

Von 126 Patienten standen Daten zum klinischen Verlauf nach der Operation zur
Verfligung. In Abbildung 17 ist das Gesamtlberleben des Kollektivs dargestellt. Als
Anfangspunkt galt der Punkt des Probeneingangs, respektive das Operationsdatum.
Endpunkt war das Sterbedatum der Patienten oder das Datum des letzten Kontakts
zum Patienten. Der Tod wurde als Ereignis gewertet, der letzte Kontakt zum Patienten
als Zensierung. Wahrend des Beobachtungszeitraums trat 99-mal das Ereignis Tod
ein. Bei 27 Patienten kam es zur Zensierung. Die Dauer des Uberlebens reichte von 0
Monaten bis 121 Monaten. Neun Patienten starben innerhalb der ersten 30 Tage nach
Operation. 10 Personen lebten noch 5 Jahre nach Operation, eine Person uberlebte 10
Jahre nach Operation. Das mediane Uberleben der Kohorte lag bei 17 Monaten. Nach
5 Jahren lebten noch 16,1 % (absolute 5-Jahres-Uberlebensrate) der Kohorte, nach 10
Jahren 14,1 % (absolute 10-Jahres-Uberlebensrate).
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Abbildung 17: Gesamtiiberleben der PDAC-Kohorte von 2007-2017.
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4.3 Assoziation von klinisch-pathologischen Merkmalen und
Gesamtiberleben

4.3.1 Assoziation von Geschlecht und Alter und Gesamtiiberleben
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Abbildung 18: Gesamtiiberleben nach Geschlecht und Altersgruppen.

Bei Frauen lag das mediane Gesamtliberleben bei 22 Monaten, bei Mannern bei 16
Monaten. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zeigte sich im Log-Rank
Test nicht (p = 0.32).

Hinsichtlich des Alters hatte die Gruppe der Patienten mit einem Alter von unter 50
Jahren ein medianes Uberleben von 18 Monaten, die Gruppe von 50-59 Jahren
uberlebte im Median 13 Monate, bei den Personen von 60-69 Jahren waren es 20
Monate. Patienten im Alter von 70-79 Jahren hatten ein medianes Uberleben von 19
Monaten und am kiirzesten Uberlebten Patienten mit einem Alter von tber 80 Jahren
(8 Monate im Median (Abbildung 18 a)). Ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen im Log-Rank-Test zeigte sich nicht (p = 0.42). Grafisch wird dennoch deutlich,
dass vor allem Patienten der jingsten Gruppe einen Uberlebensvorteil gegeniiber
solchen der altesten Gruppe hatten (Abbildung 18 b)).
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4.3.2 Assoziation von TNM-Stadium und Gesamtiiberleben

100
90~{E
80—+

70| A — T
60 i 1
50 — T4

a)

Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
£
o
1

T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Zeit (Monaten)

b)

100

704 —— NO/Nx
— N1

Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

Or—T—71T 7T T T T T 1T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Zeit (Monaten)

100

70 —— MO
— M
60— —— Mx

Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)
8
1

0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Zeit (Monaten)

Abbildung 19: Gesamtiiberleben nach TNM-Stadium.

Im Stadium T1 lag das mediane Uberleben bei 45,5 Monaten, im Stadium T2 bei 47
Monaten. Im Stadium T3, in welchem sich die meisten Patienten der Kohorte befanden
lag ein medianes Uberleben von 17 Monaten vor: Im Stadium T4 war es bei 25
Monaten. Der Log-Rank-Test erbrachte keine Signifikanz (p = 0.40) hinsichtlich eines
Uberlebensvorteils zwischen den vier Gruppen. Es lasst sich dennoch grafisch
ablesen, dass Patienten in den Stadien T1 und T2 langer lebten also solche in Stadium
T3 und T4 (Abbildung 19 a)).

Patienten, deren Lymphknoten nicht befallen waren (NO), Uberlebten im Median 22
Monate ab Diagnosezeitpunkt. Patienten mit Lymphknotenmetastasen wiesen
hingegen ein medianes Uberleben von 14 Monaten auf. Dies deutet auf einen
Uberlebensvorteil bei fehlender Lymphknoteninfiltration hin (Abbildung 19 b)). Im Log-
Rank-Test zeigte sich jedoch keine Signifikanz (p = 0.08).

Beim Vergleich der Uberlebenszeitdaten im Hinblick auf eine Fernmetastasierung
hatten Patienten, bei denen keine Aussage Uber eine Metastasierung getroffen wurde
(Mx) ein medianes Uberleben von 29 Monaten. Im Gegensatz dazu Uberlebten
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Patienten mit fehlender Metastasierung (M0O) im Median 14 Monate. Patienten mit
stattgehabter Fernmetastasierung Uberlebten 19 Monate im Median. In der Gruppe mit

Fernmetastasierung
Beobachtungszeitraums.

verstarben alle

Patienten
Mit einem p-Wert von 0.03 unterschieden sich die

(n 7) innerhalb des

Subpopulationen signifikant im Uberleben (Abbildung 19 c)).

4.3.3 Assoziation von Grading, Resektionsstatus und Gesamtiiberleben

a)

heinlichkeit (%)

Ub

100
9011
80—
70
60—
50—
40—
304
20+
10 el

0

T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Zeit (Monaten)

— G1/G2
— G3 E

b)

it (%)

ber

V]

100+
90+
80

70
60—
50
40

“~ RO/Rx
— R1

30 |
20+
10
0

T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
Zeit (Monaten)

Abbildung 20: Gesamtiiberleben nach Grading und Resektionsstatus.

Patienten mit Tumoren von guter und maRiger Differenzierung (G1 und G2) lebten im
Median 19 Monate. Solche mit schlecht differenzierten Tumoren hingegen 17 Monate
Der Log-Rank-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p
= 0.21). Optisch (Abbildung 20 a)) lasst sich aber erkennen, dass Patienten mit G1 und
G2-Tumoren ein tendenziell langeres Uberleben gegenlber solchen mit schlecht
differenzierten (G3) Tumoren hatten.

Patienten, bei denen der Resektionsrand keine Tumorreste aufwies (RO = 19 Monate
im Median) hatten im Vergleich zu denen mit mikroskopischen Tumorresten (R1 = 14
Monate im Median) ein um 5 Monate léangeres medianes Uberleben (Abbildung 19 b)).
Bei einem Patienten wurde keine Aussage zum Resektionsrand getroffen. Auch im
Log-Rank-Test zeichnete sich mit einem p-Wert von 0.042 ein statistisch signifikanter
Unterschied der beiden Gruppen ab.

4.3.4 Assoziation von UICC-Stadium und Gesamtiiberleben
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Abbildung 21: Gesamtiiberleben nach UICC-Stadium.
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Fur das UICC-Stadium | konnte kein medianes Gesamtlberleben berechnet werden.
(Abbildung 21). Lediglich vier Patienten erflllten die Kriterien fir das Stadium I. Drei
dieser Patienten verstarben, ein Patient wurde zensiert. Es lagen in dieser Gruppe
somit nicht ausreichend Daten vor, um eine verlassliche Uberlebenswahrscheinlichkeit
zu berechnen. Die Gruppe konnte ausschlief3lich grafisch bewertet werden. Im
Stadium IIl befanden sich die meisten Patienten des Kollektivs. Hier lag das mediane
Uberleben bei 16 Monaten, im Stadium Il bei 19 Monaten und im Stadium IV bei 20
Monaten. Statistisch lie3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
darstellen (p = 0.49).

4.4 Qualitative Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen
4.41 Farbungen der tumorinfiltrierenden Immunzellen

4.4.1.1 CD3+ Zellen

CD3-low Input CD3-high Input

CD3-low Analyse

B

Abbildung 22: Exemplarische Darstellung der CD3-Farbung am PDAC.

Abbildung 22 zeigt exemplarisch die immunhistologische Farbung von CD3 am
Pankreaskarzinom. Positiv gefarbte Zellen prasentierten sich auf den Schnitten durch
einen braun gefarbten Zellkern. AnschlieRend wurde der Anteil CD3+ Zellen am
gesamten Core (CD3- Zellen sind blau markiert) in Prozent ausgegeben. Es konnten
126 Farbungen hinsichtlich CD3-Positivitdt ausgewertet werden. Der Mittelwert lag bei
8,25 % (SD 6,14%) positiven Zellen in den Cores. Der Maximalwert lag bei 30,77 %
positiven Zellen, der Minimalwert bei 0,06 % positiven Zellen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Verteilung CD3+ Zellen (a) und relative Verteilung der Subgruppen
(b).

Abbildung 23 zeigt, dass sich die Mehrzahl der Proben im unteren %-Bereich positiver
Zellen befand, es aber eine breite Streuung der Werte zwischen 0,1 % und 30,8 % um
den Mittelwert gab. 79,37 % (n = 26) der Patienten wurden der Gruppe CD3-/ow und
20,63 % (n = 100) der Gruppe CD3-high zugeteilt.

4.4.1.2 CD4+ Zellen

CD4-low Input CD4-high Input

Abbildung 24: Exemplarische Darstellung der CD4 Farbung am PDAC.

Abbildung 24 zeigt Beispiele der CD4-Farbung am Pankreaskarzinom. CD4+ Zellen
befanden sich hauptsachlich im Stroma rund um die Tumorzellnester. Der Mittelwert
lag bei 5,60 % positiven Zellen (SD 6,63 %). Der Maximalwert lag bei 36,42 %
positiven Zellen, der Minimalwert bei 0,02 %. Es zeigte sich ebenfalls eine breite
Streuung der Anzahl positiver Zellen (Abbildung 25) um den Mittelwert.
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Abbildung 25: Verteilung CD4+ Zellen (a) und relative Verteilung der Subgruppen
(b).

Bei 77 % der Proben konnte ein niedriger Anteil CD4+ und bei 23 % der Proben ein
hoher Anteil CD4+ Zellen detektiert werden.

4.41.3 CD8+ Zellen

CDB8-low Input CDB8-high Input

SN

CD8-low Analyse

Abbildung 26: Exemplarische Darstellung der CD8 Farbung am PDAC.

Abbildung 26 prasentiert exemplarisch die CD8-Farbung am Pankreaskarzinom. Die
Einteilung erfolgte auch in diesem Fall anhand des prozentualen Anteils positiver
Zellen in zwei Gruppen. Positive Zellen zeigten eine deutliche Braunfarbung des
Zellkerns. Der Mittelwert lag bei 5,19 %, (SD 5,05 %). Der Maximalwert lag bei 32,66
% positiven Zellen, der Minimalwert bei 0,07 % positiven Zellen.
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Abbildung 27: Verteilung CD8+ Zellen (a) und relative Verteilung der Subgruppen
(b).

76 % der Patienten wiesen einen niedrigen Anteil, 24 % der Patienten einen hohen
Anteil an Cores mit CD8+ Zellen auf.

4.4.1.4 FOXP3+ Zellen

FOXP3-low Input FOXP3-high Input

%

Abbildung 28: Exemplarische Darstellung der FOXP3 Farbung am PDAC.

Abbildung 28 prasentiert exemplarisch die FOXP3-Farbung am Pankreaskarzinom. Die
Einteilung der Gruppen erfolgte auch in diesem Fall anhand des prozentualen Anteils
positiver Zellen. Positive Zellen zeigten sich durch einen braun gefarbten Zellkern. Der
Mittelwert lag bei 2,52 % positiven Zelle, (SD 1,98 %). Der Maximalwert betrug 10,59
% und der Minimalwert lag bei 0,27 % positiven Zellen.
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Abbildung 29: Verteilung FOXP3+ Zellen (a) und relative Verteilung der
Subgruppen (b).

33 % der Patienten hatten einen geringen Anteil, 67 % einen hohen Anteil FOXP3+
Zellen.

4.41.5 CD68+ Zellen

CD68-low Input CD68-high Input

CD68-high Analyse

Abbildung 30: Exemplarische Darstellung der CD68 Farbung am PDAC.

Abbildung 30 zeigt exemplarisch die CD68-Farbung am Pankreaskarzinom. Positive
Zellen zeigten eine deutliche Braunfarbung. Der Mittelwert lag bei 23,89 % positiven
Zelle (SD 11,89 %). Der Maximalwert lag bei 58,60 % und der Minimalwert bei 5,04 %
positiven Zellen. Auch hier zeigte sich eine deutliche Streuung der Werte um den
Mittelwert.
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Abbildung 31: Verteilung CD68+ Zellen (a) und relative Verteilung der
Subgruppen (b).

62 % der Proben wiesen eine niedrige Anzahl CD68+ Zellen, 38 % hingegen eine hohe
Anzahl CD68+ Zellen auf.

4.4.1.6 CD56+ Zellen

CD56-low CD56-moderate CD56-high

Abbildung 32: Exemplarische Darstellung der CD56-Farbung am PDAC.

Abbildung 32 bildet die Resultate der immunhistochemischen Farbung von CD56
beispielhaft ab. CD56+ Zellen zeigten eine deutlich Braunfarbung der Zellmembran. Zu
erwahnen ist, dass CD56 auch Perineuralscheiden braun anfarbte, und somit
angetroffene Nervenfasern ebenfalls dargestellt wurden. Die Analyse erfolgte aus
diesem Grund semiquantitativ, manuell. Eine Auswertung der Farbeergebnisse war bei
123 von 126 Tumoren moglich. 53,65 % zeigten keine CD56-Farbung. 39,02 % der
Proben hatten einen geringen Anteil CD56+ gefarbter Zellen, 6,50 % eine moderaten
und 0,81 % einen hohen Anteil CD56+ gefarbter Zellen.
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Abbildung 33: Relative Verteilung der Subgruppen CD56+ Zellen.
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4.4.2 Farbungen der EMT-Marker
4.4.2.1 N-Cadherin (N-Cad)+ Zellen

N-Cadherin-low N-Cadherin-moderate N-Cadherin-high
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Abbildung 34: Exemplarische Darstellung der N-Cadherin Farbung am PDAC.

Abbildung 34 zeigt die Resultate der immunhistochemischen Farbung von N-Cadherin.
N-Cadherin-positive Zellen zeigten eine braune Farbung der Zellmembran. Die
Analyse erfolgte mittels semiquantitativer manueller Bewertung. Eine Auswertung der
Farbeergebnisse war bei 124 von 126 Tumoren mdglich. 76,61 % der Tumoren zeigten
keine N-Cadherin+ Zellen. 20,16 % der Tumoren fielen in die Kategorie mild, 1,61 %
der Tumoren in die Kategorie moderate und weitere 1,61 % der Tumoren in die
Kategorie high.
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Abbildung 35: Relative Verteilung der Subgruppen N-Cadherin+ Zellen.

44.2.2 ZEB1+ Zellen

ZEB1-low ZEB1-moderate ZEB1-high

Abbildung 36: Exemplarische Darstellung der ZEB1 Farbung am PDAC.

Abbildung 36 zeigt beispielhaft die Farbung von ZEB1 an drei Cores des TMA. In der
rechten Spalte (high) dargestellt, zeigt sich ein Beispiel einer sehr stark ausgepragten
ZEB1-Anfarbung in Form einer deutlich braunen Kernfarbung. In dieser Form farbten
sich im gesamten Kollektiv nur wenige Cores an. Bei den ubrigen Cores kam es haufig
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zu einer starken Hintergrundfarbungen des Zytoplasmas, ohne deutliche Kernfarbung.
Auch farbten sich vermehrt stromale Zellen an. Aus diesen Grinden erfolgte auch fir
ZEB1 eine semiquantitative, manuelle Auswertung. Von 126 Tumoren konnten 125
Tumoren ausgewertet werden. Insgesamt gilt es zu beachten, dass nur eine
eingeschrankte Auswertbarkeit von ZEB1 aufgrund unzureichender Qualitat der
Farbeergebnisse, auch nach mehrmaligen Farbeversuchen, in dieser Arbeit gegeben
ist. Die Aussagekraft der ZEB1-Farbungen und die damit einhergehender Analysen ist
somit beschrankt. Von 125 Patienten, deren Daten zur Auswertung herangezogen
werden konnten, zeigten 25,60 % keine, 60 % eine geringe, 14,40 % eine moderate
und 0,00 % eine starke ZEB1-Farbung. In der exemplarischen Darstellung der ZEB1-
Farbung ist ein Core mit der Farbeintensitat high dargestellt. Hierbei handelte es sich
um den einzigen Core der gesamten Auswertung, der eine solch ausgepragte
Anfarbung zeigte. Dem zugehdrigen Patienten wurden noch zwei weitere Cores mit
weniger deutlicher Farbung zugeordnet. Da bei jedem Fall der Mittelwert der
Farbeergebnisse der drei Cores fir die Analysen ermittelt wurde, ergibt sich der Wert
von 0,00% fur die starke ZEB1-Farbung.
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Abbildung 37: Relative Verteilung der Subgruppen ZEB1+ Zellen.
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4.5 Univariate Ereigniszeitanalysen zur Assoziation der Expression
immunhistochemischer Marker mit dem Gesamtiiberleben

Als Zeitpunkt der Diagnose wurde das Datum der Operation festgelegt. Endpunkte
wurden fur den jeweiligen Patienten individuell definiert. Trat innerhalb des
Beobachtungszeitraums der Tod ein, so wurde das Todesdatum verwendet und als
Ereignis gewertet. Ansonsten diente das Datum des letzten Kontakts zum Patienten
als Endpunkt und wurde als Zensur gewertet. Hierbei wurden Komorbiditaten,
perioperative Komplikationen, Rezidive oder das Auftreten von Zweittumoren nicht
erfasst und berticksichtigt. Ebenfalls floien keine Informationen zu neoadjuvanter,
adjuvanter oder palliativer Therapie in die Analysen ein. Fur n = 126 Patienten konnten
Uberlebenszeitdaten ausgewertet werden. Auf der x-Achse ist jeweils das
Gesamtliberleben in Monaten aufgetragen. Auf der y-Achse befindet sich die
Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf den jeweiligen Zeitpunkt. Das Ereignis Tod
ist innerhalb der Kaplan-Meier Kurven als Stufe dargestellt. Zensierungen werden
durch senkrechte Striche auf der Kurve gekennzeichnet. Teilweise kam es durch
geringe Patientenzahlen in den einzelnen Subgruppen zu Uberschneidungen der
Kurven.

4.5.1 Assoziation von tumorinfiltrierenden Immunzellen und
Gesamtiiberleben

4.5.1.1 Assoziation von CD3+ Zellen und Gesamtiiberleben

Der Grafik (Abbildung 38) ist zu entnehmen , dass Patienten mit hoher Anzahl CD3+
Zellen eine mediane Uberlebenszeit von 19 Monaten hatten im Vergleich zu Patienten
mit geringer Anzahl CD3+ Zellen, deren medianes Uberleben bei 9,5 Monaten lag.
Optisch legt dies nahe, dass Patienten mit hoher Anzahl CD3+ Zellen einen
Uberlebensvorteil gegeniiber solchen mit niedriger Anzahl hatten. Im Log-Rank-Test
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Uberlebenswahrscheinlichkeit zwischen
den beiden Gruppen (p = 0.1316).
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Abbildung 38: Assoziation von CD3+ und Gesamtiiberleben.

4.5.1.2 Assoziation von CD4+ Zellen und Gesamtiiberleben

Der Verlauf der Kurven zeigt, dass das mediane Uberleben bei geringer Anzahl CD4+
Zellen in den Cores 19 Monate und bei hoher Anzahl 10 Monate betrug. Auch hier
zeigte sich im Log-Rank-Test kein signifikanter ~ Unterschied der
Uberlebenswahrscheinlichkeiten zwischen den Subgruppen (p = 0.0709).

49



—— CD4 low
CD4 high

Uberlebenswahrscheinlichkeit (%)

O——T—T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Zeit (Monaten)

Abbildung 39: Assoziation von CD4+ und Gesamtiiberleben.

4.5.1.3 Assoziation von CD8+ Zellen und Gesamtiiberleben

Nachfolgend zeigt die Grafik (Abbildung 40) die Assoziation von CD8+ Zellen und dem
Gesamtlberleben. Bei einer niedrigen Anzahl CD8+ Zelle betrug die mediane
Uberlebenszeit 18 Monate, bei einer hohen 16 Monate. Die Kurven verlaufen
annahernd Uberlappend. Die beiden Gruppen unterschieden sich auch statistisch
bezlglich des Gesamtlberlebens nicht (p = 0.3486).
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Abbildung 40: Assoziation von CD8+ und Gesamtiiberleben.

4.5.1.4 Assoziation von CD68+ Zellen und Gesamtiiberleben

Patienten mit geringer Anzahl CD68+ Zellen Uberlebten im Mittel 14 Monate,
wohingegen Patienten mit hoher Anzahl CD68+ Zellen ein medianes Uberleben von 32
Monaten aufwiesen. Die beiden Kurven kreuzen sich nicht. Im Log-Rank-Test ergab
sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Gesamtlberlebens der
beiden Subgruppen (p = 0.0083).
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Abbildung 41: Assoziation von CD68+ und Gesamtiiberleben.

4.5.1.5 Assoziation von FOXP3+ Zellen und Gesamtiiberleben

Bei niedriger Anzahl FOXP3+ Zellen betrug das mediane Uberleben 19 Monate, bei
hoher Anzahl FOXP3+ Zellen lag es bei 16 Monaten. Auch im Log-Rank-Test zeigte
sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Subgruppen (p =
0.0255).
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Abbildung 42: Assoziation von FOXP3+ und Gesamtiiberleben.

4.5.1.6 Assoziation von CD56+ Zellen und Gesamtiiberleben

Patienten die keine CD56+ Zellen aufwiesen hatten ein medianes Uberleben von 13
Monaten, bei geringer Anzahl CD56+ Zellen lag es bei 25 Monaten, bei moderater
Anzahl bei 18 Monaten und der Patient mit hoher Anzahl CD56+ Zellen lebte einen
Monat. Anhand des Kurvenverlaufs lasst sich der Trend abschatzen, dass Patienten
mit einer hohen und moderaten Anzahl CD56+ Zellen einen Nachteil hinsichtlich des
Uberlebens gegeniiber solchen mit niedriger und fehlender Anzahl CD56+ Zellen
hatten. Die Patienten mit fehlenden CD56+ Zellen wiesen allerdings keinen Vorteil
hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit gegenliber denen mit geringer Anzahl.
Auch der Log-Rank Test zeigt keinen signifikanten Unterschied des Uberlebens unter
den Subgruppen an (p= 0.1565).
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Abbildung 43: Assoziation von CD56+ und Gesamtiiberleben.

Tabelle 17 stellt in Ubersicht die Ergebnisse der Uberlebenszeitanalysen der
Immunzell-Marker dar. Bei CD68 ist eine hohe Anzahl positiver Zellen mit signifikant
besserem Uberleben vergesellschaftet. Bei FOXP3 haben Patienten mit geringer
Anzahl FOXP3+ Zellen im Kollektiv einen signifikanten Uberlebensvorteil.

Tabelle 17: Zusammenfassung der Uberlebenszeitanalysen der Immunzell-
Marker

Marker Medianes Uberleben | Medianes Uberleben | p-Wert
(Monate) (Monate)
low high
CD3+ 9,5 19 0.1317
CD4+ 19 10 0.0709
CD8+ 18 16 0.3486
CD68+ 14 32 0.0083
FOXP3+ 19 16 0.0255
CD56+ 17 18 0.1565
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4.5.2 Assoziation von EMT-Markern und Gesamtiiberleben im
Pankreaskarzinom

4.5.2.1 Anzahl ZEB1+ Zellen und Gesamtiiberleben

In der Gruppe mit keinen oder einer niedrigen Anzahl ZEB1+ Zellen betrug das
mediane Uberleben 17 Monate. In der Gruppe mit moderater oder hoher Anzahl
ZEB1+ Zellen lag es bei 13,5 Monaten. Eine Signifikanz hinsichtlich eines
Unterschieds in Bezug auf das Gesamtuberleben der Subpopulationen liel} sich im
Log-Rxank-Test nicht zeigen (p = 0.512).
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Abbildung 44: Assoziation von ZEB1+ und Gesamtiiberleben.

4.5.2.2 N-Cadherin und Gesamtiiberleben

Patienten mit fehlenden N-Cadherin+ Zellen hatten ein medianes Uberleben von 19
Monaten, solche mit niedriger Anzahl Uberlebten im Mittel 13 Monate, mit moderater
Anzahl 6,5 Monate und bei den beiden Patienten mit hoher Anzahl N-Cadherin+ Zellen
verstarb ein Patient nach einem Monat. Der andere Patient wurde nach 121 Monaten
zensiert. Rechnerisch lag das mediane Uberleben in der Subpopulation high damit bei
60,6 Monaten. Optisch legen die Kurvenverlaufe nahe, dass Patienten mit fehlenden
N-Cadherin+ Zellen eine hdhere Uberlebenswahrscheinlichkeit haben als solche mit
niedriger Anzahl und diese wiederum einen Vorteil gegenuber solchen mit moderater
Anzahl. Der Log-Rank-Test zeigte allerdings keinen signifikanten Unterschied
bezliglich des Gesamtiiberlebens innerhalb der Subgruppen (p = 0.7646).
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Abbildung 45: Assoziation von N-Cadherin+ und Gesamtiiberleben.

Tabelle 18: Zusammenfassung der Uberlebenszeitanalysen der EMT-Marker
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Marker Medianes Uberleben | Medianes Uberleben | p-Wert
(Monate) (Monate)
negative/low moderate/high
N-Cadherin+ 17 6,5 0.7646
ZEB1+ 17 13,5 0.5123
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5 Diskussion

5.1 Datenanalyse und Patientenkollektiv

Bedingt durch die genannten Ein- und Ausschlusskriterien ergab sich ein selektiertes
Kollektiv. von n = 126 Patienten. Da ausschlieBlich Daten von an der
Universitatsmedizin Mainz operativ versorgten Patienten verwendet wurden, bildete
sich zudem eine geografisch begrenzte Patientengruppe, deren Eigenschaften nicht
zwingend auf die Grundgesamtheit in Deutschland oder anderen Landern Ubertragen
werden konnen. Ebenso wurden Datensets von Patienten, zu denen Probenmaterial
oder Uberlebenszeitdaten fehlten, nicht abgebildet. Dariiber hinaus war lediglich
bekannt, dass die Patienten eine Resektion des Pankreas erhalten hatten. Uber das
genaue Operationsverfahren wurden keine Informationen eingeholt. Aspekte wie der
Einsatz von Therapien (Chemo- oder Strahlentherapie), Vorerkrankungen oder weitere
klinische Verlaufsparameter, wurden bei den Analysen nicht bertcksichtigt. Somit kann
das in dieser Arbeit dargestellte Kollektiv lediglich als Stichprobe der Grundgesamtheit
gesehen werden und die daraus gewonnenen Informationen missen unter den
Gesichtspunkten der oben genannten Limitationen betrachtet werden. Die Ergebnisse
sollten an gréRReren Stichproben verifiziert werden.

5.2 Klinisch-pathologische Parameter

5.2.1 Geschlecht, Altersverteilung und Tumorlokalisation

Das Kollektiv bestand zu 57 % aus Mannern und zu 43 % aus Frauen. Betrachtet man
den Bericht des Zentrums fur Krebsregisterdaten (ZFKRG) des Robert Koch Institus
(RKI), findet man sowohl bei den Inzidenzen als auch bei der Pravalenz eine dhnliche
Verteilung der Geschlechter (6). Frauen Uberlebten im Kollektiv im Median 22 Monate
und somit sechs Monate langer als Manner mit 16 Monaten im Median. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zeigte sich im Log-Rank-Test nicht (p
= 0.32). Die CONCORD-3 Studie gibt allerdings ebenfalls Hinweise darauf, dass
Frauen mit Pankreaskarzinom langer Uberleben als Manner (162).

Auch die Altersverteilung in den Daten des ZFKRG entspricht in etwa derer des
analysierten Kollektivs. Die Mehrzahl der Patienten des Kollektivs war zum
Diagnosezeitpunkt Uber 60 Jahre alt. Das mittlere Erkrankungsalter liegt im Bericht bei
72 Jahren im Median fur Manner und 76 Jahren im Median fur Frauen (6). Im Kollektiv
waren die Patienten im Mittel 67 Jahre alt (Median 69 Jahre), wobei nicht zwischen
Mannern und Frauen unterschieden wurde. In einer Arbeit von Allen et al. zeigte sich
eine ahnlich breite Streuung der Altersverteilung (30-93 Jahre) (163) wie im Kollektiv
(42-85 Jahre). Hinsichtlich des Alters hatte die Gruppe unter 50 Jahren ein medianes
Uberleben von 18 Monaten, die Gruppe von 50-59 Jahren (iberlebte im Median 13
Monate, bei den Personen von 60-69 Jahren waren es 20 Monate. Patienten im Alter
von 70-79 Jahren hatten ein medianes Uberleben von 19 Monaten. Am kirzesten
Uberlebten Patienten mit einem Alter von Uber 80 Jahren (8 Monate im Median). Ein
signifikanter Unterschied ergab sich in dieser Arbeit nicht. Die Analyse eines groferen
Patientenkollektivs zeigt, dass Patienten in héherem Alter ein hoheres Risiko haben,
schneller zu versterben (164).

Im Kollektiv befand sich die Mehrzahl der Tumoren im Pankreaskopf (> 85%). Dies
entspricht der in der Literatur beschriebenen Verteilung von Adenokarzinomen des
Pankreas (5, 10).
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5.2.2 TNM-Klassifikation und UICC-Stadien

5.2.2.1 Tumorgrofe und T-Stadium

Im Median hatten die Tumoren im Kollektiv eine Grof3e von 3,7 cm. In der Literatur
finden sich Gréflenangaben von etwa 1-3 cm (5). Hinsichtlich der Aufteilung der T-
Stadien befanden sich 4 Patienten (3,17 %) im Stadium T1, 6 Patienten (4,76 %) im
Stadium T2, 111 Patienten (88,10 %) im Stadium T3 und 5 Patienten (3,97 %) im
Stadium T4. Diese Werte decken sich mit Angaben aus Analysen gréRerer Kollektive
(163). Im Stadium T1 lag das mediane Uberleben im Kollektiv bei 45,5 Monaten, im
Stadium T2 bei 47 Monaten, im Stadium T3 bei 17 Monaten und im Stadium T4 lag es
bei 25 Monaten. Der Log-Rank Test zeigte keine Signifikanz (p = 0.40) hinsichtlich
eines Uberlebensvorteils zwischen den vier Gruppen. Einschrankend muss erwahnt
werden, dass sich in den Gruppen T1, T2 und T4 jeweils nur wenige Patienten
befanden. Fasst man die Stadien T1/T2 und T3/4 zusammen, liel3 sich dennoch
grafisch erkennen, dass Patienten mit geringerer Tumorgréf3e ein tendenziell Iangeres
Uberleben haben. Ein héheres T-Stadium war auch in der Ubersichtsarbeit von Cong
et al. zum Vergleich der siebten und achten TNM-Klassifikation mit kiirzerem
Gesamtlberleben assoziiert (45).

5.2.2.2 Lymphknotenmetastasen

Bei 38 (30,4 %) Patienten im Kollektiv lag kein Befall von Lymphknoten vor. 87 (69,6
%) Patienten wiesen einen Befall auf. Bei einem Patienten lagen keine Angaben zum
Nodalstatus vor. Anzumerken ist, dass sich 2017 die TNM-Klassifikation fir das
Pankreaskarzinom verandert hat. Bis dato wurde beim Nodalstatus in vorhandene oder
nicht vorhandene Lymphknotenmetastasen unterschieden. Seit 2017 wird zwischen
einem N1- (1-3 befallene Lymphknoten) und einem N2-Status (>4 befallene
Lymphknoten) unterschieden (45). Die Datensets der Patienten stammten
Uberwiegend aus den Jahren vor 2017 und wurden entsprechend der siebten Auflage
klassifiziert. Patienten deren Lymphknoten nicht befallen waren (NO) Uberlebten im
Median 22 Monate ab Diagnosezeitpunkt. Wohingegen Patienten  mit
Lymphknotenmetastasen im Median 14 Monaten Uberlebten. Grafisch deutet dies auf
einen Uberlebensvorteil bei fehlender Lymphknoteninfiltration hin, obwohl sich im Log-
Rank-Test keine Signifikanz hinsichtlich des Uberlebens zwischen den zwei Gruppen
abbildete. Cong et al. zeigten, dass befallene Lymphknoten mit einem verkirzten
Uberleben assoziiert sind (45).

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht gemaR 8. Auflage der UICC-Klassifikation
zwischen N1 (1-3 Lymphknoten) und N2 (4 Lymphknoten) unterschieden. Eine Studie
von van Roessel et al., die die prognostische Wertigkeit der beiden Auflagen der UICC-
Klassifikation vergleicht, zeigte jedoch, dass sich das Outcome bei einem N2 Stadium
deutlich verschlechterte und eine Aufgliederung in N1 und N2 zur besseren Verteilung
der Patienten erstrebenswert ist (165). Dies konnte eine mdgliche Erklarung dafir sein,
dass sich in diesem Kollektiv kein signifikanter Unterscheid hinsichtlich des Uberlebens
zwischen den beiden Gruppen bei der Lymphknotenmetastasierung gezeigt hat.

5.2.2.3 Fernmetastasen

Im Kollektiv befand sich eine geringe Anzahl an Patienten (n = 7; 5,56 %), bei denen
eine Fernmetastasierung beschrieben wurde. GemaR den Therapieempfehlungen der
aktuellen Leitlinien gilt die operative Resektion des Tumors als einzig kurativer Ansatz
beim Pankreaskarzinom. Diese wird allerdings bei Fernmetastasierung nicht zwingend
empfohlen. Bei bekannter Fernmetastasierung, entsprechend einem UICC-Stadium 1V,
empfiehlt sich eine palliative Chemotherapie (3). Da in der vorliegenden Arbeit nur
Patienten ins Kollektiv aufgenommen wurden, die sich einer chirurgischen Resektion
des Tumors unterzogen hatten, gilt es zu diskutieren, warum sich dennoch einige
Patienten mit Fernmetastasierung fanden. Es lagen zur Analyse des Kollektivs
ausschlieBlich histopathologische Daten, sowie die Angaben zum Zeitpunkt des
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Versterbens oder zum letzten Kontakt vor. Weitere Informationen zur
Krankengeschichte, respektive zum klinischen Verlauf, wurden nicht eingeholt.
Mogliche Erklarung fir den Zusammenhang kénnte daher eine Operation mit palliativer
Zielsetzung gewesen sein. Zudem ist es denkbar, dass sich Metastasen erst intra-
oder postoperativ dargestellt haben. Einige Arbeiten legen zudem nahe, dass
Patienten mit metastasiertem Pankreaskarzinom dennoch von einer Resektion
profitieren kénnen (166-168). Die betroffenen sieben Patienten waren alle mannlich
und im Alter zwischen 54 und 76 Jahren. Die Tumoren befanden sich alle im T3-
Stadium und zeigten eine mafige (G2) bis schlechte (G3) Differenzierung. Die
Metastasen befanden sich in Leber und Peritoneum. Dies unterstutzt die oben
getroffene Annahme, dass es erst intraoperativ zum Auffinden der Herde gekommen
sein konnte. Eine gleichzeitige Resektion von Lebermetastasen und dem Primartumor
kann bei einigen Patienten zum verbesserten Outcome fiihren (168).

Patienten mit fehlender Fernmetastasierung (n = 80; 63,48 %) Uberlebten im Median
14 Monate. Im Gegensatz dazu uberlebten Patienten mit Fernmetastasierung (n = 7;
5,56 %) im Median 19 Monate im Kollektiv. Am Ende des Beobachtungszeitraums
waren alle Patienten dieser Gruppe verstorben. Bei der Gruppe, in der keine Aussage
zur Metastasierung getroffen wurde (n = 39; 30,95 %) Uberlebten die Patienten mit 29
Monaten im Median am langsten. In der Auswertung der Kaplan-Meier-Kurven
unterschieden sich die Subpopulationen signifikant (p = 0.027). Dies legt den Schluss
nahe, dass bei den meisten Patienten der Gruppe Mx wahrscheinlich keine
Metastasen vorlagen. Dass die kleine Gruppe mit Fernmetastasierung dennoch ein so
langes Uberleben aufwies, kdnnte damit erklart werden, dass es individuell spezielle
Grunde fur eine Operation bei bekannter Fernmetastasierung gegeben hat. So ist es
denkbar, dass die Resektion, trotz Metastasierung, zum langsameren Progress und
somit zum langeren Uberleben beigetragen haben konnte. Ein weiterer
Erklarungsansatz ware ein guter praoperativer ECOG Performance Status der
Patienten und eine damit verbundene bessere Prognose.

AbschlieRend gilt es hervorzuheben, dass in nachfolgenden Analysen groRRere
Kohorten untersucht und Informationen zu klinischen Hintergriinden einbezogen
werden sollten, um diese Zusammenhange sinnvoll zu klaren.

5.2.2.4 UICC-Stadien

Im Kollektiv befanden sich 3,18 % der Patienten in Stadium | (IA und IB). 22,22 %
wiesen ein Stadium IlIA auf. Die Mehrheit, 65,87 %, befand sich in Stadium IIB. Dies
entspricht etwa den Verteilungen in der von van Roessel et al. veroffentlichten
multizentrischen Studie an Uber 1500 Patienten (165). In dieser wurde die Auswertung
der Patientendaten allerdings nach der 7. und 8. Auflage der UICC-Klassifikation
durchgefuhrt. Die in diesem Kollektiv beobachteten Verteilungen entsprachen etwa
denen von van Roessel et al., klassifiziert nach der 7. Auflage. Bei Anwendung der 8.
Auflage ergab sich in der Studie eine Umverteilung. 12 % der Patienten wurden einem
niedrigeren Stadium und 38,8 % einem hdheren Stadium zugewiesen (165). Die von
der American Joint Committee on Cancer (AJCC) verdffentlichte 8. Auflage der TNM-
Klassifikation enthalt einige klinisch relevante Neuerungen. Diese betreffen vor allem
die Stadieneinteilung. Die Bestimmung des T-Stadiums erfolgt nunmehr durch die
GroRe, definiert durch den maximalen Durchmesser des Tumors, bestimmt. Es erfolgt
eine Einteilung in Tumoren <2 cm (T1), Tumoren von 2-4 cm (T2), >4 cm (T3) und
Tumoren, die den Truncus coeliacus oder die A.mesenterica superior infiltrieren (T4).
In der alten Version wurden alle Tumoren, die Uber das Pankreas hinausragten,
unabhangig von der GroRe, als T3-Stadium klassifiziert. Es erfolgte die
Unterscheidung zwischen Lymphknotenbefall und keinem Lymphknotenbefall. Die
genaue Anzahl befallener Lymphknoten wird in der 8. Auflage berlicksichtigt (N1 und
N2) (165). Diese Anderungen haben zur Folge, dass Patienten mit mehr als 4
befallenen Lymphknoten (N2) und einem T3-Stadium in ein UICC-Stadium Il fallen,
was zuvor erst bei Tumoren im T4-Stadium der Fall war. Ob die neue Zuteilung zu
einem anderen T- oder N-Stadium Auswirkungen auf die Einteilung in prognostische
Gruppen hat, wird unterschiedlich diskutiert (45, 165).
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Bei der Analyse dieses Kollektivs wurden die Daten zur TNM-Klassifikation aus den
histopathologischen Befunden entnommen und daraus das UICC-Stadium gemaf den
Vorgaben der 7. Auflage bestimmt. Es erfolgte keine zusatzliche Bestimmung nach
den Vorgaben der 8. Auflage, da die Patientendaten aus den Jahren 2007-2017
stammten, die neue Klassifikation zu diesem Zeitpunkt noch keine Anwendung
gefunden hat und die Patienten somit wahrscheinlich den Therapiepfaden nach alter
Klassifikation zugewiesen wurden.

Betrachtet man die Stadienverteilung aus den Daten des ZFKRG des RKI aus den
Jahren 2019/2020 in Deutschland, zeigt sich ein anderes Bild als im Kollektiv. Einem
Stadium | werden in der Aufstellung des RKI 12 %/9 % (Frau/Mann), einem Stadium I
18 %/18 % (Frau/Mann), einem Stadium Ill 16 % und einem Stadium IV werden 54
%I57 % (Frau/Mann) zugeordnet (6). Dies bedingt sich am ehesten dadurch, dass in
der Erfassung des RKI nicht nur die Stadien der Patienten beschrieben werden, die
sich einer Operation unterzogen haben, sondern die aller an Pankreaskarzinom
erkrankten Patienten in Deutschland.

5.2.3 Grading

Mit dem Grading wird der Grad der Differenzierung beschrieben. Die meisten Tumoren
der Kohorte sind maRig differenziert G2 (58,73 %), gefolgt von schlecht differenzierten
Tumoren G3 (38,10 %). Nur ein geringer Teil (3,17 %) hat einen gut differenzierten
Tumor G1. Diese Verteilung zeigte sich auch in gréReren Kohorten (165).

Bei der Uberlebenszeitanalyse erfolgte eine Dichotomisierung der Variable in G1/G2
Tumoren, sowie G3 Tumoren. Dabei uUberlebten Patienten mit gut/maRig
differenzierten Tumoren im Median 2 Monate langer (19 Monate) als solche mit
schlecht differenzierten (17 Monate). Ein statistisch signifikanter Unterschied zeigte
sich in dieser Arbeit nicht. Erklarbar ware dies mit dem Umstand, dass die Follow-up-
Daten der hier untersuchten Kohorte Liicken enthielten, da Informationen Uber
Patienten, von denen kein Sterbedatum oder das Datum des letzten Kontakts bekannt
war, fehlten. Auch fehlte die Information dariber, wie lange Patienten nach dem letzten
Kontakt noch leben.

Der Grad der Differenzierung kann gemal} den Angaben der Literatur allerdings als
starker prognostischer Indikator gewertet werden. Patienten mit schlecht
differenzierten Tumoren haben eine deutlich schlechtere Prognose als solche mit gut
differenzierten Tumoren (169, 170).

5.2.4 Resektionsstatus

Makroskopisch und mikroskopisch freie Tumorabsetzungsrander (RO) wurden im
Kollektiv bei 79,2 % der Patienten beschrieben. 20,8 % der Patienten hatten einen R1-
Status, Resektionsrander mit mikroskopischen Tumorresten. Bei keinem Patienten
wurde ein makroskopisch befallener Tumorrand (R2) beschrieben. Diese Verteilung ist
kongruent mit Daten von Allen et al. an einer Kohorte von Gber 3000 Patienten(163).
Hinsichtlich des Uberlebens hatte die Gruppe der RO-resezierten Patienten (19 Monate
im Median) einen statistisch signifikanten Vorteil gegeniber Patienten mit R1-
Resektion (14 Monate im Median). Dies deckt sich mit den Angaben der Literatur.
Auch hier ist der Resektionsstatus als unabhangiger prognostischer Marker
beschrieben und eine R1-Resektion mit einem schlechteren Uberleben assoziiert
(171). Allerdings sollte bei befallenem Resektionsrand zusatzlich der genaue Abstand
zum gesunden Gewebe betrachtet werden, da sich auch hier Gruppen
unterschiedlicher prognostischer Wertigkeit einteilen lassen und entsprechend
zielgenaueren Therapieoptionen zugewiesen werden konnen (172, 173). Diese
Information wurde in den Analysen der vorliegenden Arbeit nicht erhoben. Einen
weiteren Einfluss auf die Tumorfreiheit des Resektionsrandes und die Prognose hat die
neoadjuvante Chemotherapie (174). Informationen, ob Patienten des Kollektivs eine
neoadjuvante Chemotherapie erhalten hatten, wurden nicht eingeholt. Die
Aussagekraft der oben beschriebenen statistisch signifikanten Analyse gilt es mit
dieser Einschrankung zu betrachten.
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5.3 Alligemeine Uberlebenszeitanalyse

Das mediane Uberleben im Kollektiv lag bei 17 Monaten. Die in der Literatur
beschriebenen medianen Uberlebenszeiten liegen bei 23 Monaten im Allgemeinen
(163), sowie zwischen 17 und 28 Monate nach RO-Resektion (175). Die
Uberlebensraten von Patienten nach R1- oder R2-Resektion werden mit einer Spanne
von 8 bis 22 Monaten beschrieben (175). Die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate des
Kollektivs lag bei 16,1 %, was in etwa den Angaben aus gréReren Kohorten entspricht
(163). Die absolute 10 Jahres Uberlebensrate lag im Kollektiv bei 14.1 %. Diese lag in
Deutschland deutlich niedriger, bei 6-7% fur 2019/2020 (6). Erklarbar ist die héhere
Uberlebensrate damit, dass in den Daten des RKI alle Patienten mit Pankreaskarzinom
in die Analyse einflieBen und im vorliegenden Kollektiv nur Patienten nach Resektion
einbezogen wurden. In Deutschland lag die 5-Jahres-Uberlebensrate 2019/2020 bei 9-
10 % (6). In den USA zeigten sich dhnliche Werte mit etwa 12 % (176). Weltweit ist
eine 5-Jahres Uberlebensrate von unter 5 % beschrieben (7). Die in dieser Arbeit
beschriebene Kohorte wurde als Grundgesamtheit betrachtet. Es wurde nicht
unterschieden zwischen Gruppen, die vor oder nach Operation eine Chemotherapie,
eine Radiotherapie erhalten hatten.

5.4 Farbung und Analyse der Inmunzell- und EMT-Marker

5.4.1 Methodik und Limitationen der Auswertung mittels digitaler und
semiquantitativer Bildanalyse

Das Pankreaskarzinom ist bekannt als heterogene Krebsentitat (177). Die
Eigenschaften der Entitat, insbesondere auf histologischer und molekularer Ebene
lassen sich nicht durch die Betrachtung einzelner spezifischer Marker charakterisieren.
Daher ging es in der vorliegenden Arbeit darum, durch die Farbung und Analyse einer
grélReren Anzahl von Immunzell- und EMT-Markern und deren Korrelation zum
Gesamtliberleben der Patienten, ein méglichst breit gefachertes Bild dieses Tumors
darzustellen. FiUr die Farbungen und Analysen wurden aus dem Patientenkollektiv
reprasentative Praparate ausgewahlt und aus diesen Ausschnitte fir den TMA
gestanzt, in denen sich sowohl ausreichend Tumorzellen, als auch Immunzellinfiltrat
befanden. Da es sich bei der Tumorart um eine heterogene Art handelt, ist davon
auszugehen, dass der ausgewahlte Ausschnitt diese Heterogenitat gegebenenfalls
nicht hinreichend widerspiegelt. Dies konnte bei weiteren Untersuchungen durch die
Analyse von Whole Slides umgangen werden. Die Farbungen des Kollektivs wurden
mittels digitaler Bildanalyse analysiert. Dieses Verfahren stellt durch seine Objektivitat
und Reproduzierbarkeit eine effektive Analysemethode fir groRe Kollektive dar.
Dennoch geht hierbei eine Vielzahl von Informationen verloren, da eine exakte
Erkennung der Tumor- beziehungsweise Immunzellen durch das Programm nicht
immer gegeben war und in dem Zusammenhang manuelle Anpassungen im
Analysealgorithmus erfolgen mussten. Was ebenfalls nicht hinreichend gelungen ist, ist
die Differenzierung zwischen Zellen im Tumorzentrum und der Tumorumgebung. Dies
ist vermutlich darauf zurtickzufiihren, dass in den Cores hauptsachlich Tumorgewebe
und kaum Stroma abgebildet wurde. Urspringlich war eine separate Analyse der
Zellen im Tumorzentrum, der Invasionsfront und im Tumorstroma geplant. Die
Farbeergebnisse unterschieden sich in den verschiedenen Bereichen aus den oben
genannten Grinden allerdings nicht hinreichend, sodass separate Analysen keinen
Informationsgewinn erbracht hatten.

Ebenfalls beachtet werden sollte, dass die Verwendung unterschiedlicher Antikérper
oder Farbeprotokolle zu anderen Studienergebnissen fuhren kann. Fir die Farbungen,
bei denen eine Analyse in QuPath mdglich war, wurde die prozentuale Anzahl positiver
Zellen im jeweiligen Core ermittelt. Pro Patient wurden drei Cores analysiert und der
Mittelwert der Anzahl positiver Zellen aus diesen Cores ermittelt. Mittels des im
Methodenteil beschriebenen Cut-off-Finders wurden demnach Werte bestimmt, um die
Cores in die Gruppen mit hoher Anzahl und niedriger Anzahl positiver Zellen der
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entsprechenden Farbung zu unterteilen. Bei Farbungen, bei denen sich die Analyse
durch QuPath nur unzureichend anwenden lie3, erfolgte eine semiquantitative,
manuelle Auswertung. Diese Methode wird der intratumoralen Heterogenitat gerechter,
allerdings auf Kosten von Obijektivitdt und Reproduzierbarkeit. Zudem ist es wichtig zu
erwahnen, dass es bisher flr die betrachteten Marker im Pankreaskarzinom noch
keine allgemein validierten Cut-off-Werte oder Scoring-Systeme gibt.

5.4.2 Analyse der Inmunzell-Marker

In heterogenen Tumorarten wie dem Pankreaskarzinom hat die Umgebung des
Tumors und deren Tumorbiologie grofden Einfluss auf das Tumorwachstum und den
Progress (178). Daher ist es von Bedeutung, die Tumorumgebung zu charakterisieren
und prognostische Biomarker zu identifizieren. Was bereits in zahlreichen Arbeiten
zuvor gezeigt werden konnte, ist die Tatsache, dass das Immunzellinfiltrat sich nicht
nur nach Tumorentitdt unterscheidet, sondern auch unter den einzelnen Patienten.
Hierbei verteilen sich die einzelnen Immunzellpopulationen wie T-Zellen, B-Zellen,
Makrophagen oder NK-Zellen je nach Tumor unterschiedlich. Sie befinden sich
beispielsweise eher im Tumor selbst, an der Invasionsfront oder im umgebenden
Stroma (179). In der vorliegenden Kohorte wurde eine solche raumliche
Differenzierung bei den Analysen nicht vorgenommen und sollte bei weiteren
Untersuchungen an Pankreaskollektiven einbezogen werden.

5.4.2.1 CD3+ Zellen im Pankreaskarzinom

CDa3 ist ein Marker, der sich auf T-Lymphozyten befindet (152). Im Kollektiv zeichnete
sich ab, dass Patienten mit hoher Anzahl CD3+ Zellen ein besseres Uberleben (im
Median 19 Monate) haben, als solche mit geringer Zelldichte (im Median 9,5 Monate).
Die Ergebnisse waren statistisch nicht signifikant. Auch in einer Vielzahl von Studien
wurde deutlich, dass eine hohe Anzahl CD3+ Zellen in unterschiedlichen Tumoren mit
besserem Uberleben einhergeht (123). Zu beachten ist, dass ein Teil dieser Studien
die Analysen nicht an TMA’s, sondern an Whole Slides durchgefihrt hat und, dass
nicht einzig das Gesamtiiberleben, sondern auch das progressionsfreie Uberleben
betrachtet wurde (123). Diese Unterscheidung wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
vorgenommen. Delayre et al. zeigten in einer Studie zum Pankreaskarzinom, dass eine
hohe Anzahl CD3+ Lymphozyten mit besseren histopathologischen Merkmalen
einhergeht. Die Patienten mit hoher Anzahl CD3+ Zellen hatten beispielsweise kleinere
Tumoren und damit ein niedrigeres T-Stadium (128). Ein signifikanter Zusammenhang
zwischen CD3-Zellzahl und Gesamtiiberleben oder progressionsfreiem Uberleben
konnte nicht belegt werden (128). An einem gro3 angelegten Array konnten Mahajan
et al. 2018 darstellen, dass die Anzahl CD3+-Zellen der starkste unabhangige
Pradiktor flir ein langeres progressionsfreies Uberleben bei Patienten mit
Pankreaskarzinom war. Auch ein grof3 angelegter Review von Fridman et al. bestatigte
den positiven Effekt von CD3+ Zellen auf das Outcome (179). Hier wurde eine Vielzahl
von Arbeiten betrachtet und der Effekt von Immunzellen auf das Outcome in
unterschiedlichen Entitaten, darunter Melanome, Mammakarzinome,
Ovarialkarzinome, Prostata- und kolorektale Karzinome, beschrieben (179).
Einschrankend zu erwahnen ist, dass es sich bei CD3 um einen Marker handelt, der
sich auf nahezu allen T-Zell-Populationen befindet. T-Zellen kénnen allerdings in viele
unterschiedliche Subpopulationen mit diversen Funktionen unterteilt werden (152).

5.4.2.2 CD4+ Zellen im Pankreaskarzinom

CD4+ Zellen, sogenannte T-Helferzellen, werden in zwei Subtypen unterteilt. Th1-
Zellen, sind beteiligt bei der Aktivierung von CD8+ Zellen, NK-Zellen und
Makrophagen. Dies geschieht Gber die Ausschuttung von IL-2 und IFN-y. Th2-Zellen
spielen hingegen eine Rolle bei der Aktivierung der humoralen Immunantwort,
vermittelt durch B-Zellen (179). In dieser Arbeit hatten Patienten mit hoher Anzahl
CD4+ Zellen ein kirzeres Uberleben als solche mit niedriger Anzahl. Delayre et al.
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konnten ebenfalls zeigen, dass eine hohe CD4/CD3-Ratio mit einem schlechteren
Uberleben verbunden war (128). Hwang et al. hingegen beobachteten ein langeres
progressionsfreies Uberleben bei hoher Anzahl CD4+ Zellen (180). Nejati et al. zeigten
an Patienten mit vorausgegangener neoadjuvanter Chemotherapie, dass eine hohe
Anzahl CD4+ Zellen mit gleichzeitig hoher Anzahl CD8+ Zellen mit einer besseren
Differenzierung des Tumors und geringeren Ruickfallraten assoziiert waren (125). Eine
hohe Anzahl CD4+ Zellen stellte sich als unabhangiger prognostische Faktor fiir
langeres Uberleben heraus. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich bei der Betrachtung
des Einflusses der CD4+ Zellen hinsichtlich des Outcomes in Pankreaskarzinomen
kein klares Bild zeichnen lasst und die isolierte Betrachtung der CD4+ Zellen
wahrscheinlich keinen Nutzen erbringt und weitere Parameter in die Beurteilung
einflieBen missen. Diese Beobachtung unterstreicht auch Fridman et. al in seinem
Review (179).

5.4.2.3 CD8+ Zellen im Pankreaskarzinom

In dieser Arbeit zeigte sich hinsichtlich des Uberlebens in Bezug auf die Anzahl CD8+
Zellen kein signifikanter Unterschied. Die beiden Gruppen hatten ein etwa gleich
langes Uberleben (16 Monate mit hoher Anzahl und 18 Monate mit geringer Anzahl
CD8+ Zellen im Median). In der Literatur wird in der Mehrzahl der Arbeiten von einem
eindeutigen Uberlebensvorteil bei hoher Anzahl CD8+ Zellen berichtet (123). So ist
eine hohe CD8/FOXP3-Ratio mit besserem medianen Gesamtiberleben (125), sowie
niedrige Level von CD8+ Zellen, in Kombination mit hoher Anzahl CD68+ Zellen mit
einem schlechteren Outcome verbunden (124). Ansatz fir eine Erkldrung der
Verbindung von hoher Anzahl CD8+ Zellen und schlechter Prognose ist das Konzept
der T-Zell-Erschépfung (T cell exhaustion). Da T-Zellen in Tumoren standig gegen die
vom Tumor prasentierten Antigene und Signale ankampfen muissen, kann es mit der
Zeit zum Funktionsverlust oder zur Funktionsverschlechterung kommen (181). Eine
hohe Anzahl CD8+ Zellen muss daher nicht zwingend mit besserer Prognose
einhergehen. Bei hoher Anzahl CD8+ Zellen konnte ein grofier Anteil erschopfter
Zellen vorliegen und zu schlechterer Prognose fuhren. Dieser Zusammenhang konnte
unter anderem im T-Zell-Lymphom (182), im kolorektalen Karzinom (183) und bei
Mammakarzinomen (184) beobachtet werden. Auch im Pankreaskarzinom spielt T-
Zell-Erschdpfung eine Rolle (185).

5.4.2.4 CD68+ Zellen im Pankreaskarzinom

In den an diesem Kollektiv erfolgten Analysen hatten Patienten mit hoher Anzahl
CD68+ Zellen ein signifikant langeres Uberleben als solche mit niedriger Anzahl
CD68+ Zellen (14 versus 32 Monate im Median). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
von Mahajan et al. die darstellten, dass eine hohe Anzahl CD68+ Zellen mit einem
verbesserten progressionsfreien Uberleben verknipft ist (124). Andere Arbeiten
konnten im Gegenzug keinen Zusammenhang zwischen Outcome und Anzahl CD68+
Zellen nachweisen (186). Erklarung hierzu konnte folgender Mechanismus sein.
CD68+ Monozyten und Makrophagen haben die Eigenschaft, sich je nach
Umgebungssituation in Typ M1- und Typ M2-Makrophagen, die beiden wichtigsten
Subtypen der Makrophagen, zu polarisieren. M1-Makrophagen haben
proinflammatorische Wirkung und tragen durch Sekretion von IL-1, IL-6 und TNFa, zur
Tumorzellzerstdrung via T-Helferzellen bei. M2- Makrophagen hingegen wirken eher
antiinflammatorisch, stoppen Entziindungsprozesse und sind an der Reparatur von
Geweben, sowie an der T2-Zell-Antwort beteiligt. M2 Makrophagen unterstiitzen eine
Ausbreitung von Tumorzellen und Angiogenese (179, 187). Die Beiden
Subpopulationen kénnen anhand verschiedener Oberflachenmarker voneinander
unterschieden werden. Tumorzellen induzieren die Polarisierung zu M2-Makrophagen,
den sogenannten tumorassoziierten Makrophagen, was dazu fuhrt, dass der Tumor
durch das Immunsystem schlechter angreifbar wird (188). Eine immunhistochemische
Differenzierung der Makrophagen in die Subpopulationen M1- und M2-Makrophagen
hat in dieser Arbeit nicht stattgefunden. Die Ergebnisse sind unter diesem Aspekt
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einschrankend zu betrachten. Um ein vielschichtigeres Bild zu erhalten, missten
Expressionsanalysen der Subpopulationen angefertigt werden und in Bezug auf
Outcome-relevante Parameter ausgewertet werden.

5.4.2.5 FOXP3+ Zellen im Pankreaskarzinom

FOXP3 ist ein Oberflachenmarker, der von regulatorischen T-Zellen (Treg) exprimiert
wird. Diese Zellen regulieren die Reaktion von T-Effektorzellen (189). Im untersuchten
Kollektiv Uberlebten Patienten mit niedriger Anzahl FOXP3+ Zellen signifikant langer
als Patienten mit hoher Anzahl FOXP3+ Zellen (19 Monate Median versus 16 Monate
im Median). Es handelt sich hierbei um keine langen Zeitraume. Vor dem Hintergrund,
dass das Gesamtliberleben beim Pankreaskarzinom jedoch insgesamt sehr kurz ist,
konnen solche Unterschiede dennoch zu signifikanten Ergebnissen fihren. Allerdings
handelte es sich in der vorliegenden Arbeit um die Ergebnisse einer kleinen, nicht
reprasentativen Stichprobe, und die Daten missten zur allgemeinen Ubertragbarkeit
an grolReren Kohorten validiert werden. Auch Ratios der verschiedenen
Immunzellmarker wurden nicht in die Analyse einbezogen. Wie bereits im Abschnitt zu
CD4+ Zellen beschrieben, ist auch die Datenlage beziiglich des Outcomes und der
Assoziation zur Dichte regulatorischer T-Zellen heterogen. Im Array von Delayre et al.
an Pankreaskarzinomen war eine hohe FOXP3/CD8 Ratio mit schlecht differenzierten
Tumoren, die in der Regel eine schlechte Prognose aufweisen, assoziiert. Die isolierte
Betrachtung der Parameter FOXP3+ Zellen oder CD8+ Zellen erbrachte keine
signifikanten Ergebnisse (128). Auch bei Hiraoka et al. war eine hohe Dichte von Tregs
mit schlechterem Uberleben im Pankreaskarzinom assoziiert (190). Im
Endometriumkarzinom war eine hohe CD8/FOXP3 Ratio ein unabhangiger
prognostischer Faktor fiir langeres Uberleben (191). In einer Metaanalyse von Gooden
et al. wird erneut deutlich, dass es wichtig ist Ratios der Immunzellmarker hinsichtlich
ihrer Assoziation zu Outcome-Parametern zu untersuchen, statt einzelne Parameter
auszuwerten. So kénnen die komplexen Zusammenhange und Interaktionen unter den
Zellreihen im Immunzellinfiltrat sinnvoller abgebildet werden (123). Auch im
Mammakarzinom (192, 193) , sowie im hepatozellularen Karzinom (194) scheint eine
hohe Anzahl FOXP3+ Zellen prognostisch unglnstig zu sein. Andere Autoren konnten
in ihren Arbeiten keinen Zusammenhang zwischen Tregs und dem Outcome der
Patienten nachweisen (179, 195, 196). Im kolorektalen Karzinom divergiert die
Studienlage beziiglich des Einflusses von regulatorischen T-Zellen auf das Uberleben
deutlich. So konnten einige Autoren eine positive Assoziation zwischen hoher Dichte
FOXP3+ Zellen und léangerem Uberleben nachweisen (197, 198). Der Review von
Zhuo et al. liefert mégliche Erklarungen. Regulatorische T-Zellen lassen sich ihrerseits
in Subgruppen einteilen, die unterschiedliche Funktionen erfillen (199). Zudem spielt
es eine Rolle, ob die Dichte FOXP3+ Zellen im Tumorgewebe oder im gesunden
Gewebe betrachtet wird (200).

5.4.2.6 CD56+ Zellen (NK-Zellen) im Pankreaskarzinom

CD56 fungiert nicht nur als Marker der naturlichen Killerzellen (201), sondern farbt
auch Schwann-Zellen an (202). Die Auswertung dieses Markers erfolgte daher
manuell, semiquantitativ und nicht mittels automatischer Bildanalyse. Im Kollektiv
konnten bei den Uberlebenszeitanalysen der CD56+ Zellen keine signifikanten
Korrelationen zum Outcome hergestellt werden. Patienten ohne CD56+ Zellen oder
geringer Dichte CD56+ Zellen lebten etwas langer (13 und 25 Monate im Median), als
solche mit moderater und hoher Dichte CD56+ Zellen (18 Monate und 1 Monat im
Median). Die Rolle der NK-Zellen bei Patienten mit Pankreaskarzinom, aber auch in
anderen Entitaten bleibt kontrar. In einer Arbeit, in der die Anzahl von CD56+ Zellen im
Blut mittels Durchflusszytometrie gemessen wurde, zeigte, dass eine hohe Anzahl im
Blut zirkulierender NK-Zellen mit einem verlangerten rezidivfreien Uberleben
einherging (203). Gegenteiliges fanden Yang et al. heraus. Hier war eine hohe Anzahl
von NK-Zellen im Pankreaskarzinom mit einem signifikant schlechteren Uberleben
assoziiert. Dies kénnte durch eine antiinflammatorische Antwort der Tumorzellen
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bedingt sein (204). Naito et al. beschrieben in diesem Zusammenhang, dass CD56 in
Pankreaskarzinomen ausschlief3lich im entziindlichen Gewebe der Tumorumgebung,
nicht aber im Tumorgewebe selbst exprimiert wurde (205).

Im kolorektalen Karzinom (206), beim Magenkarzinom (207), sowie bei Nieren- (208)
und Leberkarzinomen (166) war eine hohe Dichte von NK-Zellen mit einer guten
Prognose assoziiert. Bei Untersuchungen am Mammakarzinom konnte keine
Assoziation zwischen C56-Expression und Outcome beobachte werden (209). Diese
heterogenen Ergebnisse kdnnen damit erklart werden, dass sich die Eigenschaften der
NK-Zellen im Verlauf der Erkrankung, also mit fortschreitendem Tumorwachstum
verandern. So ist es mdglich, dass durch den Tumor sezernierter TGF-8 NK-Zellen in
einen anergen Zustand versetzt und deren antitumordse Eigenschaften ausschaltet
(210, 211).

Eine KRAS-induzierte Expression von NCAM kann zudem dazu flihren, dass es zur
Herabregulation von E-Cadherin und somit zur vermehrten Ausbreitung von
Tumorzellen im Pankreaskarzinom kommt (212).
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5.4.3 EMT-Marker im Pankreaskarzinom

5.4.3.1 ZEB1 im Pankreaskarzinom

Im  vorliegenden Kollektiv  konnten keine zuverlassig, reproduzierbaren
Farbeergebnisse fur ZEB1 erzielt werden. In vielen Cores kam es entweder zu keiner
Anfarbung durch ZEB1, oder zur unspezifischen Anfarbung des gesamten Cores. An
den wenigen, auswertbaren Cores farbte ZEB1 eher das Tumorstroma als das
Tumorgewebe selbst. Lediglich ein Core zeigte ein stark ausgepragtes, nukleares
Farbemuster im Tumorgewebe. Die Auswertung der Farbung erfolgte aufgrund der
beschriebenen Problematik semiquantitativ, manuell. Dies qilt es bei der
nachfolgenden Interpretation der Ergebnisse zu beachten. Patienten mit fehlender oder
geringer Dichte ZEB1+ Zellen Uberlebten im Median 17 Monate. In der Gruppe mit
moderater oder hoher Dichte ZEB1+ Zellen Uberlebten die Patienten Uber einen
kirzeren Zeitraum (im Median 13,5 Monate). Im Log-Rank-Test zeigte sich keine
Signifikanz.

In einigen Arbeiten ist die Rolle von ZEB1 im Pankreaskarzinom, vor allem im Hinblick
auf die Prognose bereits gut beschrieben. In einem Array von Bronsert et al. an 117
Patienten war eine hohe Dichte ZEB1+Zellen mit einer schlechten Prognose assoziiert
(213). Dort konnte die Expression von ZEB1 als unabhangiger prognostischer Marker
nach Tumorresektion identifiziert werden (213). In einer Metaanalyse von Chen et al.
wurde der prognostische Einfluss von ZEB1 in Tumoren des Verdauungstraktes
anhand der Auswertung von 24 Studien zusammengefasst (214). Bemerkenswert ist,
dass sich lediglich zwei der genannten Arbeiten mit Pankreaskarzinomen
auseinandersetzen, was die weitere Notwendigkeit der Erforschung von ZEB1 im
Pankreaskarzinom unterstreicht (214). Eine hohe Dichte ZEB1+ Zellen war hier mit
einem kirzerem Gesamtliberleben assoziiert (214). In einer aktuellen Arbeit von
Zawati et al. aus dem Jahr 2022 wurde ZEB1 als unabhangiger prognostischer Marker
im Mammakarzinom identifiziert (215). In Bezug auf andere solide Tumoren wurde in
einer Metaanalyse von Imani et al. der Einfluss EMT-induzierender Faktoren auf die
Prognose beschrieben. Patienten mit hohen Levels EMT-induzierender Faktoren
hatten eine schlechtere Prognose. Allerdings wies ZEB1 unter den untersuchten
Markern die geringste Assoziation zu Outcome-Parametern auf. Marker wie Snail, Slug
oder Twist erzielten signifikantere Ergebnisse (216).

Fur weiterfiihrende Analysen prognostischer Marker im Pankreaskarzinom,
insbesondere im Hinblick auf EMT sollten in kinftigen Arbeiten die Analysen mehrerer
EMT-assoziierter Marker und deren Korrelation untereinander in die Auswertung
einflieRen.

5.4.3.2 N-Cadherin

Bei der Epithelial-mesenchymalen-Transition nehmen Zellen mit epithelialem
Charakter Zige von mesenchymalen Zellen an. Ein wesentlicher Aspekt dieser
Transition ist der sogenannte Cadherin-Switch. Bei Cadherinen handelt es sich um
Zell-Adhasionsmolekiile. Der Verlust von E-Cadherin sorgt, daflir, dass Zellen den
epithelialen Verbund verlassen und sich verteilen. E-Cadherin wird daher auch als
potenter Tumorsuppressor beschrieben (155). Mit dem Verlust von E-Cadherin in den
Tumorzellen geht die vermehrte Expression von N-Cadherin einher. Diese fiihrt zum
Wachstum und zur Migration von Tumorzellen. Zudem férdert N-Cadherin in
Endothelzellen die tumorassoziierte Angiogenese (217). Zu erwarten ware ein
schlechterer Outcome fir Patienten mit hoher Expression von N-Cadherin. Im hier
untersuchten Kollektiv spiegelt sich diese Annahme wider. Bei fehlender oder geringer
Anzahl N-Cadherin+ Zellen Uberlebten die Patienten im Median 19 und 13 Monate. Im
Gegensatz dazu Uberlebten solche mit moderater Anzahl N-Cadherin+ Zellen 6,5
Monate im Median. Bei zwei Patienten wurde eine hohe Anzahl N-Cadherin+ Zellen
detektiert. Ein Patient Uberlebte einen Monat, ein weiterer wurde nach 121 Monaten
zensiert. Zu diesen Patienten waren zur weiteren Beurteilbarkeit zusatzliche klinische
Verlaufsdaten erforderlich. Ein signifikanter Unterschied der oben genannten Gruppen
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konnte im Log-Rank-Test nicht nachgewiesen werden. Die Beobachtung, dass eine
erhdhte Dichte N-Cadherint+ Zellen zu kirzerem Gesamtiberleben fihrt, wird in der
Literatur auch fUr andere Entitdten beschrieben. Beim Gallenblasenkarzinom konnte
beispielsweise eine Assoziation von hoher Expression von N-Cadherin mit
fortgeschrittenem TNM-Stadium, lymphogener Metastasierung und schlechterem
Gesamtuberleben beobachtet werden (218).

Eine Metaanalyse zur Rolle von E-Cadherin im kolorektalen Karzinom zeigte, dass
eine niedrige Expression von E-Cadherin mit schlechter Prognose verbunden war
(219). Ebenso konnte im Pankreaskarzinom eine verminderte Expression von E-
Cadherin als unabhangiger prognostischer Marker fir kirzeres Gesamtiberleben
identifiziert werden (220). Am Mausmodell wurde der neue Wirkstoff ADH-1 (Exherin),
ein Peptid, welches an N-Cadherin bindet und dieses blockiert, beim
Pankreaskarzinom untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass es hierdurch zur
Induktion von Apoptose und zum verringerten Tumorwachstum und verminderter
Lungenmetastasierung kommt (221). Eine weitere bedeutende Beobachtung zur
Cadherin-Expression bei Tumoren des pankreatobiliaren Systems findet sich in der
Arbeit von Gerber et al. In den Untersuchungen wurde gezeigt, dass intrahepatische
Cholangiokarzinome eine hohe Expression von N-Cadherin vorwiesen, wohingegen N-
Cadherin im Pankreaskarzinom kaum, bis gar nicht exprimiert wurde (222). Diese
Erkenntnis sollte auch in die Beurteilung der in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse
einflieRen. Es wurde bei der Auswahl der Schnitte nicht explizit auf die Lokalisation des
gewonnenen Materials geachtet, sodass nicht ganzlich auszuschlieRen ist, dass auch
ampullare Anteile, und somit gegebenenfalls Gewebe, welches dem biliaren System
zuzuordnen ware, analysiert wurde.

Auf eine zusatzliche Farbung von E-Cadherin wurde in dieser Arbeit verzichtet. Die
Ergebnisse einer solchen Auswertung waren allerdings flr die differenzierte
Betrachtung des Cadherin-Switchs im Pankreaskarzinom interessant.

5.5 Moglichkeiten weitergehender Analysen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es im Hinblick auf die Analyse der
Immunzell-Marker sinnvoll ist, nicht nur einzelne Marker zu betrachten, sondern Ratios
auszuwerten. Diese Herangehensweise bildet die komplexen Zusammenhange im
Immunzellinfiltrat und der Invasionsfront des Tumors adaquater ab. Zur Weiterfihrung
der Analysen am Kollektiv ist zudem eine Betrachtung von Korrelationsanalysen der
einzelnen Marker untereinander sinnvoll. Zusatzlich sollte analysiert werden, in
welchem Zusammenhang die Anzahl der positiven Zellen einzelner Marker und
klinisch-pathologische Daten wie TNM-Stadium, Grading oder Resektionsstatus
zueinander stehen. Um bessere Aussagen uUber mogliche Zusammenhange treffen zu
kdnnen, ist es ebenfalls sinnvoll, weitere klinische Angaben, wie Informationen zu
vorangegangenen Therapien, dem Operationsverfahren und der sich anschlieRenden
Versorgung, miteinzubeziehen.
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6 Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom gehort nach wie vor zu den Tumoren mit der geringsten 5-
Jahres-Uberlebensrate. Die Kombination aus fehlenden spezifischen Friihsymptomen
und Screeningverfahren stellen die Behandler vor eine grof’e Herausforderung. Bei
anderen Entitdten solider Tumoren, wie Kolonkarzinomen oder dem malignen
Melanom, lieen sich in den vergangenen Jahren durch Immuntherapien Fortschritte
hinsichtlich der Verbesserung von Prognose und Lebensqualitat erzielen. Dies ist beim
Pankreaskarzinom trotz groRer Bemuhungen bis dato nicht hinreichend gut gelungen.
Daher ist es von Bedeutung weitere Erkenntnisse zur Tumorbiologie zu gewinnen.
Durch eine Zuordnung der Tumoren in Subgruppen anhand histologischer und
molekularer Merkmale kénnten individuellere Therapieansatze etabliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden histologische Proben von 126 Patienten mit PDAC
der Universitatsmedizin Mainz Uber einen Beobachtungszeitraum von etwa 10 Jahren
analysiert.

Limitierend fur die vorliegende Arbeit ist die retrospektive Erhebung der Daten, sowie
das Fehlen wichtiger klinischer Angaben zu Therapie, Operationsverfahren und
Outcome. Es erfolgte eine deskriptive Auswertung der histopathologischen Daten, die
das in der Literatur zum PDAC befindliche Bild in Deutschland widerspiegeln. Die
Tumorproben dieser Patienten wurden im Hinblick auf Immunzell- und EMT-Marker
untersucht, um Korrelationen der Marker zu Uberlebenszeitdaten herzustellen. Wie
bereits erwahnt sind solche Untersuchungen unerlasslich, um kinftig die
Tumorumgebung besser charakterisieren zu kénnen und grundlegende Daten fir die
Etablierung von Scoring-Systemen zu generieren. Selbstverstandlich missen diese
Untersuchungen an groReren Kohorten, die die Grundgesamtheit besser abbilden,
wiederholt werden. In dieser Studie lieBen sich Unterschiede hinsichtlich des
Uberlebens zwischen verschiedenen Gruppen darstellen, die allerdings meist keine
statistische Signifikanz aufwiesen.

Analyseverfahren, wie in-vitro-Analysen, Array-Verfahren zur Analyse der Vorgange
auf genetischer Ebene und Versuchsreihen an Zellkulturen kénnen fur weitergehende
Analysen eine sinnvolle Erganzung zur Erklarung der komplexen Vorgange sein.
Zudem wurden in dieser Arbeit Immunzell- und EMT-Marker isoliert betrachtet, was der
Dynamik und den Wechselwirkungen in der Tumorumgebung nicht ganzlich gerecht
wird.

Die Auswertung wurde unterstutzt durch die digitale Bildanalyse. Dies ist ein nutzliches
Tool, um Auswertungen an grollen Fallzahlen automatisiert und objektiviert
durchzufiihren. Allerdings lagen fur die anschlieBende Auswertung im PDAC im
Gegensatz zu anderen Tumoren keine etablierten, Cut-off-Werte vor, um Patienten in
entsprechende Subgruppen zu unterteilen.

Signifikante Ergebnisse fanden sich in der Arbeit bei den Markern CD68 und FOXP3.
CD68, als Marker von Monozyten und Makrophagen, war bei hoher Anzahl positiver
Zellen mit signifikant langerem Uberleben assoziiert. Die Literatur liefert hierzu
unterschiedliche Angaben, was wiederum nahelegt, dass weitere Analysen zur
Erklarung der Vorgange notwendig sind.

Ein ebenfalls signifikantes Ergebnis lieferte die Analyse von FOXP3, Marker von
regulatorischen T-Zellen. Patienten mit geringer Anzahl FOXP3+ Zellen lebten im
Kollektiv signifikant langer. Dieses Ergebnis ist vor dem Hintergrund, dass
regulatorische T-Zellen die antitumorale Immunantwort bremsen, erwartbar. In der
Literatur finden sich allerdings auch hier unterschiedliche Antworten. Wichtig zu
erwahnen bleibt an dieser Stelle, dass in den meisten Arrays mit Quotienten von
Immunzellen gearbeitet wurde. Diese Herangehensweise sollte fir weitere
Untersuchungen an diesem Kollektiv ebenfalls Anwendung finden.

Die Starke der vorliegenden Arbeit ergibt sich aus einer umfangreichen
Stichprobengrole von mehr als 100 Patienten, sowie einem ausgedehnten
Beobachtungszeitraum, welcher eine fundierte Analyse ermdglicht. Dartiber hinaus
wurde bei den Analysen eine Vielzahl unterschiedlicher Marker berlcksichtigt, die das
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komplexe Zusammenspiel bei der Tumorentstehung und Metastasierung im
Pankreaskarzinom zumindest ansatzweise abzubilden vermdgen.

AbschlieRend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit die bedeutende
Rolle von Markern der Epithelial-mesenchymalen Transition, sowie des
Immunzellinfiltrats im Kontext des Pankreaskarzinoms unterstreichen. Um eine
differenziertere Zuordnung von Patienten zu prognostischen und therapeutischen
Subgruppen zu ermoglichen, sind weiterfihrende Untersuchungen des komplexen
Zusammenspiels dieser Prozesse in Bezug auf das klinische Outcome bei
Pankreaskarzinomen erforderlich.
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