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Kurzreferat:

Ziel der Arbeit war es den Einfluss von CD8"-zytotoxischen Lymphozyten auf die
Lokalisation des ersten Tumorrezidivs und der Prognose zu Uberprifen. Hierfir
erfolgte eine immunhistochemische Féarbung an Tumorprdparaten von 83 primar
kurativ operierten Pankreaskarzinomen, anschlieBend wurde die Infiltration von
CD8*-Zellen im Tumorrandbereich (invasive margin) ausgewertet.

Es zeigte sich, dass eine hohe CD8*-Infiltration im Tumorrandbereich bei Patienten
mit einem Leberrezidiv mit einem besseren Uberleben einhergeht. Dies galt auch fiir
den intratumoralen Randbereich. Ein besseres Uberleben ergab sich auch bei einer
hohen CD8*/FoxP3*-Ratio im intratumoralen Randbereich. Bei einem Lokalrezidiv
ergab sich ein besseres Uberleben bei einer niedrigen CD8*-Infiltration im
Tumorrandbereich, hierbei v.a. peritumoral. Weiter ergab sich insgesamt eine
signifikante peritumorale Akkumulation von CD8"-Zellen. Die Entwicklung eines
Leberrezidivs ging zusatztlich mit einer erhéhten CD8*-Infiltration einher. Auch
zeigten sich signifkant weniger Lymphknotenmetastasen bei hoher Infiltration durch
CD8*-Zellen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Intensitat der CD8"-Infiltration im
Tumorrand im Zusammenhang mit der Prognose und dem Metastasierungsverhalten
des PDAC steht.
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1. Einleitung

1.1.Das Pankreaskarzinom

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Das Pankreaskarzinom ist eine bdsartige Neubildung, welche aus den exokrinen Zellen des Pankreas
hervorgeht. Laut Robert-Koch-Institut erkrankten 2018 etwa 19.000 Patienten an einem
Pankreaskarzinom. Gleichzeitig starben 2018 ca. 18.300 Patienten hieran, womit die Mortalitat anndhrend
der Inzidenzrate entspricht. Dies dokumentiert die schlechte Prognose. Das Pankreaskazinom belegte im
selben Jahr den vierten Rang der Krebssterblichkeit bei beiden Geschlechtern. Trotz des medizinischen
Fortschritts ist die Neuerkrankungs- bzw. Sterberate beim Pankreaskarzinom weiter steigend, vermutlich

nicht zuletzt durch den besonders in der westlichen Welt zunehmenden Wandel des Lebensstils *.

1.1.2. Atiologie und Risikofaktoren

Der einzige gesicherte Risikofaktor fur die Entstehung eines Pankreaskarzinoms ist der aktive und
passive Tabakkonsum 2% Diabetes mellitus Typ 2, Adipositas, Alkoholkonsum und geraucherte
Fleischware scheinen ebenfalls zur Entstehung beizutragen #7. Malak et al. zeigte 2002 einen
signifikanten Zusammenhang zwischen einer chronische Pankreatitis und der Entwicklung eines
Pankreaskarzinoms 8. Zusatzlich ist eine familidre Haufung zu beobachten, die genetischer Natur sein

kann oder moglicherweise auf einen ahnlichen Lebensstil zurtickzufiihren ist °.

1.1.3. Pathologie

Grundsatzlich lasst sich das Pankreaskarzinom in solide und zystische Tumoren einteilen. Das duktale
Adenokarzinom (pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) stellt mit 80% die haufigste Form dar. Es
bildet drisige Strukturen und wéchst invasiv in das Nachbargewebe ein. Die haufigste Lokalisation des
Malignoms ist mit 65% im Pankreaskopfbereich. Korper und Schwanz sind seltener betroffen °. Eine
Invasion der umliegenden Venen oder Nerven ist haufig und begiinstigt eine friihe Metastasierung. Bei
Erstdiagnose liegt bereits oftmals eine Fernmetastasierung vor, wobei es sich hier vor allem um
Metastasen in Leber, Peritoneum, Lunge oder Pleura handelt . Der Differenzierungsgrad (Grading) wird
in Grad 1-3 (1 = gut differenziert, 2= maBig differenziert, 3 = schlecht differenziert) unterteilt 2,
Zusatzlich zeigt das PDAC eine desmoplastische Stromareaktion, welche die Bildung kollagenreichen

Bindegewebes durch immunologische Prozesse beschreibt 1315,



1.1.4. Klassifikation und Stadieneinteilung

Die Klassifikation findet anhand des TNM-Systems statt, welches durch die Union internationale contre
le cancer (UICC) erarbeitet wurde. In die Klassifikation flieRen die Tumorgrofe, die lokale Ausdehnung,
der Lymphknotenstatus und mogliche Fernmetastasierungen ein. Sie dient der Therapieplanung und der
Prognoseeinschatzung 8.

Zusatzlich wird die Einteilung nach UICC-Stadien zur Beurteilung der entscheidenden Tumormerkmale
zur Prognoseabschétzung und Evaluation der Therapiemdglichkeiten genutzt.

Die Stadieneinteilung der TNM- und UICC-Klassifikation sind im Kapitel 7.1. und 7.2. im Anhang
aufgefiihrt.

1.1.6. Klinik

Die meisten Patienten zeigen keine spezifische Frihsymptomatik. Im Verlauf kdnnen ungewollter
Gewichtsverlust, neu auftretenden Oberbauchschmerzen, in den Ricken strahlende Schmerzen,
Glukosintoleranz, ein paraneoplastisches Syndrom und depressiven Episoden auftreten. Bei Karzinomen
im Pankreaskopf ist ein Verschlussikterus moglich. Ein diagnostischer Hinweis auf Pankreaskarzinom ist
das sog. ,,Courvosier-Zeichen, welches das gleichzeitige Auftreten eines Ikterus und einer schmerzlos

vergroRerten Gallenblase beschreibt.

1.1.7. Therapie

1.1.7.1 Operative Therapie

Die chirurgische Therapie stellt weiterhin die einzig potenziell kurative Therapie des Pankreskarzinoms
dar 1217, MaRgeblichen Einfluss auf das Gesamtiiberleben (overall survival, OS) hat der R-Status . Ziel
einer chirurgischen Therapie ist folglich stets eine Resektion im Gesunden (RO-Situation). Eine R1- bzw.
R2-Situation mit mikroskopisch, bzw. makroskopisch sichtbaren Residualtumor am Schnittrand geht mit
einer schlechteren Prognose flr den Patienten einher *°.

Da der Uberlebensvorteil einer RO-Resektion bei einem Resektionsabstand von <1mm verloren geht, wird
zusatzlich die CRM-Klassifikation (engl. circumferencial resection margin) in der klinische Praxis
angewandt 22!, Sie beschreibt den Tumorabstand an den zirkuferenziellen anterioren, dorsalen und

medialen Schnittrandern 22, Tab. 1.1. zeigt die unterschiedlichen Resektionsweiten.



CRM-Status Abstand zum Resektionsrand R-Status

CRM + 0mm R1
<1 mm RO narrow
CRM - >1mm RO wide

Tab. 1.1.;: CRM-Status und Resektionsrand

Eine Infiltration von Nachbarorganen oder der nahegelegenen Venen wie die V. porta, der V. mesenterica
superior und/oder der V. lienalis stellen prinzipiell keine Kontraindikationen zur Operation dar %. Im
Falle einer Infiltration des Truncus coeliacus oder der A. mesenterica superior wird meist von einer
operativen Sanierung abgesehen. Sie stellt allerdings keine absolute Kontraindikation dar und unterliegt
einer individuellen Abwagung .

Bei einer Fernmetastasierung wurde bisher leitliniengerecht auf eine Resektion verzichtet. Aktuelle
Studien zeigen jedoch, dass eine Resektion des Primarius und der Metastasen bei oligometastasierten

Tumoren maoglicherweise eine Vorteil bringen konnte .

Das operative Vorgehen ist abhangig von der Lage des Tumors. Liegt das PDAC im Kopfbereich wird
nach Mdoglichkeit eine pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie nach Traverso-Longmire
(PPPD) durchgefiihrt. Ist zusatzlich der Bulbus duodeni infitliert, wird auf eine partielle
Duodenopankreatektomie nach Kausch-Whipple zuriickgegriffen. Bei sich im Korpus befindlichen
Tumoren wird je nach Lokalisation eine subtotale Pankreslinksresektion oder eine totale
Pankreatikoduodenektomie mit Splenektomie angewandt. Eine Pankreaslinksresektion mit Splenektomie
kommt bei Lage im Pankreasschwanz zur Anwendung %6. Eine Pankreassegmentresektion ist fiir benigne
oder niedrigmaligne Befunde vorgesehen 2’. Die 2021 veroffentlichte S3-Leitlinie zu exokrinen
Pankreaskarzinomen empfiehlt eine Entfernung von mindestens 12 Lymphknoten. Wobei einige Forscher
jedoch eine Mindestmenge von 15 Lymohknoten fiir die adaquate Evaluation eines T-Stadiums fordern %,
Seit 2013 wird zusatzlich die Bestimmung des Verhéltnisses von befallenen zu allen entnommenen

Lymphknoten (Lymph node ratio, LNR) empfohlen.

1.1.7.2 Adjuvante Therapie

Patienten, die einer kurativen Operation unterzogen wurden, profitieren von einer adjuvanten
Chemotherapie. Aktuell wird laut S3-Leitlinie nach einer RO-Resektion im UICC-Stadium I-111 eine
adjuvante Therapie empfohlen. Im Vordergrund stehen hierbei Protokolle mit dem Pyrimidin-Analogon
Gemcitabin oder 5-Fluoruracil (5-FU), wobei 5-FU in der Praxis selten zur Anwendung kommt 2-%2, Eine

Therapie sollte innerhalb von 12 Wochen postoperativ beginnen und nach 6 Monaten enden. Bei




Patienten mit einem ECOG von 0-1 wird in der S3-Leitlinie seit 2021 eine adjuvante Therapie mit
Folinsdaure, 5-Fluorouracil, Irinitecan und Oxaliplatin (FOLFIRINOX-Schema) in modifizierter Form
(mFOLFIRINOX-Schema) empfohlen.  Auch erfolgt aktuell die Evaluation  weiterer
Kombinationstherapien. Die 2017 veroffentlichte ESPAC-4 Studie zeigt einen Vorteil bei der
Kombination aus Capecitabin und Gemcitabin im Vergleich zu Gemcitabon mono *. Bei einem ECOG
von > 1-2 wird daher seit 2021 eine adjuvante Therapie mit Gemcitabin mono oder in Kombination mit
Capzecitabin empfohlen. Bei einer R1-Resektion wird ebenfalls eine additive Therapie empfohlen 3%,
Eine Radiatio wird momentan zu keinem Zeitpunkt empfohlen. %

Innovative Neuerungen stellen immuntherapeutische Ansitze dar. Uber , Immun-Checkpoint-Inhibitoren*
werden immunsupprimierende Mechanismen des Malignoms gehemmt und so die Immunantwort gegen
das Malignom gestarkt. Die Malignomzelle wird als koérperfremd erkannt und zerstort.
Erfolgsversprechende Ziele sind Rezeptoren bzw. Liganden die bereits aus der Therapie anderer
Malignome, wie dem malignen Melanom und dem nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom, bekannt sind.
Hierzu zahlen bspw. CTLA-4- , PD-1- und PD-L1-Immun-Checkpoint-Molekile *¢-%%. Bei den Praparaten
handelt sich um monoklonale Antikorper die den jeweiligen Rezeptor blockieren und so den Tumor fur
das Immunsystem zugénglich machen. Die Entwicklung von Wirkstoffen zur immuntherapeutischen
Behandlung eines Pankreaskarzinoms befindet sich jedoch noch in den Anfangen *. Aktuell haben
Therapien mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren keine Bedeutung in der kurativen Therapie des

Pankreaskarzinoms.

1.1.8. Prognose

Die Prognose ist stark abhangig von der Resektabilitat und der Metastasierung. In lediglich 10-20% der
Falle liegt eine primar resektabler Befund vor. Durch eine chirurgische Resektion gefolgt von einer
adjuvanten Therapie lasst sich ein medianes Uberleben von 20-28 Monaten je nach Therapieschema
erreichen. Die 5-Jahresuberlebensrate liegt bei alleinig chirurgisch therapierten Patienten bei unter 10%,
im Vergleich zu 3% bei allen erkrankten Patienten und kann durch die Gabe einer adjuvanten Therapie
auf Uber 20% gesteigert werden 3*%°, Insgesamt konnte das OS jedoch in den letzten Jahren nur leicht
verbessert werden. Weiter haben auch perioperative Umstande, wie z.B. perioperative Bluttransfusionen
41 Einfluss auf die Prognose.

Haufig zeigt sich jedoch bereits ein metastasiertes Stadium, in dem das mediane Uberleben im palliativen
Setting bei lediglich 4,6 Monaten liegt. Lokal fortgeschrittene Befunde (30-40%) zeigen unter palliativer
Therapie ein medianes Uberleben von 6-11 Monaten, welches unter multimodaler Therapie auf 9-21
Monate steigt.

Als wichtigster pathologischer Prognosefaktor gilt das Tumorstadium (siehe 1.1.4 Klassifikation). Hierbei

gilt je hoher das Tumorstadium, desto schlechter das OS 2. Aus pathologischer Sicht zeigt sich der



Lymphknotenstatus  als  entscheidender  prognostischer Marker.  Vergleicht man die 5-
Jahresiberlebensraten von Patienten mit NO mit denen mit N1/N2, so sieht man, dass das N-Stadium
einen wesentlichen Einfluss auf das Langzeittberleben hat (ca. 30 % vs. ca. 10 %) *>*. Zusatzlich hat die
Lymphknoten-Ratio (lymph node ratio, LNR), also der Quotient aus positiven und den gesamten
entnommenen Lymphknoten, prognostischen Wert 44,

Als weitere Prognosefaktoren gelten der pra- und postoperative CA-19-9-Wert, das Vorhandensein einer
Gefal-, Perineuralscheiden- und/oder LymphgefaBinfiltration und der Differenzierungsgrad des Tumors
194649 Neben diesen Faktoren ist die Qualitat der chirurgischen Resektion in Form des R-Status von
groRer prognostischer Relevanz 24°, Aufgrund der unterschiedlichen Friihsymptomatik spielt ebenfalls

die Lokalisation des Primarius eine Rolle .

1.2. Personalisierte Therapie und Tumorimmunologie

1.2.1. Molekulare Biomarker in der Pankreasdiagnostik

Biomarker sind objektiv messbare biologische Eigenschaften, die Riickschliisse auf die Prognose, den
Gesundheitsstatus eines Patienten oder das Ansprechen einer Therapie zulassen °. Meist handelt es sich
dabei um Proteine oder Gene und deren Veranderungen. Biomarker in der Tumormedizin korrelieren oft
mit der Krankheitsschwere, der Prognose des Patienten, dem Ansprechen einer Therapie oder zeigen eine
Indikation zur Intervention an.

Mit der Entwicklung der ,,personalisierten Medizin“, findet auch die Suche nach molekularen Biomarkern
immer mehr Einzug in die gegenwadrtige Forschung. Diese Arbeit beschéftigt sich daher mit der
Identifizierung neuer Marker auf molekularer Ebene in Bezug auf Aussagen lber das Gesamtiiberleben
und das Metastasierungsmuster des PDAC. Es lassen sich diagnostische, prognostische, Risiko- und
pradektive Biomarker unterscheiden. Mit einem prognostischen Biomarker kann eine Aussage (ber den
voraussichtlich zu erwartenden Verlauf gemacht werden 2% In dieser Arbeit soll auf CD8 als
prognostischen Biomarker eingegangen werden. Ein bekanntes Beispiel ist das Prostata-spezifische
Antigen (PSA) mit dem Vorhersagen (ber die Progression eines Prostatakarzinoms gemacht werden
konnen . In der Vergangenheit wurden bereits vielversprechende potenzielle prognostische Biomarker
fiir das PDAC diskutiert. Hierzu zéhlen beispielsweise CA19-9 als etablierter Marker oder zirkulierende
Tumor DNA (circulating tumor DNA, ctDNA)S,

1.2.2. Personalisierte Medizin

Mit dem wachsenden Verstandnis des menschlichen Genoms erdffnet sich zunehmend die Mdglichkeit

Erkrankungen zugeschnitten auf den Patienten zu behandeln. Hiermit vor allem die Unterteilung der



Patienten in Subgruppen mit unterschiedlichen Prognosen und die von speziellen Verfahren oder
Therapien profitieren gemeint . Die groBten Fortschritte findet man hier auf dem Gebiet der Onkologie
5. Inzwischen werden bei bestimmten genetischen Voraussetzungen antitumorale Therapien angwandt.
Bestimmte tumorbiologische Voraussetzungen konnen hierbei eine zielgerichtete, personalisierte
Therapie ermdglichen. Als bekanntes Beispiel gilt hier die Therapie mit dem monoklonalen Antikorper
Trastuzumab bei Her2/neu positiven Mammakarzinomen °%. Ein weiteres, bereits erwahntes, Beispiel aus
der gynékologischen Onkologie sind Patienten mit einer BRCAL/2-Mutation, die hdufiger an einem
Mammakarzinom erkranken und von einer prophylaktischen Mastektomie profitieren kdénnen 8.
Fortschritte gibt es hier ebenfalls im Bereich des PDACs. Bekannte, bereits etablierte Marker sind
beispielsweise CA 19-9 und CEA. Innovationen beziglich solcher molekularen Biomarker tragen zur
Optimierung der onkologischen Therapie bei %°. Zukiinftig konnten auch an einem PDAC erkrankte

Patienten von der Weiterentwicklung der personalisierten Medizin einen zunehmenden Nutzen haben.

1.2.3. Immunoediting

Zur Abwehr von malignen Zellen erkennt das Immunsystem Tumorzellen Uber die jeweiligen
exprimierten tumorspezifischen Antigene (TSA) als korperfremd und zerstort diese. Hierbei handelt es
sich auf Tumorzellen exprimierte Antigene. Diese werden vom Kdorper als unbekannt identifiziert und so
eine Immunreaktion ausgeldst. Haufig werden auch sogenannte tumorassoziierte Antigene (TAA)
exprimiert. TAA sind auf kdrpereigenen Zellen exprimierte Antigene, die jedoch auf maligne entarteten
Zellen Gberexprimiert und so von immunaktiven Zellen erkannt werden. Beide Antigenarten zéhlen zu
den Tumorantigenen (TA). Um im Wachstum fortzuschreiten, muss der Tumor dieser antitumoralen
Immunsantwort entgehen. Dies geschieht durch den Mechanismus des Immunoeditings. Der Vorgang des
Immunoeditings wird allgemein in drei unteschiedliche Phasen eingeteilt. Nach Dunn et al. spricht man
hier von den drei ,,E’s“ des Immunoeditings. So unterscheidet man die Eliminierungsphase (engl.
elimination, auch Immunuberwachung oder engl. immunosurveillance), die Gleichgewichtsphase (engl.
equilibrium) und der Entkommensphase (engl. espace) .

Wiéhrend der Eliminierungsphase (siehe Abb. 1.1.) werden Tumorzellen durch das angeborene und das
adaptive Immunsystem zerstort bevor der Tumor klinisch auffallig wird.

Durch die tumorbedingte Sekretion proinflammatorischer Signale werden natlrliche Killerzellen (NK-2Z),
naturliche Killer-T-Zellen (NKT-Z), Makrophagen und dendritische Zellen (DC) angelockt, die maligne
entartete Zellen erkennen. Aus diesen Zellen des adaptiven Immunsystems werden das antiproliferativ,
antiangiogenetisch und Apoptose-induzierende Interferon Gamma (IFN-Gamma) und IL-12 freigesetzt
(Kotredes and Gamero, 2013). Durch IL-12 und IFN-Gamma kommt es mittels Perforinen, TRAIL
(tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand), Fas-Liganden und reaktive Sauerstoffradikalen

(ROS) zur Apoptose der Tumorzelle. DC phagozytieren die apoptotische Tumorzelle und wandern dann



in den naheliegenden Sentinel-Lymphknoten (SLN), wo Uber die Prasentation der exprimierten TA das
Priming der naiven T-Zelle stattfindet. Reife CD4*-T-Zellen fiihren dann zur klonalen Expansion TA-
spezifische CD8*-T-Zellen (zytotoxische T-Zellen (CTL)).

Im weiteren Verlauf kommt es zum zum Homing der TA-spezifischen CD8"-T-Zellen in den Tumor, was
zur Fortsetzung der Tumorzellzerstorung durch CTLs fihrt.

Werden in der Eliminierungsphase nicht alle Tumorzellen ausgeldscht, folgt die zweite lbergeordnete
Phase, die Gleichgewichtsphase (equilibrium). Hier kommt es zur Fortsetzung der
Tumorzelleliminierung. In dieser Phase wachst der Tumor zwar nicht, jedoch entstehen Mutationen, die
zu einer geringeren Immunogenitdt der Tumorzelle fuhren. Diese mutierten Tumorzellen kénnen so
teilweise einer Immunantwort entgehen. Dies flhrt zu einer sog. ,,darwinistischen Selektion®, in der
weniger immunogene Tumorzellen Gberleben und sich spater ungehindert weiter teilen kénnen. Diese
Selektion erklart das spatere Voranschreiten des Tumorwachstums bei immunkompetenten Individuen.
Die Entkommensphase (escape), ist die dritte und letzte Phase des Immunoeditings. Hier wachsen die in
der Gleichgewichtsphase selektierten Tumorzellen weiter. Der Tumor wird klinisch apparent. Durch
genetische Verdnderungen, wie z.B. Punktmutationen oder DNA-Hypermethylierungen am MHC-Gen,
kdénnen TA nicht mehr an aktivierte T-Zellen préasentiert werden und entgehen so dem Immunsystem.
Zusétzlich kdnnen Tumorzellen Widerstandsmechanismen gegenuber der T-Zellantwort entwickeln.
Beispielsweise kann durch eine deaktivierende Mutation im Fas-Rezeptor keine Apoptose mehr in der
Zielzelle ausgelost werden. Auch kann durch eine Uberproduktion des Fas-Liganden einer Immunantwort
entgangen werden, da die Tumorzelle die T-Zelle Gber den Fas-Liganden zur Apoptose bringt 662,
Aufgrund der Umgehung des Immunsystems durch den Tumor, ist keine addquate Immunreaktion des
Korpers gegen das Malignom mdglich. Die Tumorzellen haben somit die Mdglichkeit sich beinahe
ungehemmt weiter zu teilen und das Tumorwachstum schreitet voran. Dieser Mechanismus beschreibt

den Vorgang des Immunoeditings.



1.2.4. Aufbau und Aktivierung des CD8-Rezeptors

Die CD8*-T-Zelle ist von zentraler Bedeutung bei der Zerstérung maligne entarteter Zellen. Zum
besseren Verstandnis der Funktion ist das Wissen iber den Aufbau und die Aktivierung des CD8-
Rezeptors essenziell.

Beim CD8-Rezeptor handelt es sich um ein Transmembran-Glykoprotein. Die Abkiirzung ,,CD* steht
hierbei fir ,,Cluster of Differentation, die Zahl ,,8* steht fiir die Nummer des Clusters. Er dient als Co-
Rezeptor fur den T-Zell-Rezeptors (TCR). Der CD8-Co-Rezeptor kommt entweder als Homodimer mit
zwei alpha-Ketten oder als Uber eine Disulfid-Briicke verbundenes Heterodimer aus einer alpha- und
einer beta-Kette vor. Hinzu kommen ein zytoplasmatischer Anteil und eine Immunglobulin-Doméne.
Neben zytotoxischen T-Zellen wird das CD8-Oberflachenprotein teilweise ebenfalls von NK-Z,
Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, dendritischen Zellen und Thymozyten exprimiert. Erkannt wird
der CD8-Co-Rezeptor vom Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse | (MHC-Klasse-I1-Komplex) .

Der CD8-Oberflachenrezeptor wird tber MHC-I-Komplex présentierte Peptid-Antigene aktiviert. Der
TCR bindet den MHC-I-Komplex. Der so entstandene Bindungskomplex wird Uber die zusétzliche
Bindung an den CD8-Co-Rezeptoren stabilisiert. Intrazellular kommt es nun zur Aktivierung der LCK-
Kinase, die Uber die Phosphorylierung des am CD3-Rezeptor liegenden immunreceptor tyrosin-based



activation motifs (ITAMs) zur Initiierung des intrazellularen TCR-Signalwegs fiihrt %. Dies wird in
Abbildung 1.2. illustriert.

CD8-Co-

Antigenic peptide — &My | Rezeptor
\ W \

TCR N | [

Abb. 1.2.: Aktivierung der T-Zelle lber den TCR-Rezeptor und CD8-Co-Rezeptor (entnommen und
modifiziert aus Gascoigne et al., 2008 )

1.2.5. Zytotoxische Mechanismen der CD8*-T-Zelle

Der charakteristische Expressionsort fur den CD8-Rezeptor ist die Zellmembran der zytotoxischen T-
Zellen (CTL) und ihren direkten Vorlaufern. CTLs stellen eine zentrale Rolle in der Abwehr von
intrazelluléren Pathogenen und maligne entarteten Zellen dar. Nach der Aktivierung der Zelle (ber den
TCR und den CD8-Co-Rezeptor, kann es uber drei verschiedene Wege zur Zerstorung der Zielzelle
kommen (Abb. 1.3.). Ein Weg flhrt tber die zusatzliche Bindung des CTL-standigen Fas-Linganden
(Fas-L) mit dem auf der Zielzelle befindlichen Fas-Rezeptor (Fas, CD95). Uber diese Bindung wird die
Caspasen-Kaskade induziert, welche zur Apoptose der Zielzelle fihrt .

Eine andere Mdglichkeit ist die Sekretion von Granzym B und Perforin nach Aktivierung der CTL.
Hierbei verursacht Perforin ein Loch in die Zellmembran, wodurch das Eindringen von Granzym B in die
Zielzelle ermdglicht wird. Granzym B ist eine Serinprotease, die zur Spaltung der intrazelluldren Proteine
und so zur Lyse fuhrt. Diese beiden Enzyme sind folglich stark zytotoxisch.

Die dritte Variante wird Uber die Sekretion von Zytokinen vermittelt. Dabei handelt es sich speziell um
TNF-alpha und IFN-gamma, welche antitumoral und antimikrobiell wirken. TNF-alpha 16st durch die

Bindung an den TNF-alpha-Rezeptor die Caspase-Kaskade aus und fihrt die Zelle so in die Apoptose.



IFN-gamma hingegen flhrt zur Aktivierung der endogenen Antigenprasentation tber den MHC-Klasse-1-

Signalweg und des Fas-Rezeptors, was schlieBlich zur Fas-vermittelten Lyse der Zielzelle fiihrt 7.
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Abb. 1.3.: Zytotoxische Mechanismen der CD8*-T-Zelle (entnommen und modifiziert aus Andersen et
al., 2006 ©). (a) Induktion der Apoptose mittels Fas-L, b) zytotoxischer Mechanismus (iber Lyse der
Zielzelle mittels Granzym B und Perforin, c) Zytokin-vermittelte Induktion der Apoptose durch Auslosen

der Caspase-Kaskade)

1.2.6. Invasive Tumorgrenze, Tumormikromillieu und Immunzellinfiltration

Die invasive Tumorgrenze (engl. invasive margin, IM) beschreibt das Areal das den Tumor von
physiologischen Gewebe trennt. Der IM stellt eine mechanische Barriere dar. In vorhergehenden Studien
bezuglicher anderer Entitdten zeigte sich, dass hier eine erhohte Dichte von immunaktiven Zellen zu
finden ist %. Der IM wurde definiert als insgesamt 1 mm breiter Saum, der jeweils zur Halfte Tumor und
zur Halfte tumorfreies Gewebe beinhaltet (Abb. 1.4.) %% Hier ist das immunologische Umfeld, das

Tumormikromillieu, von entscheidender Bedeutung.
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Das Tumormikromillieu beschreibt das unmittelbare zelluldre und nicht-zellulare Umfeld des Malignoms.
Ubergeordnet kann man hier Zellen hamatopoetischen Ursprungs, mesenchymalen Ursprungs und eine
nicht-zellulare Komponente unterscheiden. Die Zellen hdmatopoetischen Ursprungs bestehen einerseits
aus T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen, die sich aus der lymphoiden Zelllinie entwickeln, und andererseits
den Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und myeloiden Suppressorzellen (myeloid-derived
suppressor cell, MDSC), die der myeloiden Zelllinie angehéren. Die aus dem Mesenchym entspringenden
Zellen bestehen aus Fibroblasten, Myofibroblasten, mesenchymalen Stammzellen, Adipozyten und
Endothelzellen. Den nicht-zelluldren Bestandteil bildet vor allem die extrazellulare Matrix. Das Geruist
hierfir bilden hauptsachlich Proteine, Glykoproteine und Proteoglykane.

Die unterschiedlichen Komponenten der Tumormikroumgebung haben verschiedenen Einfluss auf den
Verlauf der malignen Erkrankung ®7. In dieser Arbeit soll der Fokus jedoch primar auf den Einfluss von

CD8*-Zellen auf das Tumorverhalten gelegt werden.

peritumorales
Gewebe

Tumorzentrum

invasive margin
1mm

Abb. 1.4.: Schematische Darsteliung des invasiven Tumorrands (invasive margin, IM)

1.3. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die CD8"-Infiltration der invasiven Tumorgrenze (invasive margin, IM) in

Bezug zum Gesamtlberleben (overall survival, OS) und der Lokalisation eines Rezidivs zu bringen. In
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einigen Studien gab es bereits Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Infiltration mit CD8"-
CTLs und dem Uberleben ">, Der Ansatz die Infiltration durch CD8*-CTLs mit der Lokalisation eines
Rezidivs in Zusammenhang zu bringen, ist hingegen bisher nicht untersucht worden.

Es soll die Frage beantwortet werden, ob CD8 ein adaquater prognostische Biomarker fur das PDAC ist.

Es wurden folgende Fragestellungen formuliert:

e Hat die Infiltration durch CD8*-CTLs im IM Einfluss auf das Metastasierungsmuster des PDAC?
D.h. héngt die Infiltrationsdichte der CD8"-CTLs im IM mit der Lokalisation des 1. Rezidivs

zusammen?

e Hat die Tumorinfiltration durch CD8*-CTLs Einfluss auf das Gesamtiiberleben bzw. rezidivfreie
Uberleben?

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen histopathologischen Eigenschaften und der
Tumorinfiltration durch CD8*-CTLs?

e In welchem Bereich des IM findet sich die héchste Akkumulation an CD8*-CTLs (intratumoral

vs. peritumoral)?

Als Nachweismethode wurde die Immunhistochemie gewahlt, da sie eine gut etablierte diagnostische
Nachweismethode darstellt. Die immunhistochemische Farbung mit monoklonalen CD8-Antikorpern ist
bereits ein vielfach angewandtes Verfahren und ist durch eine hohe Standardisierung gut reproduzierbar.

So war es mdglich, die gewonnenen Ergebnisse in die bisherigen Erkenntnisse einzuordnen und zu

diskutieren.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Patienten und Material

2.1.1. Patientenkollektiv

Das Patientekollektiv bestand aus 83 Patienten bei denen zwischen den Jahren 2008 — 2014 ein PDAC
mittels pathologischer Aufarbeitung nachgewiesen wurde und eine partielle oder totale Resektion des
Pankreas durchgefihrt wurde. Es handelte sich um potenziell kurativ resektabel oder fortgeschrittene,
operable Befunde (Borderline resectable). Patienten die an einer intraepithelialen muzindsen Neoplasie
(IPMN) oder einer intraepithelialen Neoplasie (PanIN) litten wurden nicht berucksichtigt. Die
Durchfiihrung der Operation und die Gewinnung des Tumormaterials fanden in der Klinik fiir Allgemein-
Viszeral- und GefaRchirurgie des Universitatsklinikums Magdeburg statt. Die Aufarbeitung des
Tumormaterials wurde anschlieRend durch einen Facharzt fiir Pathologie im Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Magdeburg durchgefiihrt. Die Patientendaten wurden durch Einsicht in die
Patientenakte aus dem Datenarchiv erhoben. Die zugehorigen HE-Schnitte wurden zur Auswertung
hinzugezogen.

Die retrospektiv erhobenen klinischen und pathologischen Daten wurden in folgender Tabelle

zusammengefasst:

Tab. 2.1: Ubersicht tiber erhobene klinische und pathologische Daten

Patientendaten Name, Geburtsdatum, Aufnahmedatum, Anschrift,
Geschlecht
Diagnostik Diagnose, Diagnosedatum, CA19-9, CEA,

Diagnosesicherung, Biopsie, Lokalisation, Staging,

praoperative Vorstellung in de Tumorkonferenz

Préoperative Therapie Galleableitung, Neoadjuvante Therapie, Neoadjuvante

Radiochemotherapie

Operation OP-Datum, Entnahmezeitpunkt Préparat, intraoperative
Resektabilitat, OP-Verfahren, regionére
Lymphknotendissektion,  multiviszerale  Resektion,
Rekonstruktion Pfortader, arterielle
Gefalrekonstruktion, Rekonstruktion Pankreas,
FuBpunktanastomosen (Anzahl), Tage auf

Internsivstation

Histologie TNM, CRM-KIassifikation, Lymphknoten positiv
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(Anzahl), Lymphknoten gesamt (Anzahl), R-Kategorie,
Tumor-Grading, Perineuralscheideninfiltration,

LymphgefaRinvasion, BlutgefaRinvasion

Geplante adjuvante Therapie Postoperative Vorstellung in der Tumorkonferenz,

geplante adjuvante Chemotherapie

Komplikationen Komlikationen (ja/nein), Anzahl der Revisionen, Art der

Komplikationen

Abgangsart/Entlassung Entlassungsdatum, Entlassung

Die Aufarbeitung im Institut fur Pathologie erfolgte wie in der ,,S-3-Leitlinie zum Exokrines
Pankreaskarzinom* festgelegt. Hiermit ist u.a. die Beurteilung der Resektionsrander (vor allem des
medialen, dorsalen und ventralen Resektionsrandes), des TNM-Stadiums und des Gradings (G1 = gut
differenziert; G2 = méRig differenziert; G3 = schlecht differenziert) gemeint. Weiterhin wurde hierbei
auch die Beteiligung von Lymphgefden (L-Status), der Perineuralscheide (Pn-Status) und von
BlutgefaRen (V-Status) berucksichtigt. Die Tumorpraparate lagen in Paraffin eingebettet vor. Diese
wurden im Archiv des Instituts fur Pathologie des Universitatsklinikums Magdeburg gelagert. Hieraus
konnten die Schnitte fir diese Arbeit gewonnen und die immunhistochemische Farbung durchgeftihrt

werden.

2.1.2. Software

Fiir die Textverarbeitung dieser Arbeit wurde das Programm ,,Word“ (Microsoft) verwendet. Fir die
Erhebung der Daten wurden eigens Dokumentationsformulare angefertigt und mit Hilfe der Software
»Adobe Reader 11 (Adobe) ausgefillt. Die darauffolgende Archivierung und Verwaltung der Daten
wurde mit ,,Excel” (Microsoft) bewiltigt. Zur statistischen Aufarbeitung kam die Software GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software) zum Einsatz. Eine Literaturdatenbank wurde mit Hilfe von ,,Zotero* (Roy
Rosenzweig Center for History and New Media der George Mason University) erstellt. Die
immunhistologischen Bilder der jeweiligen Préparate wurden mit Hilfe der Software AxioVision (Zeiss)

angefertigt.

2.2. Methoden

2.2.1. Immhunhistochemie (IHC)

Die Immunhistochemie (IHC) stellt eine der zentralen Methoden in der heutigen histopathologischen

Diagnostik dar. Durch ihre verhdltnisméRig einfache und kostenglinstige Durchfiihrung ist sie weit
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verbreitet. Sie ist in der Lage bestimmte Oberflachenmerkmale durch eine gezielte Antikdrperbindung zu
erkennen und sichtbar zu machen. Durch diesen Mechanismus konnen verschiedene Expressionsmuster
der Zielzelle in einem histologischen Prdparat nachgewiesen werden. Die IHC hat also die
Sichtbarmachung und Lokalisierung bestimmter antigener Strukturen, sogenannte Epitope (z.B. Proteine,
Polysaccharide), in einem zu untersuchenden Material (z.B. Gewebepréparat) zum Ziel. Hierbei beruht
die Funktionsweise auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Dem zu untersuchenden Gewebeschnitt
werden spezifische Antikdrper hinzugesetzt, die an das gesuchte Epitop binden. Durch die Hinzugabe von
ggf. sekundaren Antikorpern und einer chromogenen Substanz, kommt es durch eine enzymatische
Reaktion, zur Sichtbarmachung der sich im Gewebe befindlichen Antikorper-Antigen-Bindung.
Allgemein kommen am h&ufigsten die direkte und die indirekte Methode zum Einsatz.

In dieser Arbeit wurde die indirekte Methode verwendet. Diese Methode setzt sich aus zwei Schritten
zusammen. Zunéchst wird auf das zu untersuchende Material ein Primarantikorper aufgebracht, der an
das gesuchte Epitop bindet. Im nédchsten Schritt wird dann ein an ein Enzym gekoppelter
Sekundarantikdrper hinzugegeben. Dieser wiederum richtet sich gegen den Primdrantikorper. Hier wird
dann eine Enzym-Substrat-Reaktion induziert, die eine Farbung zur Folge hat und das gesuchte Antigen
sichtbar macht. Als Substrat dient hier beispielsweise Peroxidase aus Meerrettich (engl. horseradish
peroxidase, HRP).

Bei der Immunhistochemie werden polyklonale und monoklonale Antikdrper (hdufig aus Mausen
gewonnen) verwendet. Polyklonale Antikérper richten sich gegen verschiedene antigene Determinanten
eines Antigens und konnen diese binden. Dies ist von Vorteil, wenn keine Demaskierung in der
Vorbereitung stattgefunden hat. In diesem Fall kann das Antigen dennoch Uber verschiedene Epitope
gebunden werden. Nachteilig ist allerdings, dass es durch die vermehrten Bindungsmdglichkeiten zu
Kreuzreaktionen mit Epitopen anderer Antigene kommen kann, was ein unspezifisches Ergebnis zur
Folge haben kann. Zur Herstellung polyklonaler Antikérper werden am haufigsten Kaninchen verwendet
(eine Produktion beispielsweise aus Ziegen oder Pferden ist ebenfalls mdglich.). Monoklonale Antikorper
hingegen, richten sich nur gegen ein einzelnes Epitop, was zu einer hoheren Spezifitat fuhrt. Hierbei ist
der Nachteil, dass zur addquaten Verwendung eine Demaskierung des Antigens notwendig ist.
Monoklonale Antikérper finden ihren Ursprung in lediglich einem B-Lymphozyten, sind damit identisch
und werden mit der Hybridom-Technik hergestellt. Meist wird dabei eine Maus mit dem Antigen
infiziert, was zu einer Bildung von B-Lymphozyten und somit einer Antikorperbildung fihrt.
AnschlieBend werden die B-Lymphozyten isoliert und mit Plasmazellen eines Plasmozytoms fusioniert.
Hierbei entsteht eine sogenannte Hybridomzelle, die unbegrenzt viele der spezifischen Antikdrper
produzieren kann.

Die Fixierung des zu untersuchenden Gewebeschnittes findet meist in Formalin statt. Diese Behandlung
fiihrt zu kovalenten Bindungen zwischen Aldehyd und den im Gewebe vorhandenen Aminogruppen. So

wird das Protein denaturiert und Antigenitét sinkt. Dies kann zur Maskierung oder Zerstérung antigener
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Strukturen flhren. Zusétzlich hangt das Ergebnis der IHC maRgeblich von der Fixierung (Wahl und

Konzentration des Fixierungsmittels, Dauer der Fixierung, Temperatur) ab.

2.2.2. Gerate

Tab. 2.2: Auflistung der verwendeten Gerate

Geréte Hersteller

BenchMark ULTRA (IHC/ISH Staining Module) | Ventana, Tucson, USA

Axio Imager.A2 incl. AxioCam ZEISS, Oberkochen, Deutschland

RM 2145 Microtome Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland

2.2.3. Verwendete Chemikalien

Entparaffinierung
Ventana EZ Prep Concentrate (10x)
Verwendetes Gerat: Ventana BenchMark ULTRA

Antigen Demaskierung
Ventana ULTRA Cell Conditioning (ULTRA CC1)
Verwendetes Gerdt: Ventana BenchMark ULTRA

Antikdrper
Dako Anti-CD8 Antikdrper
Verwendetes Geréat: Ventana BenchMark ULTRA

Antikorper-Antigen Bindungsnachweis
Ventana ultraView Universal DAB Detektionssystem
- HRP Multimer (<50 pg/ml Ziegen-Anti-Maus-1gG, Ziegen-Anti-Maus-IgM, Ziegen-Anti-
Kaninchen in Proteinpuffer
- Peroxidase Inhibitor: 3 % H202
- H20, 0,04 % in Phosphatpufferldsung
- DAB Chromogen 0,2 %
- Copper 5 g/L CuSO4
Verwendetes Gerét: Ventana BenchMark ULTRA
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Gegenfarbung

Hamalaun Nach Mayer (1000 ml)
- 800 ml destilliertes H20
- 1g H&matoxylin
- 0,2g NalO3
- 50 g Kalilaun
- 50 g Chloralhydrat
- 1gCitrat

Verwendetes Gerat: kein Gerat verwendet (manuell durchgefiihrt)

Entwasserung
Aufsteigende Alkoholreihe aus Ethanol 70 %, 90%, 96 %, Xylol
Verwendetes Gerdt: kein Gerat verwendet (manuell durchgefiihrt)

Eindeckung
Leica CV Mount

Verwendetes Gerét: kein Gerét verwendet (manuell durchgefuhrt)

2.2.4. Verwendete Antikorper

Die Herstellung eines monoklonalen Antikorpers erfolgt, wie oben beschrieben, (iber die Hybridom-
Technik. Bei dem verwendeten Primérantikérper handelt es sich um einen monoklonalen Maus-

Antikdrper der Firma Dako. Weitere Details sind in der folgenden Tabelle (Tab. 2.3) aufgefiihrt.

Tab.2.3: Verwendeter Primarantikorper

Spezifitat Herkunft, Klon Isotyp Verdlnnung Bezugsquelle
Klonalitat

CDS8 Maus, C8/144B | 1gG1, Kappa 1:50 Dako, Glostrup,
monoklonal Dé&nemark

2.2.5. Durchfuihrung der Immunhistochemie

Fir die immunhistochemische Féarbung wurden die unter 2.1.2 ,,Gerdte” aufgefiihrten Hilfsmitteln
verwendet. Die Farbung wurde mit dem Ventana BenchMark ULTRA Farbesystem angefertigt. Mit
diesem System ist es moglich, Gber einen auf den jeweiligen Objekttrager gedruckten Barcode, das

zugehorige Farbeprotokoll abzurufen.
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Vor der Anfertigung der Tumorschnitte wurde eine Sensitivitatspriifung mit dem empfohlenen
Testgewebe durchgefiihrt. Fur diese Positivkontrolle wurde als Testgewebe ein Tonsillenpréparat

verwendet, da hier eine hohe Infiltration CD8*-Zellen zu erwarten ist.

Das in dieser Arbeit angewandte immunhistochemische Farbeprotokoll wurde wie folgt durchgefihrt.

Zunachst war eine fachgerechte Herstellung des Gewebeschnittes nétig. Dazu wurde das Praparat
zugeschnitten und entparaffiniert. Die Anfertigung der Gewebeschnitte wurde per Mikrotom
durchgefuhrt. Mit diesem wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt und auf einem Objekttrager platziert.
Zur Entparaffinierung wurde der Gewebeschnitt im Férbeautomaten mit Ventana EZ Prep Concentrate
bei 72 °C und einem Wirbelmixer behandelt. Die erhohte Temperatur fiihrte zum Schmelzen der
Paraffinschicht, wobei das Detergenz (Ventana EZ Prep Concentrate) die Oberflachenspannung der
wassrigen Losung herabsetzte. So wurde das geschmolzene Paraffin aus dem Gewebe entfernt und zur
Wasseroberflache bewegt. Die Bewegung des Wirbelmixers, verhinderte das Wiederabsetzen des

Paraffins und es konnte so entfernt werden.

Den néchsten Schritt stellte die Hitzevorbehandlung dar. Diese diente der Antigendemaskierung. Hierbei
wurden die bei der Fixierung entstandenen Vernetzungen teilweise wieder aufgebrochen, so dass die
Konformation der antigenen Strukturen wiederhergestellt wurde.

Zur Antigendemaskierung wurde der Objekttrdger nach einer 8-minitigen Aufwarmphase, bei 95 °C fir
64 Minuten mit Ventana ULTRA Cell Conditioning (ULTRA CC1) behandelt.

Bei ULTRA CC1 handelte es sich um einen Tris-basierten Puffer, der bei Erwarmen zur Hydrolyse der
durch Formalin erzeugten kovalenten Bindungen zwischen dem Aldehyd und den im Gewebe
vorhandenen Aminosauren fuhrt. Durch diese Bindung wurde das Protein denaturiert und vermutlich
zusammenhéngend hiermit die Antigenbindungswahrscheinlichkeit heruntergesetzt. So wurde durch die
Behandlung mit ULTRA CC1 die Mdglichkeit der Antikorperbindung optimiert und ein besseres Signal

erzeugt. Dieser Vorgang wird als Antigendemaskierung bezeichnet.

Nach dieser Vorbereitungsphase wurde der Gewebeschnitt mit dem primédren CD8-spezifischen
Antikorper (monoklonaler Maus-Antikrper, Dako) mit einer Verdiinnung von 1:50 per Hand (,,Hand
Apply“), bei Antikorper-Inkubationstemperatur (37 °C) inkubiert. Dieser Vorgang dauerte weitere 60
Minuten.

Nach der Inkubation mit dem primdren Antikérper, wurde das Ventana ultraView Universal DAB
Detektionssystem hinzugegeben. Hierbei handelte es sich um ein indirektes, biotinfreies Nachweissystem
von primaren Antikérpern. Dieses System macht sich die indirekte Nachweismethode zu Nutze. Es wurde
also ein gegen den Priméarantikorper gerichteter Sekundarantikdrper verwendet. Dieser war seinerseits an
ein Substrat-Chromogen-System gekoppelt. Bei der chromogenen Reaktion kommt es durch HRP zur

Umsetzung des Chromogens DAB, wodurch ein braunes Prazipitat entsteht, das die Lokalisation der
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Antigene anzeigt. Die Funktionsweise des View DAB Detection Kits wurde in Abbildung 2.1.
verdeutlicht.

Das Ventana ultraView DAB Detection Kit besteht aus einer einem Peroxidase-Inhibitor, einem HRP
Multimer, einem Chromogen, Wasserstoffperoxid und Kupfersulfat. Die einzelnen Bestandteile sind in
Tab. 2.3 aufgelistet. Der Peroxidase-Inhibitor dient der Deaktivierung endogener Peroxidasen. Durch
diesen Mechanismus sollen falsch positive Ergebnisse verringert werden. Wasserstoffperoxid dient der
HRP als Substrat fur die stattfindende Enzymreaktion. Die hier freiwerdenden Protonen fiihren durch
Oxidierung des anndhrend farblosen Chromogens (hier DAB) zu einem Farbumschlag. Hierbei kommt es
zusétzlich zur Bildung von Wasser. Es entsteht ein DAB-Polymer. Dieser Vorgang bildet die
Grundvoraussetzung fiir den Farbumschlag, der sich im Falle von DAB braun prasentiert. Die Zugabe der

Kupfersulfatlésung flihrt zu einem verstarkten Farbkontrast.

Brown DAB
Precipitate

H205

DAB

" HRP Multimer
Primary ...

Antibody / k\
| | Target Antigen
Tissue

wltraView Universal DAB Detection

Abb. 2.1.: Funktionsweise des ultraView DAB Detection Kit (aus Packungsbeilage ,,ultraView Universal
DAB Detection Kit*“ (Ventana, 2011))

Nach der Hinzugabe des Ventana ultraView DAB Detektionssystems wurde der Schnitt aus dem
Féarbeautomat entnommen und es wurde manuell fortgefahren. Nun folgte ein Spllvorgang mit
destilliertem Wasser. AnschlieBend wurde der Schnitt mit einer Farbung mit Hamalaun nach Mayer fiir 1
Minute gegengefarbt. Nach dem Vorgang der Gegenfarbung folgte eine erneute 10-minitige Spilung mit
Leitungswasser. Zur Entwésserung wurde das Gewebe nun mit einer aufsteigenden Alkoholreihe von
70%, 90%, 96 % Ethanol und letztlich mit einem Xylolbad bearbeitet. Zur abschlieBenden Fixierung

wurde anschliefend noch Leica CV Mount Eindeckmittel aufgetragen.
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Zur Bestimmung der CD8*/FoxP3*-Ratio wurde aus demselben Patientenkollektiv in gleicher Weise wie
fir CD8 beschrieben, immunhistochemische Préparate mittels FoxP3-Antikorper angefertigt. Dies
erfolgte mit einem monoklonalen IgG1l Anti-FoxP3-Antikorper der Firma Abcam in einer Verdinnung
1:40.

2.2.6. Auswertung der Antikorperfarbung

Fur die Auswertung der Antikorperfarbung wurden Fotos der invasiven Tumorgrenze (invasive margin
(IM)) angefertigt. Dies geschah durch zwei Doktoranden. Das hierflir verwendete Lichtmikroskop war
das Axio Imager.A2 mit installierter AxioCam der Firma Zeiss. Mit einer 4x — 10x VergrdRerung wurden
aus jedem immunhistologisch gefarbten Schnitt drei Gesichtsfelder unterschiedlicher Lokalisation im 1M
mit der hochsten Anzahl an positiven Zellen in 20x VergroBerung, sog. ,.high power field“ (HPF), iiber
die am Lichtmikroskop (Axio Imager.A2, Zeiss) installierte Digitalkamera fotografiert. Es wurde darauf
geachtet, dass fiir die Auswertung das Foto des Gesichtsfeldes zur Halfte (50 %) Tumorgewebe und zur
anderen Hélfte (50 %) tumorfreies Gewebe abbildete. Zur Auswertung wurde unter tumorfreiem Gewebe
physiologisches, inflammatorisches und fibrosiertes Pankreasgewebe verstanden. Diese sog. ,,Hotspots*
lagen folglich allesamt im IM. Der IM wurde definiert als jeweils 500 um breiter Bereich beidseits der
Grenze zwischen maligne entarteten Zellen und tumorfreiem Gewebe . Eine schematische Darstellung
des Tumorrandbereichs zeigt Abbildung 2.2. Die Grolke des Gesichtsfeldes bei einer 20x VergréRerung
betragt naherungsweise 0,15 mm? (450 um x 333 pum). Dies entspricht dem abgelichteten Ausschnitt des
eigentlichen Okularfeldes. Die Anfertigung der Bilder hatte zum Ziel, eine Steigerung der Objektivitat
und eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Bei der Auswertung der digitalen Bilder wurden jeweils die CD8*-Zellen im gesamten Gesichtsfeld und
die CD8*-positiven Zellen im Tumorareal separat ausgezéhlt. So konnte zusétzlich zur Gesamtzahl,
zwischen CD8*-Zellen im intra- und im peritumoralen Areal unterschieden werden. Pro Schnitt wurden
jeweils drei HPFs fotografiert und ausgewertet. Aus diesen drei HPFs wurde dann ein Mittelwert gebildet,
der fur die statistische Auswertung verwendet wurde. Die Auswertung erfolgte zunachst verblindet durch
zwei Doktoranden. Aufgrund mdéglicherweise subjektiver Zahlweise, wurde anschlieBend eine interne
(erneute Auszéhlung des gleichen Untersuchers zu einem spateren Zeitpunkt) und eine externe Kontrolle
(erneute Auszéhlung des anderen Untersuchers zu einem spateren Zeitpunkt) durchgefuhrt. Bei weiter

unklarem Féllen erfolgte eine erneute Kontrolle durch einen Facharzt fur Pathologie.
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physiologisches Pankreasgewebe

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Tumorrandbereichs (links: Tumorgewebe, mittig: Stroma, rechts:

physiologisches Pankreasgewebe)

2.2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Statistiksoftware ,,Graphpad PRISM* (GraphPad
Software, Inc., San Diego, USA) durchgefuhrt.

Hiermit wurde die Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Maier durchgefiihrt. Zusétzlich wurde mittels
Mann-Whitney-U-Test die CD8-Infiltration in Bezug auf verschiedene molekularbiologische und
histopathologische Merkmale verglichen. Dieser wird fir zwei ungepaarte, nicht normalverteilte
Stichproben verwendet. Hierbei wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.

Die Patientendaten wurden mit dem Programm ,Excel“ (Microsoft) archiviert und aufgearbeitet.

Zusétzlich konnten hiermit Diagramme und Tabellen erstellt werden.

2.2.7.1. Statistische Auswertung der CD8-Infiltration in Bezug auf das Gesamtuiberleben

Da 2 der 83 Patienten in den ersten 30 postoperativen Tagen an nicht-tumorassoziierten Ursachen

(Myokardinfarkt oder infektiosen Geschehen) verstarben, wurden diese nicht in die Uberlebensanalyse
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eingeschlossen. Bei weiteren 4 Patienten war die Durchfilhrung einer immunhistochemischen
Untersuchung aufgrund von qualitativ nicht ausreichenden Préparaten nicht méglich. So verblieben 77
Patienten flr die statistischen Auswertungen in Betrachtung auf das Gesamtiiberleben. Die Einteilung
erfolgte anhand des Medians der gezdhlten CD8"-Zellen in zwei Gruppen. Im Zusammenhang mit der
Kaplan-Maier-Uberlebensanalyse wurde als Ereignis das Versterben der Patienten definiert. Das mediane
Gesamtiiberleben war hier der Zeitpunkt, bei dem die Halfte der Patienten ein Ereignis erlitten haben

(Zwiener et al., 2011). Patienten, die zu Studienende noch lebten, wurden zensiert.

2.2.7.2. Statistische Auswertung der CD8*/FoxP3*-Ratio in Bezug auf das OS

Zusétzlich wurde aus einem Kollektiv von 46 Patienten eine CD8*/FoxP3*-Ratio gebildet. Die fir die
Berechnung zugrundeliegenden Daten der Zellzahl der FoxP3*-Zellen ging aus einer weiteren
Auswertung des Patientekollektivs, die bereits in einer weiteren Promotion (,,FoxP3 als prognostischer
Marker beim chirurgisch therapierten Pankreaskarzinom - eine retrospektive Analyse unter Einbeziehung
der Immunhistochemie“ (Maximilian Klippstein) verdffentlicht wurde, hervor. Die verwendeten Daten
sind in einer Tabelle im Anhang unter dem Punkt 7.1.4. ,,Auswertung FoxP3*-Zellen“ zusammengefasst.
Es wurde die CD8*/FoxP3"-Ratio (Quotient aus CD8*-Zellen und FoxP3*-Zellen) in Zusammenhang mit
dem OS gebracht. Zur Feststellung eines Zusammenhangs wurde ebenfalls eine Kaplan-Maier-

Uberlebenskurve verwendet.

2.2.7.3. Statistische Auswertung der CD8-Infiltration in Bezug auf die Lokalisation des Rezidivs

Bei 51 Patienten kam es im Verlauf zur Entwicklung eines Rezidivs. Diese Patienten kamen fir die
Analyse der Zusammenhéange zwischen der CD8-Infiltration und der Entwicklung eines Rezidivs, bzw.
dessen Lokalisation, in Betracht. Aufgrund 3 fehlender Préparate wurde ein Kollektiv von 48 Patienten
untersucht. Es wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Verglichen wurde die Anzahl der CD8*-
Zellen bei Patienten, die im Verlauf ein Lokalrezidiv erlitten mit Patienten, die an einem Fernrezidiv
erkrankten. Das Lokalrezidiv wurde zundchst mit dem Gesamtkollektiv der Fernrezidive vergleichen.
Zusétzlich wurde dann nach einem Zusammenhang in Bezug auf die jeweilige Lokalisation (Leber,

Peritoneum, Lunge) gesucht.
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3. Ergebnisse
3.1. Deskriptive Statistik der erhobenen Daten

3.1.1. Beschreibung des Patientenkollektivs

Die Arbeit analysiert 83 Patienten, bei denen zwischen den Jahren 2008 — 2014 ein duktales
Adenokarzinom des Pankreas diagnostiziert wurde. Alle Patienten wurden einer operativen Entfernung
des Malignoms unterzogen.

Davon waren 55,42 % (46/83) der Patienten Méanner und 44,58% (37/83) Frauen. Das durchschnittliche
Alter zum OP-Zeitpunkt betrug 67,8 Jahre. Wiederum betrug es jeweils bei Mannern 67,4 Jahre und bei
Frauen 68,2 Jahre. Die Altersverteilung zum Operationszeitpunkt belief sich zwischen dem jlngsten
Patienten mit 38 und dem &ltesten mit 84 Jahren. In Tabelle 3.1 wurde das Patientenkollektiv
Ubersichtshalber dargestelit.

Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums am 15.12.2015, zeigten 4 Patienten ein Uberleben von (iber 5
Jahren. So ergab sich eine 5 Jahres-Uberlebensrate von 4,8 %. Die Abbildung 3.1 zeigt die

Héufigkeitsverteilung des Patientenalters in einem Balkendiagramm.
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Abb. 3.1: Haufigkeitsverteilung des Patientenalters
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Tab. 3.1: Ubersicht des Patientenkollektivs

Charaktieristika

Anzahl (%)

Anzahl der Patienten 83 (100)
Alter in Jahren (Durchschnitt zur OP) 67,8

- Manner 67,4

- Frauen 68,2

- Spannweite 38-84
Geschlecht

- Ménner 46 (55,4)

- Frauen 37 (44,6)
Praoperativer CA 19-9-Wert 36 (43,4)

- erhoht 31 (86,1)

- normal 5(13,9)
Diagnostik

- NurCT 32 (38,6)

- CT und andere Verfahren 24 (28,9)

- KeinCT 24 (28,9)
Lokalisation des Tumors

- Caput 74 (89,2)

- Corpus 5 (6,0)

- Cauda 8 (9,6)

- davon multilokal 4 (4,8)
Staging

- potenziell kurativ operabel 73 (88,0)

- fortgeschritten operabel (Borderline

resectable) 8(9,6)

- lokal fortgeschritten inoperabel 0(0)

- metastasiert 2(2,4)
Préoperative Therapie

- Galleableitung 36 (43,4)

- Neoadjuvante Chemotherapie 0(0)

- Neoadjuvante Radiochemotherapie 0(0)
Operation

- PPPD 63 (75,9)

- Kausch-Whipple-OP 8(9,6)

- Totale Pankreatektomie 3(3,6)

- Pankreaslinksresektion 9 (10,8)

- Pankreassegmentresektion 0(0)

Multiviszerale Resektion 19 (22,3)

Pfortaderrekonsturktion 5 (6,0)

Arterielle GefaRrekonstruktion 0(0)
Histologie

- UICCIA 4 (4,8)

- UICCIB 6 (7,2)

- UICCIIA 25 (30,1)

- UICCIIB 46 (55,4)

- uicc 0 (0)

- uicc v 2(2,4)

Perineuralscheideninfiltration 74 (89,2)

BlutgefaRinfiltration 15 (18,1)

LymphgefaRinfiltration 51 (61,5)
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Therapie
- Adjuvante Chemotherapie 51 (61,5)
- Keine adjuvante Chemotherapie 31 (37,4)
- Chemotherapie unklar 1(1,2)
Komplikationen 39 (47,0)
Erstrezidiv
- Lokal 11 (13,3)
- Leber 18 (21,7)
- Lunge 6 (7,2)
- Peritonealkarzinose 7(8,4)
- Andere Lokalisation 9 (10,8)
- Kein Rezidiv 42 (50,6)
Uberleben
- Lebend 35 (42,2)
- Verstorben 48 (57,8)
- Mit Rezidiv 41 (49,4)
- Ohne Rezidiv 7(8,4)

3.1.1.1. Préoperative Tumormarker

Praoperativ wurden bei 43,4 % (36/83) der Patienten der Tumormarker CA-19-9 bestimmt. Der
Tumormarker CEA wurde bei 26 (31,3%, 26/83) Patienten prdoperativ ermittelt. Dabei wurden bei 26
Patienten beide Tumormarker erhoben. Bei 10 Patienten wurden nur CA-19-9 und bei keinem Patienten
nur CEA bestimmt. Der CA-19-9-Wert zeigte sich bei 86,1 % (31/36) der Patienten erhdht (tiber 37 U/ml)
und bei 13,9 % (5/36) im Normbereich. Der CA-19-9-Wert bewegte sich zwischen 3,8 U/ml und 3202
U/ml.

3.1.1.2. Diagnostik

Die Diagnostik wurde mit CT, MRT, MRCP, Endosonographie oder anderen Methoden durchgefihrt.
Die Verfahren wurden in unterschiedlichen Kombinationen angewandt. Hierbei ergab sich, dass die
Diagnosesicherung bei 38,6 % (32/83) der Malignomen allein durch eine CT-Untersuchung durchgefiihrt
wurde. Bei 28,9 % (24/83) der Patienten wurde die Diagnose durch eine CT-Untersuchung und ein
weiteres der genannten Verfahren (MRT, ERCP, Endosonographie oder andere) gestellt. 28,9 % (24/83)
der Patienten erhielten die Diagnose ohne eine CT. Das Diagnoseverfahren blieb bei 3,6 % (3/83) der

Patienten ungeklart.

3.1.1.3. Praoperative Intervention
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Aufgrund einer praoperativen entwickelten Cholangitis oder einer Cholestase, wurde bei 43,4 % (36/83)
Patienten interventionell ein Stent eingelegt. Hierbei betrug die durchschnittliche Verweildauer des

jeweiligen Stents 26,9 Tage.

3.1.2. Beschreibung der tumorbezogenen Daten

Alle 83 Patienten litten an einem histologisch gesicherten duktalen Adenokarzinom des Pankreas.

3.1.2.1. Tumorlokalisation

Die groBe Mehrheit von 85,5 % (71/83) der insgesamt 83 Pankreaskarzinome befand sich als einziger
Fokus im Kopfbereich. Lediglich 2,4 % (2/83) der Patienten zeigten als unifokale Lokalisation den
Korpusbereich und 7,3 % (6/83) der Patienten wiesen eine unifokale Lokalisation im Pankreasschwanz
auf. Bei 4,8 % (4/83) der Patienten kam es zu einem diffusen Wachstum. Die Abbildung 3.2 illustriert das

Vorkommen der verschiedenen Lokalisationen.

Lokalisation

i Caput
i Corpus
Cauda

w Diffus

Abb. 3.2: Diagramm zur H&aufigkeit der verschiedenen Lokalisationen des PDAC

3.1.2.2. Resektabilitat

Alle 83 Patienten wurden einer operativen Resektion des Malignoms unterzogen (siehe Abbildung 3.3).
Als potenziell kurativ operabel zeigten 88 % (73/83) der eingeschlossenen Patienten. Weitere 9,6 %
(8/83) der Patienten ergaben einen lokal fortgeschrittenen operablen Befund. Hiervon lag in 5 Fallen eine

venose, in 1 Fall eine arterielle und in 2 Fallen eine vendse und arterielle Infiltration vor. Diese wurden
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mittels Resektion operativ saniert. Bei 2,4 % (2/83) der Patienten lag bereits eine Metastasierung vor.

Diese wurde intraoperativ erkannt und entfernt, zuatzlich erfolgte die primére Resektion.

Resektabilitat

0
0% /_ZA)

i potenziell kurativ operabel
i Jokal fortgeschritten operabel
fortgeschritten inoperabel

& metastasiert

Abb. 3.3: Diagramm zur Resektabilitit des PDAC

3.1.2.3. Staging und TNM-Stadium

Mit 85,6 % (71/83) prasentierte sich die Mehrheit der Tumoren im T3-Stadium nach TNM-Klassifikation.
Weiter zeigten sich 6 % (5/83) im T1-, 8,4 % (7/83) im T2- und 0 % (0/83) im T4-Stadium.

Beziiglich des Lymphknotenstatus, lagen 57,8 % (48/83) der Tumore ein N1-Status vor, wéahrend 42,2 %
(35/83) einen NO-Status aufwiesen.

97,6 % (81/83) der Patienten wiesen einen M-Status von MO oder MX auf, nur 2,4 % (2/83) der Patienten
zeigten einen M1-Status.

3.1.2.4. Grading

Das Grading des Tumorkollektivs setzte sich zu 13,3 % (11/83) aus Tumoren mit guter, 59 % (49/83) mit
maRiger und 25,3 % (21/83) mit schlechter Differenzierung zusammen. Bei 2,4 % (2/83) der Patienten
war kein Grading angegeben (GX). Einige Beispielbilder fir das Grading zeigt Abbildung 3.4.
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g - $
Abb. 3.4:Beispielbi|der far Differenzierngrad des Tumors (Grading)
(A) gut differenziert — G1 (HE)
(B) maRig differenziert — G2 (HE)
(C) schlecht differenziert — G3 (HE)

3.1.2.5. Lymphangiosis carcinomatosa, Perineuralscheideninvasion und Hamangiosis carcinomatosa

Bei 61,4 % (51/83) der Patienten lag histologisch eine Lymphagiosis carcinomatosa (L1) vor. Bei
weiteren 25,3 % (21/83) der Patienten konnte diese nicht nachgewiesen werden (L0), wahrend 1,2 %
(1/83) der Patienten diesbezlglich nicht beurteilbar waren (LX). Bei den restlichen 12,1 % (10/83)
Patienten wurde der L-Status nicht erhoben.

Bezuglich der Perineuralscheideninvasion présentierten sich 89,2 % (74/83) der Patienten mit einer
Invasion der Nervenscheide (Pnl), 8,4 % (7/83) der Patienten wiesen hingegen keine Invasion auf. Bei
den restlichen 2,4 % (2/83) der Patienten lagen hierzu keine Daten vor. Exemplarisch zeigt Abbildung 3.5
eine Perineuralscheideninfiltration.
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Eine Hamangiosis carcinomatosa (V1) kam mit 18,1 % (15/83) der Patienten hingegen seltener vor. Mit
einem Anteil von 66,3 % (55/83), zeigte die Mehrheit der Patienten keine GefaRinfiltation (V0). Auch
hier lagen bei 3,6 % (3/83) der Patienten keine Daten beziglich der Hdmangiosis carcinomatosa vor.

entartete Zellen; HE-Féarbung, 10x)

3.1.2.6. UICC-Stadium (7. Edition)

Mit 46 Patienten lag bei 55,4 % das UICC-Stadium 1B vor. Bei 25 weiteren Patienten ergab sich ein lla-
Stadium. In Tabelle 3.2 wird eine detaillierte Ubersicht der UICC-Stadien dargestellt.
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Tab. 3.2: Ubersicht UICC-Stadien

UICC-Stadium n %
1A 4 4.8
IB 6 7,2
A 25 30,1
11B 46 55,4
Il 0 0
v 2 2,4

3.1.3. Beschreibung der therapiebezogenen Daten

3.1.3.1. Operative Therapie

Alle Patienten wurden einer chirurgischen Therapie unterzogen und nach diesem Kriterium ausgewahit.
Bei 75,9 % (63/83) der Patienten wurde eine pyloruserhaltende partielle Duodenopankreatektomie
(PPPD) durchgefiihrt. Bei 9,6 % (8/83) hingegen, erfolgte eine partielle Duodenopankreatektomie
(Operation nach Kausch-Whipple). 10,8 % (9/83) der Patienten erhielten eine Pankreaslinksresektion, 3,6
% (3/83) der Patienten eine totale Pankreatektomie. Die Haufigkeit der verschiedenen Verfahren wurde in
Abbildung 3.6 zusammengefasst.

Wahrend der operativen Therapie, musste in 6 % (5/83) der Félle eine Pfortaderrekonstruktion erfolgen.
Eine arterielle Rekonstruktion hingegen war in keinem Fall (0 %, 0/83) notwendig.

Bei 13 (15,7 %, 13/83) Patienten kam es zu einer Multiviszeralresektion, wobei hier bei einem Patienten
unter Beteiligung von mehr als zwei Organen operiert wurde. Einzeln betrachtet, wurden folglich 12
zusdtzliche Resektionen durchgefiihrt. Zur Beseitigung moglicher Filiae wurden 5 (41,7 %, 5/12)
atypische Leberresektionen durchgefiihrt. Weiter kam es zu 3 (25 %, 3/12) erweiterten
Magenresektionen, 2 (16,7 %, 2/12) Kolonresektionen, 1 (8,3 %, 1/12) Nierenresektion und 1 (8,3 %,
1/12) Nebennierenresektion.

Der durchschnittliche Zeitraum von Diagnose bis zur Operation betrug 16,3 Tage. Die Verteilung der
resezierten Organe wurde in Abbildng 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.6: Diagramm zur Haufigkeit der verschiedenen Operatiosverfahren

Multviszeralresektion
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i Leberresektion

i erweiterte Magenresektion
« Kolonresektion

i Nierenresektion
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Abb. 3.7: Diagramm zur Multiviszeralresektion bei der operativen Therapie des PDAC

Bei 73,5 % (61/83) der Patienten konnte eine RO-Resektion durch den Pathologen bestatigt werden. Bei
den restlichen 26,5 % (22/83) konnte lediglich eine R1-Resektion durchgefiihrt werden. Eine R2-
Situation lag in keinem Fall vor. Da die CRM-Klassifikation erst im Jahr 2013 Einzug in den klinischen

Alltag gefunden hat, lag hierzu nur ein unvollstandiger Datensatz vor.

3.1.3.2. Postoperativer Verlauf

Die Patienten verbrachten durchschnittlich 4,2 Tage postoperativ auf der Intensivstation. Der maximale
Aufenthalt auf Intensivstation betrug 40 Tage. Der durchschnittliche Zeitraum zwischen der Operation
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und der Entlassung bezifferte sich auf 24 Tage. Innerhalb der ersten 30 postoperativen Tage verstarben
insgesamt 2 (2,4 %) der 83 Patienten.

3.1.3.3. Komplikationen

Bei 34 (41 %) Patienten kam es zu Komplikationen. Dadurch musste bei 11 (13,3 %) Patienten
mindestens eine Revisionsoperation durchgefiihrt werden. Einige Patienten entwickelten im Verlauf
mehrere Komplikationen. Bei den erwahnten 34 Patienten kam es zu 49 Komplikationen. Bei diesen
handelte es sich zu 26,5 % (13/49) Pankreasanastomoseinsuffizienzen, zu 10,2 % (5/49) um biliodigestive
Anastomoseninsuffizienzen und zu 6,1 % (3/49) um Insuffizienzen der Gastroenterostomie. Des Weiteren
kam es in 2 % (1/49) der Félle zu einem Platzbauch, in 20,4 % (10/49) zu einer Lymphfistel und in 10,2
% (5/49) zu intraabominellen Nachblutungen. Ebenfalls entwickelte sich bei 24,5 % (12/49) ein
entzlindlicher Prozess. Diese setzen sich zu 14,3 % (7/49) aus Pankreatitiden, zu 8,2 % (4/49) aus
intraperitonealen Abszessen und zu 2 % (1/49) aus Peritonitiden zusammen. Abbildung 3.8 zeigt die
Haufigkeiten des Auftretens der verschiedenen Komplikationen im Verhdltnis zur Gesamtzahl der

Komplikationen.

Komplikationen
2% i Pankreasanastomoseninsuffizienz

8% i biliodigestive

Anastomoseninsuffizienz

0
« Insuffizienz der
14% Gastroenterostomie
i Platzbauch
0 I

10% i Lymphfistel
& intraabdominelle Nachblutung

Pankreatitiden

0,
2% intraperitonealer Abszef3

Abb. 3.8: Diagramm zur Haufigkeit der verschiedenen Komplikationsarten im Verhaltnis zur Gesamtzahl

der Komplikationen
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3.1.3.4. Adjuvante Chemotherapie

Eine adjuvante Chemotherapie erhielten 61,4 % (51/83) der Patienten des Kollektivs. Bei 37,4 % (31/83)
der Patienten wurde aus medizinischen Griinden oder auf persénlichen Wunsch des Patienten, auf eine
adjuvante Chemotherapie verzichtet. Bei 1,2 % (1/83) der Patienten war der Erhalt einer adjuvanten
Therapie nicht aus den Daten ersichtlich. Die Darstellung dieser Ergebnisse findet sich in Abbildung 3.9.
Bei 11 Patienten fand aufgrund eines Progresses oder starken Nebenwirkungen eine Therapieumstellung
statt.

Die adjuvante Chemotherapie bestand bei 68,6 % (35/51) der Patienten aus einer Gemcitabin-
Monotherapie, bei 15,7 % (8/51) der Patienten aus Gemcitabin und Nab-Paclitaxel, bei 9,8 % (5/51) der
Patienten aus Gemcitabin und Erlotinib und bei weiteren 3,9 % (2/51) der Patienten aus FOLFIRINOX.
Mit dem Wirkstoff 5-Fluorouracil (5-FU) wurde keine (0/51) adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt. Bei
2 % (1/51) Patienten blieb, wie oben erwahnt, der Wirkstoff ungeklart. Die unterschiedlichen Wirkstoffe
wurden in Abbildung 3.10 zusammengefasst.

adjuvante Chemotherapie

1%

i adjuvante CTX

37% i adjuvante CTX mit
48% Therapieumstellung

keine adjuvante CTX

& CTX unklar

Abb. 3.9: Diagramm zur Anwendung einer adjuvanten Chemotherapie
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i unklarer Wirkstoff

Abb. 3.10: Diagramm der angewendeten Chemotherapeutika

3.1.3.5. Entwicklung eines Rezidivs

Von den im Zeitraum zwischen den Jahren 2008 bis 2014 operierten Patienten, entwickelten 61,4%
(51/83) ein Rezidiv. Im Rahmen des ,,Follow-Up* wurde gezeigt, dass 80,4 % (41/51) der rezidivierten
Patienten, im Beobachtungszeitraum bis zum 15.12.2015 an diesem Rezidiv verstarben.

Als rezidivfrei zeigten sich 30,1 % (25/83) der Patienten des Gesamtkollektivs. Weitere 8,4 % (7/83) der
Patienten verstarben an anderen Ursachen. Der rezidivfreie Zeitraum (disease free survival, DFS) wurde
definiert als verstrichene Zeit in Monaten zwischen dem Operationsdatum und dem Auftreten eines
Rezidivs. Das mediane DFS betrug 10,1 Monate. Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums verstarben
57,8 % (48/83) der Patienten, wahrend die anderen 42,2 % (35/83) iberlebten. Das OS wurde definiert als
verstrichene Zeit in Monaten vom Operationsdatum bis zum Tod des Patienten. Das durchschnittliche OS
betrug 21,10 Monate. Unter den Patienten, die ein Rezidiv aufwiesen, kam es in 40 Fallen (78,4 %,
40/51) zu lediglich einem Rezidiv an einer Lokalisation. In 11 (21,6 %, 11/51) Fallen kam es zu mehr als
einer Neubildung. An einem Leberrezidiv erkrankten 35,3% (18/51) der Patienten. Eine
Peritonealkarzinose erlitten 13,7% (7/51) der Patienten, 21,6 % (11/51) der Patienten zeigten ein
Lokalrezidiv. Weitere 11,8 % (6/51) der Patienten erlitten ein Lungenrezidiv als Erstrezidiv. In 17,6 %
(9/51) der Falle zeigte sich eine Metastasierung an anderen Lokalisationen, wie Knochen oder Gehirn.
Diese wurden unter dem Punkt ,,sonstige” zusammengefasst. Die unterschiedlichen Lokalisationen der

Rezidive wurden in dem in Abbildung 3.11 abgebildeten Diagramm dargestellt.
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Abb. 3.11: Diagramm zur Lokalisation des Erstrezidivs

3.2. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung mit CD8

Die Auszahlung der immunhistochemischen Farbung wurde bei insgesamt 79 der 83 (95,2 %) Patienten
durchgefuhrt. Aufgrund fehlender immunhistochemisch geférbter Schnitte konnte die Auszahlung bei 4
(4,8 %) Patienten nicht durchgefiihrt werden.

Die Auswertung erfolgte durch mikroskopische Auszahlung der im HPF befindlichen CD8%*-Zellen
(gesamten HPF, sowie im abgebildeten intra- und peritumoralen Areal). Beispielhaft zeigt dies die
Abbildung 3.12. Im Folgenden werden CD8"-Zellen als CTLs bezeichnet. Weiter werden CTLs, die sich
im intratumoralen Bereich des abgebildeten IM befinden als ,,CD8*-CTLY™«, CD8*-CTLs, die sich im
peritumoralen Bereich befinden als ,,CD8*-CTL"" und CD8*-CTLs im gesamten abgebildeten IM als
,,CD8"-CTL'™ bezeichnet.

Die durchschnittliche Gesamtzahl der CD8*-CTL'™ betrug 68,97, der CD8*-CTL"“™ 16,83 und der CD8"-
CTLP 52,14. Das Vorkommen von CD8*-CTLs lag im IM im Durschnitt zwischen 13 und 202,33 Zellen.
Intratumoral ergaben sich Durschnittswerte von 3 — 47,33 und peritumoral von 8 — 158,33 CD8"-Zellen.
Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse befindet sich im Anhang unter dem Punkt 7.1.3. ,, Auswertung CD8-
Zellen®,

Der Anteil der CD8*-CTLY™ im Verhéltnis zu CD8*-CTL™ (rechnerisch: CD8*-CTL" "/ CD8*-CTL™) lag
zwischen 4 % - 77 % mit einem Median von 23%.
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Abb. 3.12: Beispielbild fur die immunhistochemische Féarbung mit CD8-Antikorper (Schwarz =

physiologisches Pankreasgewebe; Rot = maligne entartete Zellen; Orange = CD8*-Zellen)

In gleicher Weise erfolgte, zur Bestimmung der CD8*/FoxP3*-Ratio, die Auszahlung von FoxP3*-Zellen.
Diese zur Berechnung verwendeten Daten der FoxP3-Auszahlung wurden, wie unter Punkt 2.2.7.2
beschrieben, erhoben. Auch bei der Auszéhlung der FoxP3*-Zellen konnte die Auszahlung bei 4 Patienten
(4,8%) aufgrund von fehlenden immunhistochemischen Praparaten nicht stattfinden. Die Bezeichung der
Lage der FoxP3*-Zellen im Verhaltnis zum IM erfolgt im Folgenden in gleicher Weise zu CTLs. Hier
ergab die durchschnittliche Gesamtzahl der FoxP3*'™ 25,88. Die Zellzahl der FoxP3*™ lag bei 9,47 und

die Anzahl der FoxP3** bei 16,17. Eine Zusammenfassung der Patientendaten ist unter dem Punkt 7.1.4
zu finden.
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3.2.1 Verteilungsmuster der CD8*-CTLs Zellen

In 95,2 % (79/83) der Félle finden sich peritumoral mehr CTLs als intratumoral.
In allen Tumorpréparaten konnten auch CD8*-CTL™™ Zellen nachgewiesen werden. Somit zeigte sich bei
allen untersuchten Praparaten eine Infiltration des Tumorgewebes mit CD8*-Zellen. Die Tabelle 3.4 fasst

das Verteilungsmuster CD8*-CTLs im gesamten abgebildeten IM zusammen.

Tab. 3.4: Verteilungsmuster der CD8*-CTL™

Anzahl CTLs Anzahl Patienten Prozent
Peritumoral < intratumoral 0 0
Peritumoral > intratumoral 79 95,2
Nicht auswertbar 4 4,8
Gesamt 83 100

3.2.2. Uberlebensanalyse

3.2.2.1. Uberleben in Bezug auf die histopathologischen Merkmale

Um einen Zusammenhang zwischen dem Uberleben und den histopathologischen Merkmalen herstellen
zu konnen, wurden 2 postoperativ nicht tumorassoziiert verstorbene Patienten in dieser Auswertung nicht
berlcksichtigt. So wurden fur diese Auswertung 81 der 83 (97,6 %) Patienten einbezogen. Betrachtet
wurden der Resektionsstatus (R-Status, R1 vs. R0), das Grading (G1/G2 vs. G3), die Tumorausdehnung
(T-Status, T1/T2 vs. T3), der Lymphknotenstatus (N-Status, NO vs. N1), die Infiltration der Lymphgeféle
(Lymphangiosis carcinomatosa, L-Status, LO vs. L1), die Infiltration der BlutgefdRe (H&mangiosis
carcinomatosa, V-Status, VO vs. V1) und die Perineuralscheideninfiltration (Pn-Status, Pn0 vs. Pnl) Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Hierbei zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei der
R-Klassifikation zu Gunsten einer RO-Resektion (p=0,0006; 42M (Monate) vs. 16,5M). Weiter zeigte
sich ein Uberlebensvorteil bei Patienten mit eine LO-Status und VO-Status (LO vs. L1: p=0,0318; 47,5M
vs. 24,8M; VO vs. V1: p=0,0021; 47,5M vs. 17,6M). Ein Trend zum l&ngeren OS ergab sich ebenfalls bei
Patienten mit einem NO-Status (p=0,0771; 42,4M vs. 22,7M). Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten

mit einem Pn0-Status, konnte hier kein Median gebildet werden (Median undefined).
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Tab. 3.5: Uberlebensanalyse in Bezug auf histopathologische Merkmale

R1vs RO G1l/G2 wvs. | T/T2 vs. | NOvs. N1 LOvs. L1 VO vs. V1 Pn0 vs. Pnl
G3 T3
Signifikanz (p) 0,0006 0,2149 0,2090 0,0771 0,0318 0,0021 0,1473
(42M s, | (33,1M vs. | (undefined (42,4M vs. | (475M vs. | (47,5M  vs. | (undefined
16,5M) 18,6M) vs. 31M) 22,7M) 24,8M) 17,6M) vs. 26,9M)

3.2.2.2 Infiltration durch CD8*-CTLs und Uberleben

Fiur die Analyse des Zusammenhangs zwischen der Anzahl der CD8*-CTLs und dem Uberleben, kamen
insgesamt 77 der 83 (92,8 %) Patienten in Betracht. Bei 4 Patienten wurde kein immunhistochemischer
Schnitt angefertigt. Die anderen 2 Patienten verstarben unmittelbar postoperativ aus nicht-
tumorassoziierten Griinden (Myokardinfarkt, Sepsis). Es wurde eine Kaplan-Maier-Uberlebenskurve
angefertigt. Die p-Werte ergaben sich aus dem jeweils durchgefiihrten log-rank-Test.

Betrachtet wurde das OS bis zum Ende des Erhebungszeitraums in Bezug auf die Zellzahl der CD8"-
Zellen. Geteilt wurden die Gruppen in CD8"-high (Zellzahl Gber dem Median) und CD8"-low (Zellzahl
unter dem Median). Beim Vergleich des OS der CD8*-CTL™ in Bezug auf die Zellzahl tiber bzw. unter
dem Median ergab sich kein signifikanter Unterschied (p=0,2172; Median=60,33; n=77; 33,1M vs.
23,8M). Gezeigt wir dies in Abb. 3.13.

Vergleicht man Patienten, die eine hohere, bzw. niedrigere Anzahl an CD8*-CTL"™ aufwiesen (CD8*-
high vs. CD8*-low), zeigte sich ebenfalls kein Unterschied beziiglich des Uberlebens (p=0,6027;
Median=14,33; n=77; 31,0M vs. 33,1M). Auch hier wurden die Gruppen in CD8*-high (Zellzahl Uber

dem Median) und CD8*-low (Zellzahl unter dem Median) separiert. Abb. 3.14 veranschaulicht dies.

= bis Median (60,33)
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100

Anteil Uberleben (%)
8
[

c 1 ] ] 1

0 20 40 60 80
OS in Monaten
Abb. 3.13: OS in Bezug auf die Anzahl CD8*-CTL'™ (p=0,2172; Median=60,33; n=77; 33,1M vs. 23,8M)

1
100

38



100 = bis Median (14,33)
= ab Median

Anteil Uberleben (%)

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

OS in Monaten
Abb. 3.14: OS in Bezug auf die Anzahl an CD8*-CTL"™ (p=0,6027; Median=14,33; n=77; 31,0M vs.

33,1M)

Bei Untersuchung des Zusammenhangs der Anzahl an CD8*-CTLP® im Bezug auf den Median mit den
Uberlebensdaten, ergab sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p=0,1081; Median=47; n=77;
34,1IM vs. 22,7TM).

Vergleicht man zusatzlich das OS des oberen (0,75) und des unteren Quartils (0,25), so ergibt sich weder
bei der Betrachtung der CD8*-CTL'™ (p= 0,4412; n=40; 24,8M vs. 32,0M), noch der CD8*-CTLM™
(p=0,8269; n=40), ein signifikanter Unterschied.

Als weitere Subgruppe wurde das OS in Bezug auf die CD8-Infiltration bei Patienten, bei denen eine RO-
Resektion erfolgte untersucht. Bei der Betrachtung der Anzahl der CD8*-CTL"™, CD8*-CTLP und
CD8*-CTL'™ ergab sich kein signifikanter Unterschied (intratumoral: p=0,2517; Median=12,83. n=56;
62,0M vs. 42,4M; peritumoral: p=0,3307; Median=41; n=56; 50,6M vs. 25,8M; gesamt. abgeb. IM:
p=0,3560; Median=54,83; n=56; 59,9M vs. 42,4M).

3.2.2.3. Infiltration durch CD8"-CTLs und das Uberleben in Abhangigkeit der Rezidivlokalisation

Betrachtet wurde zusétzlich das OS in Bezug auf die Rezidivlokalisation und die jeweilige Infiltration
durch CD8"-CTLs. Es wurden fur Lokal- und Fernrezidive, sowie als Untergruppe Leberrezidive, jeweils
zwei Gruppen nach dem Median der numerischen Infiltration mit CD8*-CTLs (CD8"-high vs. CD8*-low)
gebildet. Hierbei wurde auch nach CD8*-CTL"™, CD8*-CTLP*" und CD8*-CTL™ unterschieden.

Es zeigte sich ein signifikant langeres Uberleben bei Patienten mit einem Leberrezidiv bei denen die
Anzahl der CD8*-CTLY™ und CD8*-CTL'™ iiber dem Median lag (CD8*-high) (ges. abgeb. IM: p=0,0392;
Median=76,33; n=17; 11,35M vs. 18,6M; intratumoral: p=0,0339; Median=16; n=17; 10,85M vs. 18,6M).
Dies wird in den Abb. 3.15 und 3.16 gezeigt. Fir die Anzahl an CD8*-CTLP" bei Patienten mit
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Leberrezidiv ergab sich kein signifikanter Unterschied (p=0,3964; Median=54,67; n=17; 11,35M vs.
17,6M).

In Bezug auf Lokalrezidive ergab sich ein Uberlebensvorteil bei Patienten mit einer geringen
Akkumulation von CD8*-CTL™ und CD8*-CTLP* (CD8*-low) (ges. abgeb. IM: p=0,0162;
Median=48,83; n=10; 32,0M vs. 19,6M; peritumoral: p=0,0162; Median=36,5; n=10; 32M vs. 19,6M).
Abb. 3.17 und 3.18 illustrieren dieses Ergebnis. Eine hohe Anzahl an CD8*-CTL"™ hingegen, ergab bei
Lokalrezidiven kein signifikant verandertes OS (p=0,5747; Median=11,5; n=10; 22,7M vs. 25,8M).
Bezuglich Fernrezidiven im Allgemeinen hatte die Infiltration unabhé&ngig der Lokalisation der CD8*-
CTLs keinen signifikanten Einfluss auf das OS (ges. abgeb. IM: p=0,3359; Median=67,67; n=38; 22,7M
vs. 17,6M; intratumoral: p=0,6626; Median=16,17; n=38; 17,6M vs. 24,8M; peritumoral: p=0,0921;
Median=51,67; n=38; 27,9M vs. 17,6M).
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Abb. 3.15: OS in Bezug auf die Anzahl der CD8*-CTL'™ bei Leberrezidiven (p=0,0392; Median=76,33;

n=17; 11,35M vs. 18,6M)
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Abb. 3.16: OS in Bezug auf die Anzahl der CD8*-CTL"™ bei Leberrezidiven (p=0,0339; Median=16;
n=17; 10,85M vs. 18,6M)
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Abb. 3.17: OS in Bezug auf die Anzahl der CD8*-CTL™ bei Lokalrezidiven (p=0,0162; Median: 48,83;
n=10; 32M vs. 19,6 M)
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Abb. 3.18: OS in Bezug auf die Anzahl der CD8"-CTLP*" bei Lokalrezidiven (p=0,0162; Median: 48,83;
n=10; 32M vs. 19,6M)

3.2.2.4 Infiltration durch CD8*-CTLs und rezidivfreies Uberleben

Es wurde eine Uberlebenszeitanalyse beziiglich der Anzahl CD8*-CTLs und dem rezidivfreien Uberleben
(DFS) angefertigt. Hierzu wurden jeweils Kaplan-Maier-Uberlebenskurven erstellt. Die p-Werte wurden
mittels log-rank-Test ermittelt.

Bei der Ermittlung der Signifikanz beziiglich des Zusammenhangs der Anzahl an CD8*-CTL"™, CD8*-
CTLP und CD8*-CTL'™ in Betrachtung aller Rezidivlokalisationen in Bezug auf das DFS, ergab sich
kein signifikanter Unterschied (ges. abgeb. IM: p=0,6022; Median: 62,67; n=48; 11,22M vs. 10,1M;
intratumoral: p=0,5263; Median=15; n=48; 13,13M vs. 10,17M; peritumoral: p=0,1547; Median 51,17,
n=48; 13,84M vs. 8,3).
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3.2.2.5 Infiltration durch CD8*-CTLs und rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit der
Rezidivlokalisation

Bringt man weiter die Anzahl CD8*-CTLs in Zusammenhang mit dem DFS der einzelnen
Rezidivlokalisationen, zeigt sich bei Leberrezidiven in Betrachtung der CD8*-CTL"™ und CD8*-CTL™™
ein signifikant besseres DFS bei héherer Anzahl an CD8*-CTLs (abgeb. IM: p=0,0029; Median=76,33;
n=17; 3,16M vs. 10,17M; intratumoral: p=0,0159; Median=16,0; n=17; 5,02M vs. 10,17M). Abb. 3.19
und 3.20 zeigen die Uberlebenskurve. In Bezug auf Fern- und Lokalrezidive ergaben sich keine weiteren
signifikanten Unterschiede (Fernrezidiv: ges. abgeb. IM: p=0,8544; Median=67,67; n=38; 8,57M vs.
10,17M; intratumoral: p=0,8243; Median=16,17; n=38; 8,13M vs. 11,6M; peritumoral: p=0,4054;
Median=51,67; n= 38; 11,22M vs. 8,13M; Leberrezidiv: peritumoral: p=0,1697; Median=54,67; n=17,
3,14M vs. 10,1M; Lokalrezidiv: ges. abgeb. IM: p=0,2133; Median=48,83; n=10; 20,77M vs. 13,13M;
intratumoral: p=0,1071; Median=11,5; n=10; 10,7M vs. 20,77M; peritumoral: p=0,2133; Median=36,5;
n=10; 20,77M vs. 13,13M).
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Abb 3.19: DFS in Bezug auf die Anzahl der CD8*-CTL'™ bei Leberrezidiven (p=0,0029; Median=76,33;

n=17; 3,16M vs. 10,17M)
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Abb 3.20: DFS in Bezug auf die Anzahl der CD8*-CTL"“™ bei Leberrezidiven (p=0,159; Median=16;
n=17; 5,02M vs. 10,17M)

3.1.2.6. CD8*/FoxP3*-Ratio und Uberleben

Aufgrund der komplexen immunologischen interzelluldren Interaktionen wurden zusétzlich FoxP3*-
Zellen in die Betrachtung miteinbezogen. Diese erfolgte in gleicher Art und Weise wie bereits unter
»2.2.6 Auswertung der Antikorperfarbung® fiir die Auszéhlung von CD8*-Zellen beschrieben. Aus den
ermittelten Zahlen wurde anschlieend eine CD8*/FoxP3*-Ratio gebildet. Hierbei wurde ein Quotient aus
der Anzahl der CD8"- und FoxP3*-Zellen gebildet und dieser in Bezug zum OS gesetzt. Die fiir die
Berechnung zugrundeliegenden Daten wurden, wie unter Punkt 2.2.7.2. erwahnt, aus einer weiteren
Auswertung des gleichen Patientenkollektivs enthommen. Es wurde auch hier je nach Lokalisation der
Zellen zwischen intratumoral, peritumoral und dem gesamten abgebildeten IM unterschieden. Geteilt
wurden die Gruppen erneut in CD8*/FoxP3* low (Ratio unter dem Median) und CD8*/FoxP3*-Ratio high
(Ratio Uber dem Median). Im Folgenden wird analog zu der Beschreibung der CD8*-CTLs, die sich im
intratumoralen Bereich des abgebildeten IM bestimmte CD8*/FoxP3*-Ratio als ,,CD8*/FoxP3*“™-Ratio*,
die CD8*/FoxP3*-Ratio im peritumoralen Bereich als ,,CD8*/FoxP3***-Ratio“ und CD8*/FoxP3*-Ratio
im gesamten IM als ,,CD8*/FoxP3*M-Ratio* bezeichnet.

Bei der Betrachtung der Erbegnisse zeigt sich kein signifikanter Unterschied des OS beziiglich der
CD8*/FoxP3*-Ratio (ges. abgeb. IM: p=0,9035; Median=2,63; n=69; 34,1M vs. 33,1M; intratumoral:
p=0,4289; Median=1,61; n=69; 31M vs. 33,1M; peritumoral: p=0,5945; Median=3,01; n=69; 34,1M vs.
33,1M).

3.1.2.7. CD8*/FoxP3*-Ratio und Uberleben in Abhangigkeit der Rezidivlokalisation

Weiter wurde die CD8*/FoxP3*-Ratio mit dem OS in Zusammenhang mit der Rezidivlokalisation

gebracht. Betrachtet man die Ergebnisse, zeigt sich ein signifikant l&ngeres OS bei Patienten mit einem
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Leberrezidiv und einer hohen CD8*/FoxP3*“™-Ratio (intratumoral CD8*/FoxP3*-Ratio high) (p=0,0095,
Median=1,35; n=16; 10,85M vs. 21,7M). Dies wird in Abb. 3.21 dargestellt. Bezliglich der weiteren
Ergebnisse ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Fernrezidiv: ges. abgeb. IM: p=0,9237;
Median=2,84; n=37; 16,5M vs. 24,8M; intratumoral: p=7509; Median=1,56; n=37; 13,4M vs. 24,8M;
peritumoral: p=0,5250; Median=3,76; n=37; Leberrezidiv: ges, abgeb. IM: p=0,3287; Median=2,35;
n=16; 11,35M vs. 18,1M; peritumoral: p=0,3488; Median=3,1; n=16; 11,35M vs. 18,1M; alle
Rezidivlokalisationen: ges. abgeb. IM: 0,6495; Median=2,74; n=46; 22,7M vs. 24,8M; intratumoral:
p=0,8939; Median=1,58; n=46; 16,5M vs. 24,8M; peritumoral: p=0.9553; Median=3,28; n=46; 22,7M vs.
24,8M). Aufgrund der zu geringen Fallzahl konnte beziiglich der CD8*/FoxP3*-Ratio und Lokalrezidiven

keine Auswertung durchgefiihrt werden.
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Abb. 3.21: CD8*/FoxP3"M-Ratio in Bezug auf OS bei Leberrezidiven (p=0,0095, n=16, 21,7M vs.

10,85M)

3.1.2.8. CD8*/FoxP3*-Ratio und rezidivfreies Uberleben

Weiter wurde ebenfalls eine Uberlebenszeitanalyse fiir das DFS in Bezug auf die CD8*/FoxP3*-Ratio
durchgefuihrt. Diese wurde wie bereits in den vorhergehenden Analysen (ber eine Kaplan-Maier-
Uberlebenskurve ermittelt und erneut in CD8*/FoxP3*-Ratio low vs. CD8*/FoxP3*-Ratio high unterteilt.
Bei der Betrachtung aller Rezidivlokalisationen ergab sich kein signifikanter Unterschied im DFS (ges.
abgeb. IM: p=0,8095; Median=2,73; n=46; 10,7M vs. 13,13M; intratumoral: p=0,5747; Median=1,58;
n=46; 10,17M vs. 14,9M; peritumoral: p=0,7513; Median=3,28; n=46; 10,7 vs. 13,13M).

3.1.2.9. CD8*/FoxP3*-Ratio und rezidivfreies Uberleben in Abhangigkeit der Rezidivlokalisation

In Analogie zur Auswertung bezuglich der Infiltration durch CD8*-CTLs wurde zuséatzlich eine
Uberlebenszeitanalyse bezlglich der CD8*/FoxP3*-Ratio (low vs. high) und dem DFS in Abhingigkeit
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der Rezidivlokalisation erstellt. Insgesamt zeigten sich hier bei der Betrachtung von Fern- und
Leberrezidiven keine signifikanten Unterschiede beziglich des DFS. Hierbei erfolgte erneut die
Auswertung des gesamten abgebildeten IM und des intra- bzw. peritumoralen Areals (Fernrezidive: ges.
abgeb. IM: p=0,8456; Median=2,84; n=37; 9,36M vs. 10,83; intratumoral: p=0,2431; Median=1,56;
n=37; 5,67M vs. 14,9M; peritumoral: p=0,4345; Median=3,76; n=37; 9,36M vs. 10,83M; Leberrezidiv:
ges. abgeb. IM: p=0,1859; Median=2,35; n=16; 5,02M vs. 9,15M; intratumoral: p=0,0687; Median=1,35;
n=16; 5,65M vs. 12,87M; peritumoral: p=0,1687; Median=3,1; n=16; 4,53M vs. 9,15M). Aufgrund der zu
geringen Fallzahl konnte bezlglich der CD8*/FoxP3*-Ratio und Lokalrezidiven keine Auswertung

durchgefiihrt werden.

3.2.3. Korrelationsanalyse

3.2.3.1. Korrelation hinsichtlich der Infiltration durch CD8*-CTLs

Fur die Untersuchung der Tumorinfiltration durch CD8*-CTLs konnten 86,8 % (72/83) der Patienten in

Betracht gezogen werden. Hierbei wurde die peritumorale Infiltration mit der intratumoralen Infiltration

des abgebildeten IM verglichen. Es wurde hierbei eine hoch signifikant hthere peritumorale Lokalisation
von CD8"-Zellen als intratumoral beobachtet (p=<0,0001; n=77; 47,0 vs. 14,33). Ein Beispiel zeigt Abb.
3.22.
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3.2.3.2. Infiltration durch CD8*-CTLs und TNM

Untersucht wurde der Einfluss der Infiltration durch CD8*-CTLs auf die Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen. Es wurde der Status regiondrer Lymphknotenmetastasen in Zusammenhang mit
der Anzahl der CD8*-CTL™ -CTL"™ und -CTLP®" gebracht. Diesbeziiglich konnten 47 Patienten mit N1-
Status mit 32 Patienten mit NO-Status verglichen werden. Die Ergebnisse wurden Uiber einen ungepaarten,
nicht-parametrischen, Zweistichprobentest (Mann-Whitney-U-Test) ermittelt. Hierbei ergab sich, dass
Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung eine signifikant hohere Infiltration durch CD8*-CTL™
aufzeigten (p=0,0404; n=79; 66,0 vs. 54,17). Die Verhaltnisse werden in Abbildung 3.23 abgebildet.
Betrachtet man hingegen die Anzahl der CD8*-CTL"™, ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
CD8-Expression in Bezug auf das Vorliegen einer Lymphknotenmetastasierung (p=0,2682; n=79; 13,0 vs
17,17, siehe Abbildung 3.24).
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Abb. 3.23: Regionarer Lymphknotenstatus beztglich der Anzahl an CD8*-CTL'™
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Abb. 3.24: Regionarer Lymphknotenstatus beztiglich der Anzahl an CD8*-CTL"™
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Weiter wurde die Auswirkung einer Infiltation mit CD8*-CTLP*" betrachtet. Hier ergab sich eine
signifikant hohere Anzahl CD8*-CTLP* bei Patienten die einen N1-Status aufwiesen (p=0,0177; n=79;
35,0 vs 53,67). Abbildung 3.25 zeigt diesen Zusammenhang.
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Abb. 3.25: Regionarer Lymphknotenstatus beztglich der peritumoralen Anzahl an CD8*- CTLP*

Weitere Ergebnisse bezuglich der Korrelation histopathologischer Merkmale mit der Infiltration durch
CD8*-CTLs zeigten keine signifikanten Unterschiede (Lymphknotenstatus (NO vs. N1): intratumoral:
p=0,2682; n=79; 13,0 vs. 17,17; T-Stadium (T1/T2 vs. T3: ges. abgeb. IM: p=0,7744; n=79; 55,67 vs.
60,33; intratumoral: p=0,6371; n=79; 15,33 vs. 14,67; peritumoral: p=0,7981; n=79; 44,86 vs. 46,67;
Grading (G1/G2 vs. G3): ges. abgeb. IM: p=0,7390; n=79; 59,83 vs. 58,0; intratumoral: p=0,5797; n=79;
15,17 vs. 13,9; peritumoral: p=0,6752; n=77; 46,5 vs. 47; V-Status (VO vs. V1): ges. abgeb. IM:
p=0,4245; n=77; 58 vs. 56,17; intratumoral: p= 0,6943; n=77; 12,67 vs. 14,67; peritumoral: p=0,3142;
n=77; 46,67 vs. 36,5; L-Status (LO vs. L1): ges. abgeb. IM: p=0,8495; n=79; 54,33 vs. 59,83;
intratumoral: p=0,5552; n=79; 15,33 vs. 12,84; peritumoral: p=0,9496; n=79; 39,33 vs.46,83; Pn-Status
(Pn0 vs. Pnl): ges. abgeb. IM: p=0,9134; n=77; 64 vs. 58,67; intratumoral: p=0,5517; n=77; 14,33 vs. 15;
peritumoral: p=0,8932; n=77; 46,67 vs. 46,5).

3.2.3.3. Infiltration durch CD8*-CTLs und Rezidiventwicklung

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Anzahl CD8*-CTLs im untersuchten Praparat
mit der Entwicklung eines Rezidivs, bzw. dessen Lokalisation und dem Zeitpunkt des Auftretens
verglichen. Hierzu wurde ebenfalls ein ungepaarter, nicht-parametrischer Zweistichprobentest (Mann-
Whitney-U-Test) angewandt. Man kann davon ausgehen, dass Patienten mit einem R1-Status tendenziell
h&ufiger ein Lokalrezidiv entwickeln als Patienten mit einer RO-Resektion. Um eine bessere
Vergleichbarkeit zwischen den Resultaten zu erhalten, wurden daher nur bei einer RO-Resektion

gewonnene Tumorproben flr diese Auswertung verwendet.
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Vergleicht man die Anzahl CD8"-Zellen von Patienten, die ein Lokalrezidiv mit denen von Patienten, die
ein Fernrezidiv (Leber, Lunge, Peritoneum) erlitten, so zeigt sich, dass Patienten, die ein Lokalrezidiv
entwickelten, eine signifikant niedrigere Anzahl von CD8"-Zellen im Primarius aufwiesen. Dieses
Ergebnis ergab sich bei der Betrachtung der Anzahl der CD8*-CTL'™ (p=0,0260; n=31; 42,17 vs 86,67).
Hinsichtlich der Anzahl an CD8*-CTL"™ ergab sich keine Signifikanz, jedoch zeigt sich ein Trend zu
einer geringeren intratumoralen Infiltration mit CD8*-CTLs bei Lokalrezidiven (p=0,0539; n=31; 10,0 vs
17,0). Ebenfalls zeigte sich ein Trend zu einer hohen Anzahl CD8*-CTLP* bei Lokalrezidiven (p=0,069;
n=31; 29,67 vs. 51,67). Hierbei war die Auswertung bei 3 Patienten aufgrund von fehlenden Schnitten
nicht moglich. Abb. 3.26 veranschaulicht dies.

Betrachtet man nun die einzelnen Rezidivlokalisationen zeigt sich hier, dass Patienten, die ein
Lokalrezidiv erlitten, im Vergleich zu Patienten, die eine Lebermetastase entwickelten, eine signifikant
niedrigere Anzahl an CD8*-CTL'™ aufwiesen (p=0,0200; n=17; 42,17 vs 84,67). Die Auszahlung der
CD8*-CTL"™ und CD8*-CTLP* lieR ebenfalls eine Tendenz zu einer niedrigeren Anzahl an CD8*-CTLs
im Primarius bei Lokalrezidiven im Vergleich zu Leberrezidiven erkennen (intratumoral: p=0,0746;
n=17; 10,0 vs 18,33; peritumoral: p=0,0584; n=17; 29,67 vs. 69,33). Abb. 3.27 zeigt die zugehorigen
Abbildungen.

Zwischen einem Lokalrezidiv und einem Lungenrezidiv konnte kein Unterschied bezliglich der
Infiltration durch CD8*-CTLs gefunden werden (abgeb. IM: p=0,9004; n=11; 42,17 vs 40,67;
intratumoral: p=0,4242; n=11; 10,0 vs 11,0; peritumoral: p=0,6494; n=11; 29,67 vs. 31,33). Ebenfalls
ohne signifikantes Ergebnis blieb der Vergleich zwischen Patienten mit Rezidiv und ohne Rezidiv in
Bezug auf die Anzahl der CD8*-CTLs (ges. abgeb. IM: p=0,2457; n=56; 57 vs. 45,67; intratumoral:
p=0,7778; n=56; 12,67 vs. 13,0; peritumoral: p=0,3696, n=56; 51,15 vs. 38,0). Die Korrelation zwischen
der Entwicklung eines Lokalrezidivs und der Peritonealkarzinose war aufgrund einer zu geringen Fallzahl

nicht moglich.
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4. Diskussion

4.1. Einleitung

Das Pankreaskarzinom stellt mit seiner hohen Mortalitéat eine der aggressivsten Krebserkrankungen dar.
Die héaufig lange klinische Unauffélligkeit flhrt zu spaten und meist erst im metastasierten Stadium
gestellten Diagnosen. Bis heute ist der einzige kurative Therapieansatz die chirurgische Resektion.
Operativ therapierte Patienten entwickeln jedoch fast immer Rezidive, was zu einer hohen Sterblichkeit
fihrt und folglich zu einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensrate. Individualisierte, multimodale
Therapiekonzepte, wie z.B. Antikorpertherapien, sollen die aktuellen Therapieoptionen erweitern. Fir
den Fortschritt der personalisierten Medizin und die Entwicklung neuer Therapien ist das molekulare
Profil des Malignoms von zentraler Bedeutung. Biomarker stellen hierfur ein nitzliches Instrument dar.
Mit ihrer Hilfe konnen Aussagen Uber beispielsweise Prognose, mdgliche Therapien oder
Therapieansprechen getroffen werden. Ein solcher potenzieller Marker ist CD8. CD8 représentiert als
Oberflachenmarker der CTLs die Aktivitat des adaptiven Immunsystems. CTLs tragen zur Zerstérung

von Malignomzellen bei und spielen eine zentrale Rolle bei der Tumorabwehr.

Verschiedene vorhergehende Studien berichten bereits, dass eine T-Zellinfiltration beim PDAC einen
positiven Einfluss auf das OS und DFS hat ">74. Anhaltspunkte fiir einen Einfluss der T-Zellinfiltration
auf das DFS und das OS wurden bereits auch fur Neoplasien anderer Organe, wie beispielsweise dem
Ovarialkarzinom gefunden. Zhang et al. lieferten bereits 2003 Anhaltspunkte fiir den Einfluss der T-
Zellinfiltration auf das DFS und das OS beim fortgeschrittenen epithelialen Ovarialkarzinom ™. Zu
ahnlichen Ergebnissen in Bezug auf das kolorektale Karzinom kam Pagés et al. im Jahr 2005 7°.

In dieser Arbeit soll die Frage aufgegriffen werden, in welchem Zusammenhang eine Infiltration des
Malignoms mit CD8*-CTLs mit dem OS steht. Hierzu wurde jedoch im Gegensatz zu den
vorhergehenden Studien primdr der IM des Karzinoms untersucht. Bisher lag der Fokus auf zentral
gelegenen Tumoranteilen. Der IM wurde als 1 mm breiter Saum des Tumorrandes definiert, der zu 50%
Tumor und zu 50 % tumorfreies Gewebe beinhaltet %859,

Aufgrund einer ausgepragten Stromareaktion des PDACs zeigt sich eine unterschiedliche Verteilung
immunaktiver Zellen von peri- in Richtung intratumoral. Vermutet wird, dass die vermehrte Anwesenheit
von CD8*-CTLs eine effektive lokale Tumorkontrolle widerspiegelt. Der effektive Wirkungsort der
CD8"-CTLs, ob intra- oder peritumoral, ist jedoch nicht abschlieRBend geklart. Diesem Umstand soll hier
ebenfalls nachgekommen werden. Folglich stellt sich hierbei die Frage welchen Effekt die CD8*-CTLs in

Bezug auf ihre Lokalisation haben.
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Eine wesentliche Ursache fiir die hohe Sterblichkeit beim PDAC, ist die frihe und héufige
Metastasierung. Durch das Verstédndnis des Rezidivierungsmusters, kénnten Patienten bereits gezielt auf
diese untersucht werden. So stellt sich die Frage nach dem Einfluss einer intra- und peritumoralen
Infiltration durch CD8*-CTLs auf das Metastasierungsverhalten. Bisher liegt, nach umserem Wissen,

keine Literatur bezlglich dieser Fragestellung vor.

4.2. Tumorinfiltration durch CD8"-CTLs

Das PDAC zeigt typischerweise ein ausgepragtes desmoplastisches Stroma. Hierunter versteht man
peritumorales Bindegewebe, welches durch tumorassoziierte immunologische Prozesse hervorgerufen
wird. Es besteht aus MPSC, extrazelluldaren Matrixproteinen, und einer Vielzahl von Immuzellen . Das
Stroma bildet eine Barriere zwischen dem Tumorzentrum und dem umliegenden Gewebe. Es stellt sich
nun die Frage, welchen Einfluss diese desmoplastische Stromareaktion auf die Verteilung und Wirkung
von CD8*-CTLs hat.

Ausgewertet wurde die Anzahl der CD8*-CTLs im Bereich des IM. Die hier erhobenen Daten, zeigen
eine deutliche Akkumulation an CD8*-CTLP* (p < 0,0001; n=77; Median: 47,0 vs 14,33). Das Ergebnis
lasst vermuten, dass das desmoplastische Stroma die Tumorinfiltration durch CD8*-CTLs erschwert. Da
CD8*-Zellen Uber direkte zytotoxische Mechanismen auf die malignen Zellen wirken, die einen
unmittelbaren Zellkontakt voraussetzen, kommt es zu einer Verminderung der antitumoralen Wirkung.
Im Umkehrschluss wirkt das desmoplastische Stroma protumoral.

Bereits 2004 wurden aktivierte Pankreassternzellen als Ursache fir eine (berschiefende Produktion von
extrazellularer Matrix im PDAC ausgemacht 3. Diana et al. berichtet (iber eine positive Korrelation
zwischen der Anzahl der stromalen CD8*-CTLs und der Dichte des desmoplastischen Stromas. Hierfir
wurde die Bildung einer Barriere durch das Stroma und die damit einhergehende verminderte
Durchwanderung von CD8"-CTLs in Richtung Tumorzentrum ausgemacht. Weiter zeigten Patienten
dieser Studie bei einer erhdhten intratumorale Stromainfiltration durch CD8*-Zellen ein langeres
Gesamtiiberleben (overall survival, OS), progressionsfreies Uberleben (progression free survival, PFS)
und fernrezidivfreies Uberleben (distant metastasis free survival, DMFS). Eine Akkumulation von CD8*-
CTLs im Tumorrand zeigte hingegen keinen signifikanten Unterschied im OS, PFS oder DMFS 7.

Das peritumorale Stroma verhindert die Invasion von zytotoxischen T-Zellen in das Tumorgewebe 8. In
Anbetracht der in dieser Auswertung gewonnenen Ergebnisse liegt eine Hemmung der Stromabildung
nahe und eine vermehrte Infiltration durch CD8%-Zellen zu ermdglichen. Betrachtetet man den hier und in
weiteren Studien beobachteten positiven Einfluss von CD8*-Zellen auf den Verlauf der Erkrankung
217 stellt die Hemmung der desmoplastischen Stromabildung einen Therapieansatz dar ™.
Diesbezuglich gab es bei anderen Tumorentitaten bereits verschiedene Bemiihungen. In einer das nicht-

kleinzellige Lungenkarzinom betreffenden Studie, konnte die Stromabarriere bereits mittels Kollagenasen
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in einem ex vivo Modell reduziert und so die Tumorinfiltration durch T-Zellen gesteigert werden .
Weitere Studien haben gezeigt, dass auch die Gabe von ATi-Blockern, wie z.B. Losartan, durch eine
Drosselung der Angiotensin-11-Aktivitat die Stromabarriere zu vermindern scheint. Ein Beispiel hierfiir
ist eine das Ovarialkarzinom betreffende Studie von Zhao et al. Hier wird die Reduktion von Kollagen,
und die hiermit verbundene Verminderung des Tumorstromas, durch von Losartan induzierte microRNA
beschrieben. Neben der Verminderung der Tumorbarriere flihrt eine Verminderung des Tumorstromas
auch zur verminderten Kompression von in den Tumor reichenden Geféalien, was eine bessere Perfusion
durch Chemotherapeutika zur Folge hat. Dies bedeutet moglicherweise eine Verbesserung der lokalen
Tumorkontrolle 8.

Es wird vermutet, dass sich das Stroma durch eine mangelnde Antigenexpression einer regularen T-
Zellantwort entzieht und so weiter wachst 8. In einem von Zhang et al. durchgefiinrten Mausmodell
konnte, Uber einen CD8*-T-Zelltransfer mit gegen das Stroma gerichteteten CTLs, eine vermindertes
Stromawachstum erreicht werden. Dies fiihrte hier zu einer anhaltenden Stagnation der
Tumorprogression®?,

Eine ausgeprégte desmoplastische Stromareaktion hat laut Kenntnisstand einen hemmenden Einfluss auf
die Infiltration durch CD8*-CTLs in Richtung Tumorzentrum. Folglich ergibt sich ein verminderter
Kontakt von CD8*-CTLs und Tumorzellen, wodurch eine potenzielle antitumorale Wirkung dieser Zellen
abgeschwicht wird. Es liegt nahe weiter zu klaren, welchen Einfluss dieser Umstand auf das Uberleben
hat. Im Folgenden wird der Einfluss von CD8*-CTLs und ihrer Lokalisation im Tumorrand auf das OS
und DFS beleuchtet.

4.3. Infiltration durch CD8*-CTLs und Uberleben

Im Bereich des IM trifft gesundes Pankreasgewebe auf maligne entartete Zellen und ist daher von
besonderem Interesse. Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, kumulieren CD8"-Zellen unmittelbar
peritumoral. Durch die desmoplastische Stromareaktion kommen weniger CTLs in direkten Kontakt mit
entarteten Zellen. Es stellt sich die Frage, ob dies Einfluss auf das Uberleben hat.

Vorhergehende Studien zeigten bereits einen Zusammenhang zwischen einer hohen Infiltration durch
CTL und einem besseren OS, bzw. DFS. Die Bestimmung der immunaktiven Zellen erfolgte hierbei
jedoch meist unter Betrachtung des Tumorzentrums oder grober Unterscheidung zwischen Tumorzentrum
und Tumorrand 7. Die in dieser Auswertung ermittelten Ergebnisse legen den Fokus jedoch auf den IM
und somit auf den Bereich des unmittelbaren Kontakts der entarteten mit physiologischen Pankreaszellen.
Bei der Uberlebenszeitanalyse der CD8*-CTLs im Bezug auf den Tumorrandbereich konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen der Anzahl der CD8*-CTL'™, der CD8*-CTL"™ und der CD8*-CTLP*
und dem OS ermittelt werden. Auch bezuglich des Vergleichs zwischen der Anzahl CD8"-Zellen der

unteren und oberen Quartile ergab sich kein signifikanter Unterschied im OS. Ein Trend lief sich hier

52



weder bei hoher Anzahl an CD8*-CTL"™ noch bei CD8*-CTLP* erkennen. Weiter wurde das OS und
DFS in Bezug auf die einzelnen Rezidivlokalisationen (Lokal-, Fern- und Leberrezidive) und die CD8*-
CTL-Lokalisation bestimmt. Es ergab sich hier, dass Patienten mit einem Leberrezidiv und einer hohen
Zellzahl an CD8*-CTLY™ und CD8*-CTL'™ eine signifikant besseres OS und DFS aufwiesen. Patienten,
die ein Lokalrezidiv entwickelten, zeigten ein signifikant hoheres OS bei einer niedrigeren Zellzahl an
CD8*-CTLP und CD8*-CTL'™. Alle weiteren ermittelten Ergebnisse beziiglich der Rezidivlokalisation
und dem OS, bzw. DFS, blieben ohne Signifikanz. Aufgrund der Interaktionen zwischen immunaktiven
Zellen und der protumoralen Wirkung von FoxP3*-Zellen #, wurde weiter eine CD8*/FoxP3*-Ratio der
Zellen im IM gebildet und mit dem OS verglichen. Die CD8*/FoxP3*-Ratio ergab hier zunéchst keinen
signifikanten Unterschied im OS. Bei der Betrachtung der Rezidivlokalisation jedoch, zeigte sich, dass
Patienten, die ein Leberrezidiv entwickelten und eine hohe CD8*/FoxP3*“™ aufwiesen, ein signifikant
langeres OS zeigten. Einen Trend zu einem langeren DFS lieR sich hier ebenfalls zeigen. Fir die tbrigen

Lokalisationen ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich zunéchst kein Hinweis auf einen positiven Einfluss der CD8"-
CTL-Infiltration des IM auf das OS oder DFS. Differenziert man jedoch das Patientenkollektiv bezuglich
der Lokalisation des Rezidivs ergibt sich ein anderes Bild. Hiernach weisen Patienten, die im Verlauf ein
Leberrezidiv entwickeln und eine hohe Anzahl an CD8*-CTLY™ zeigen eine signifikant besseres OS und
DFS auf. Gleiches zeigt sich bei Patienten die eine hohe CD8*/FoxP3*“™-Ratio aufweisen.

Ein Zusammenhang zwischen einem gunstigen Krankheitsverlauf und der Anwesenheit von CTLs wurde
bereits 2004 bei Fukunaga et. al hergestellt. Ein langeres Uberleben ergab sich hier u.a. bei Infiltration
mit CD8*-Zellen’?. Spater kam Ino et al. im Jahr 2013 ebenfalls zu dem Ergebnis, dass eine starkere
CD8*-Tumorinfiltration mit einem besseren OS einhergeht . Der Fokus wurde vorranging auf im
Tumorzentrum lokalisierte CD8*-Zellen gerichtet, der IM wurde hier nicht differenziert betrachtet.
Carstens et al. zeigte dann im Jahr 2017 diesen Zusammenhang erneut 82,

Aufgrund des direkt zytotoxischen Wirkmechanismus erfolgt eine effektive Zerstérung maligne entarteter
Zellen vermutlich intratumoral im direkten Kontakt mit der Tumorzelle. Auch Carstens et al. kam tber
die Bestimmung der rdumlichen Verteilung der CTLs zu dem Ergebnis, dass ein direkter Kontakt der
CTLs zur Tumorzelle fur eine suffiziente antitumorale Wirkung notwendig ist. Patienten mit einer
vermehrt Tumorzell-nahen CTLs hatte hier einen Uberlebensvorteil &,

Der in der vorliegenden Auswertung untersuchte IM liegt im Grenzbereich zwischen maligner und
benigner Zelle und ist daher von besonderem Interesse. Hier scheinen vor allem Patienten mit einem
spateren Leberrezidiv von einer hohen Infiltration mit CD8*-CTLs zu profitieren. Die
Tumorzellzerstérung durch CTLs gelingt hier moglicherweise besonders effektiv.

Um die pro- und antitumoral wirkenden Einflisse des TME zu beriicksichtigen, wurden in die

Auswertung zusétzlich FoxP3*-Zellen miteinbezogen und in Relation zu CD8*-Zellen gesetzt. FoxP3 ist
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ein Transkriptionsfaktor und dient der Identifikation von regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen). Treg-
Zellen supprimieren die T-Zellaktivierung und wirken so protumoral. Beim PDAC, sowie bei den meisten
anderen Tumorentitaten, haben FoxP3*-Zellen einen negativen Einfluss auf den Verlauf 88, Die
Auswertung hat auch hier ergeben, dass Patienten mit einem Leberrezidiv und einer hohen
CD8*/FoxP3*""M-Ratio ein besseres OS und DFS zeigen. Auch hier zeigt sich der protektive Effekt von
CD8"-CTLs vorrangig bei Patienten mit Leberrezidiv. Auch Hwang et al. zeigte bereits einen
Uberlebensvorteil bei Patienten, die eine Pankreaslinksresektion unterzogen wurden und eine niedrigen
FoxP3*/Granzym B*-Ratio aufwiesen. Hier wurde jedoch nicht beziiglich der einzelnen
Rezidivlokalisationen unterschieden. Granzym B* war hier ein Marker fir aktivierte CTLs . Kongruente
Ergebnisse zeigen sich auch bei anderen Entitdten. Gao et al. und Fu et al. zeigten beispielsweise bereits
2007, dass bei hepatozellularen Karzinomen eine hohe Anzahl an CTLs im Verhéltnis zu Treg-Zellen

einen Uberlebensvorteil bringt 8.

Allgemein spiegelt die Anwesenheit von CD8"-Zellen die Aktivitat des spezifischen Immunsystems
wider. CTLs wirken (ber die erwdhnten Mechanismen zytotoxisch auf maligne entartete Zellen und
wirken sich so positiv auf den Krankheitsverlauf aus. Eine Infiltration mit CD8"-Zellen sorgt somit fir
eine lokale Tumorkontrolle. Gleichzeitig ist eine alleinige Anwesenheit von CTLs nicht automatisch mit
einer effektiven Immunantwort gleichzusetzen. Dysfunktionale oder durch Interaktion mit anderen
Immunzellen gehemmte T-Lymphozyten, sog. exhausted t cells, nehmen nicht oder nur vermindert an der
Tumorabwehr teil. Exhausted t cells kénnen nicht mittels einfacher Immunhistochemie von adaquat
wirkenden CTLs unterschieden werden. Eine hohe Anzahl an CD8*-Zellen ist somit kein sicherer
Nachweis einer effektiven Immunabwehr. Im Umkehrschluss fihrt moglicherweise eine geringe
Ansammlung immunkompetenter CTLs zu einer effektiveren Tumorzerstérung als eine hohe
Ansammlung von exhausted t cells. Verschiedene immunsupprimierende Faktoren im intra- und
peritumoralen Millieu konnen die Aktivitdit von CTLs herabsetzen und so ihre antitumoralen
Mechanismen drosseln. Fir den Nachweis von exhausted T cells missten neben CD8, beispielsweise
auch TIM-3 und PD-1 (CD8*TIM-3*PD-1*-T-Zellen) oder LAG-3 und PD-1 (CD8*LAG-3*PD-1*-T-

Zellen) gefarbt werden, da sich diese Rezeptoren typischerweise hier befinden %,

Letztlich scheinen vor allem die molekularen Subgruppen mit hoher Infiltration von CD8*-CTL™, CD8*-
CTL"™™ und einer CD8*/FoxP3*“™-Ratio in Bezug auf Leberrezidive einen glinstigen Verlauf zu zeigen.
Die Infiltration durch CTLs im Tumorrandbereich zeigt sicht hier als méglicher prognostischer Marker.
Der genaue Grund hierfir kann jedoch Uber die durchgefiihrte Methodik nicht ermittelt werden.

Die Ergebnisse legen in Zusammenschau mit der aktuellen Literatur eine effektive antitumorale Wirkung
bei intratumoraler Lage von CTLs nahe. Das immunsuppressive Milieu das durch das PDAC im Laufe
der Tumorprogression erzeugt wird, sorgt fur eine Abschwdchung der antitumoralen Wirkung CD8"-

CTLs ®%, Einerseits kommt es durch das Tumorgewebe selbst zur T-Zellhnemmung, andererseits haben
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auch Treg-Zellen, Fibroblasten, myeloide Suppressorzellen (engl. myeloid-derived suppressor cell,
MDSC) und TAM’s einen inhibitorischen Einfluss 8. In der Umgehung dieses tumoralen
Abwehrmechanismus liegt ein Angriffspunkt in der Malignombek&mpfung. Durch die Hemmung von
Immun-Checkpoints tber Immun-Checkpoint-Inhibitoren, kénnte eine adaptive Immunantwort durch
CTLs gestarkt und die antitumorale Wirkung wieder hergestellt werden. Bei metastasierten Melanomen
beispielsweise, konnte durch die Anwendung von Ipilimumab (CTLAA4-Inhibitor) bereits ein besseres OS
erzielt werden °. Aber auch bei anderen Tumorentitaten, wie dem Lungenkarzinom, sind in Bezug auf
Checkpoint-Inhibitoren Fortschritte zu verzeichnen °2. Ein weiterer Ansatz stellt die Forderung der
Tumorinfiltration durch CTLs dar. Erfolge hierfir waren beispielsweise uber die Inhibition von PD-1
oder die Aktivierung von 4-1 BB zu sehen, was eine verstarkte Infiltration durch CD8"-Zellen zur Folge
hatte °3. Die Reaktivierung von exhausted T cells oder die Vermeidung von T cell exhaustion konnten

zusétzlich zu einer effektiveren Tumorabwehr beitragen.

Nachdem sich bei Patienten mit Leberrezidiv ein positiver Einfluss von CD8*-CTLs im Bereich des IM
gezeigt hat, stellt sich weiter die Frage, ob die Anwesenheit von immunaktiven Zellen auch Einfluss auf

die Lokalisation eines Rezidivs hat.

4.4. Infiltration durch CD8*-CTLs und Rezidivlokalisation

Es hat sich gezeigt, dass Patienten, die im Verlauf ein Leberrezidiv entwickeln, vermehrt CD8*-CTL™
aufweisen. Die Infiltration des IM mit CD8"-CTL scheint daher Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung
zu haben. Hieraus ergibt sich neben dem Einfluss auf das Uberleben, auch die Frage welchen Einfluss
CD8*-CTLs im IM des PDAC auf die Lokalisation des Erstrezidivs haben.

Patienten, die eine hohe Anzahl an CD8*-CTL™ aufwiesen und bei denen eine RO-Resektion erreicht
wurde, entwickelten signifikant haufiger ein Fernrezidiv als ein Lokalrezidiv. Gleiches gilt fir den
Vergleich zwischen Lokal- und Leberrezidiv. Hier zeigt sich ebenfalls, dass eine hohere Anzahl an CD8*-
CTL™ fur ein Leberrezidiv als Erstrezidiv spricht. Bei Betrachtung der Anzahl der CD8*-CTL"™ und der
CD8*-CTLP" ergab sich eine Tendenz zur vermehrten CD8-Infiltration bei Patienten mit Fern- bzw.
Leberrezidiv. Im Umkehrschluss zeigen Patienten mit Lokalrezidiv eine niedrigere Anzahl an CD8"-
CTL™ als Patienten mit einem Fern- bzw. Leberrezidiv. Wie bereits in Kapitel 4.3. ,,CD8-Infiltration und
Uberleben” erwihnt, zeigt sich beim Blick auf das OS und DFS, dass Patienten mit einem Leberrezidiv
und eine hohe Infiltration an CD8*-CTL“™ und CD8*-CTL'™ ein signifikant langeres OS und DFS

aufwiesen.
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Zurzeit findet sich keine Literatur, die im Vergleich zu diesen Ergebnissen herangezogen werden kann.
Bisherige Studien beziehen sich vor allem auf die Frage nach dem Uberleben oder dem Zeitraum bis zur
Entwicklung eines Rezidivs. Diana et al. zeigte 2016 beispielsweise, dass eine hohe stromale Expression
von CD8*-CTLs unter anderem mit einem besseren PFS und DMFS einhergeht, beziiglich der Lage von
CD8*-CTLs im Tumorrandbereich blieb das Ergebnis jedoch ohne Signifikanz 7. Die stromale
Anwesenheit von CD8*-Zellen scheint daher auch protektiv bezuglich der Entwicklung eines Rezidivs zu
wirken, wobei sich das bisher fur den Tumorrandbereich nicht nachweisen lieR. Auch Galon et al. kommt
bezuglich der Tumormikroumgebung des kolorektalen Karzinoms zu dem Schluss, dass die Aktivierung
des adaptiven Immunsystems, unabhangig der Lage der CTLs im Tumor oder Tumorrandbereich, einem
Rezidiv vorbeugt. Folglich wirde durch eine T-Zell-vermittelte Immunantwort allgemein die

Metastasierungstendenz abgeschwéacht werden %,

Die Ergebnisse lassen sich zwar nicht direkt auf die hier gewonnenen Ergebnisse Ubertragen, geben
jedoch Hinweise auf ein verlangertes rezidivfreies Uberleben bei erhohter Zellzahl von CD8*-CTLs. Es
lasst sich vermuten, dass abhdngig von der Infiltration durch CD8*-CTLs verschiedene
Rezidivlokalisationen als Erstrezidiv wahrscheinlich werden. Mdoglicherweise steht dies mit der
zunehmenden lokalen Tumorkontrolle bei erhéhter Anwesenheit von CTLs im Zusammenhang. Patienten
mit einer hoheren Anzahl an CD8*-CTL'™ konnten Lokalrezidive hier besser verhindern, wodurch
tendenziell zuerst ein Fern- bzw Leberrezidiv als Erstrezidiv klinisch apparent wird. So gibt die Anzahl
CD8*-CTL™ Hinweise auf das Metastasierungsmuster des PDAC.

Das Verstandnis Uber das Metastasierungsverhalten des PDAC ware von prognostischem und
therapeutischem Nutzen. Hierbei koénnte Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko oder schlechter
Prognose identifiziert werden. Beispielsweise waren durch gezielte Diagnostik oder verkdirzte
Kontrollintervalle eine friihe Detektion des entsprechenden Rezidivs mdglich und ein rascher
Therapiebeginn denkbar. Hierbei kdnnten ebenfalls bisher unbekannte, molekularbiologische Subgruppen
mit verschiedenen Auswirkungen auf das Rezidivmuster eine Rolle spielen. In Bezug auf
immuntherapeutische Therapieansatze wére bspw. die Verstarkung der lokalen Tumorkontrolle oder
spezieller die Unterstlitzung der CD8*-T-Zellantwort zur Pravention einer Rezidiventwicklung hilfreich.

Zur Abschétzung der Prognose werden bereits bekannte, histopathologische Merkmale verwendet. Der

Einfluss der Infiltration durch CD8*-CTLs im IM auf diese wird im Folgenden weiter beleuchtet.

4.5. Infiltration durch CD8"-CTLs und TNM-KIlassifikation

Eine bereits lange etablierte Klassifikation zur Evaluation der Prognose, der Morbiditdt und mdglicher

Therapieoptionen ist die TNM-Klassifikation. Hier flieBen verschieden tumorspezifische und
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histopathologische Kriterien. Uber histopathologische Gegebenheiten beispielsweise, lassen sich
Aussagen zur Prognose des PDACs treffen. Hierbei relevant sind vor allem die Ausdehnung des
Primarius (T-Status), das Vorhandensein von regiondren Lymphknotenmetastasen (N-Status), den
Differenzierungsgrad (Grading), Hd&mangiosis carcinomatosa (V-Status), Lymphangiosis carcinomatosa
(L-Status) und die Perineuralscheideninfiltration (Pn-Status). CD8"-Zellen haben Einfluss auf das
Tumorverhalten und die Progression. Uber den Zusammenhang zwischen der Infiltration mit CD8*-CTLs
und histopathologischen Markern kénnten daher Informationen Uber den Verlauf gewonnen werden.

In der vorliegenden Auswertung wurde eine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der CD8-
CTL™ und dem Lymphknotenstatus festgestellt. Patienten mit einem NO-Status wiesen eine hohere
Infiltration durch CD8*-CTL!™ auf als Patienten mit einer Lymphknotenmetastasierung. Bei Patienten mit

einem N1-Status zeigte sich eine signifikant hhere Akkumulation von CD8*-CTLP*",

Ein protektiver Effekt der CD8*-Zellen wurde bereits bei weiteren Tumorentitaten festgestellt. Hier sind
beispielsweise das Magen- oder Mammakarzinom zu nennen %9, Auch konnte dieser Effekt beim
Zervixkarzinom beobachtet werden ¥. Auch bei Ino et al. und Diana et al. wurde nach einer Korrelation
zwischen histopathologischen Merkmalen und der CD8-Infiltration gesucht, jedoch zeigte sich hier kein
Zusammenhang *77.

Auch wenn die Ergebnisse der unterschiedlichen Entitaten heterogen zu sein scheinen, geben sie dennoch

Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Infiltration durch CD8*-CTL™ und einem NO-Status.

CD8"-T-Zellen tragen im Rahmen der Immunosurveillance mafgeblich zur Abwehr maligne entarteter
Zellen bei %83, CD8*-CTLs haben in dieser Auswertung Auswirkung auf das Metastasierungsverhalten
und die Streuungstendenz des Primartumors. Die hier, sowie in verschiedenen Studien, erhobene Daten
legen nahe, dass eine hohe Infiltration durch CD8*-Zellen im Tumorrandbereich des Primarius die
Entwicklung von regiondren Lymphknotenmetastasen vermindert und damit eine lokale Tumorkontrolle
zur Folge hat. Eine Akkumulation von CD8*-CTLP* hingegen scheint keinen maf3geblichen Effekt auf die
Vermeidung von Lymphknotenmetastasen zu haben und geht mit einer hoheren Rate an regionéren
Lymphknotenmtastasen einher. Der Grund hierfir ist vermutlich der mangelnde Kontakt zwischen
Tumorgewebe und CTLs wodurch eine weitere Tumorausbreitung im Sinne einer lymphonodalen
Metastasierung nicht verhindert werden kann. Die lokale Tumorkontrolle nimmt folglich mit
peritumoraler Lage der CD8"-CTLs ab.

Die ermittelten Ergebnisse sind differenziert zu betrachten. Patienten mit einer hohen Akkumulation von
CD8*-CTLP, weisen hier eine gesteigerte Tendenz zu Lymphknotenmetastasen auf. Im Umkehrschluss
ware bei einer hohen Infiltration mit CD8*-CTL"™ durch den direkten Kontakt zur Malignomzelle eine
geringere Lymphknotenmetastasierung zu erwarten. Die Anzahl der CD8*-CTL“™ hatte hier jedoch
keinen Einfluss auf die lymphogene Metastasierung. Eine hohe Anzahl an CD8*-CTL™ fiihrte hier jedoch

zu einer erfolgreichen lokalen Tumorkontrolle.
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Die aktuelle Literatur gibt keine eindeutige Antwort auf den Einfluss der CTL-Infiltration auf die
Lymphknotenmetastasierung. Die Ergebnisse geben jedoch Hinweise auf einen vermehrte lymphogene
Metastasierung bei peritumoraler Lage der CD8-CTLs, wobei hier mdglicherweise die lokale
Tumorkontrolle verloren geht. Gleichzeitig scheint eine insgesamt hohe Anwesenheit von CD8*-CTLs im

IM einen protektiven Effekt auf die Entwicklung von Lymphknotenmetastasen zu haben.

4.6. Methodenkritik

Die angewandte Immunhistochemie wurde mit dem Farbeautomaten Ventana BenchMark Ultra IHC/ISH
Staining durchgefiihrt. Dadurch konnte ein einheitlicher Ablauf der immunhistochemischen Farbung
gewahrleistet werden. Eine Standardisierung des Farbevorgangs, wie beispielsweise einheitliche
Inkubations- und Waschzeiten, war durch die Verwendung des Farbeautomaten gegeben. So wurde eine
hohe Vergleichbarkeit erreicht, was bei einer manuellen Férbung in diesem MaRe nur unzureichend
mdoglich ware. Unterschiede der Férbeintensitat aufgrund variierender Chargen des CD8-Antikdrpers
konnen jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Die Antikdrperfarbung ist hochspezifisch fur das Oberflachenprotein CD8. Allerdings wird dieses
Protein, neben CTLs, auch auf Zellen, wie den Thymozyten, dendritischen Zellen, Mastzellen, NK-
Zellen, Makrophagen oder Monozyten exprimiert. Die Expression ist jedoch gering, so dass der Einfluss
dieser Zellen auf die Ergebnisse eher als gering eingeschétzt wird.

Die Patientendaten wurden sorgféltig erhoben. Trotz doppelter Kontrolle durch einen zweiten Auswerter,
kann eine Fehlibertragung nicht ausgeschlossen werden. Bei den erhobenen Patientendaten handelt es
sich um retrospektiv erhobene Daten. Abhangig der vorhandenen Datensatze, war daher nicht immer eine
vollstandige Datenerfassung moglich. Dies hatte unterschiedliche Patientenzahlen fiir verschiedene
Analysen zur Folge.

Die zu farbenden Praparate wurden aus einem Tumorgewebe enthaltenden Paraffinblock gefertigt.
Hierbei wurde die Auswahl anhand des jeweiligen HE-Serienschnitts getroffen. Uber die alleinige
Betrachtung des HE-Serienschnitts konnte jedoch keine Aussage Uber die Immunzelldichte von CD8*-
Zellen in dem untersuchten histologischen Schnitt getroffen werden. Daher kann nicht sichergestellt
werden, dass der tumorenthaltende Paraffinblock mit der gréfiten Tumorinfiltration durch CD8*-CTLs
ausgewahlt wurde. Dennoch kann der Schnitt als représentativ gewertet werden.

Die Auszahlung erfolgte durch zwei unabhangige Untersucher. Aufgrund subjektiver Z&hlweise kam es
hier zu variablen Ergebnissen. Es wurde deshalb eine interne Kontrolle (erneute Auszahlung durch den
gleichen Untersucher zu einem spéateren Zeitpunkt) und eine externe Kontrolle (erneute Auszéhlung durch
einen zweiten Untersucher) durchgefiihrt. Die Auswahl der immunhistochemisch geférbten
Gesichtsfelder, sowie die Auszéhlung, wurden durch einen Facharzt fur Pathologie Uberpruft und

gegebenenfalls korrigiert.
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Zusétzlich haben neben Treg-Zellen im Bereich der Tumormikroumgebung weitere Zelltypen, wie z.B.
MDSC, Einfluss auf die Wirkung von CD8*-CTLs und das Tumorverhalten. Diese Zelltypen wurden

nicht in die Auswertung miteinbezogen.

4.7. Schlussfolgerung und Therapieausblick

Die Ergebnisse lassen einen protektiven Effekt durch die Infiltration von CD8*-CTL'™ und CD8*-CTLM™
vermuten. Eine Infiltration mit CD8*-CTLs ist als Indikator flir eine hohe Aktivitdt des adaptiven
Immunsystems zu sehen und sorgt im Rahmen der Immunosurveillance fir die Zerstérung maligne
entarteter Zellen.

Malignome mit einer hoheren CD8*-CTL-Infiltration im IM des Primarius entwickeln nach diesen
Ergebnissen im Verlauf hdufiger ein Fernrezidiv. Differenziert betrachtet, spricht eine erhdhte Anzahl
von CD8'-CTLs vor allem fir die Entwicklung von Lebermetastasen. So konnte dieses
molekularbiologische Risikoprofil beispielsweise zu einer engmaschigeren Nachsorge fiihren und so eine
frihe Detektion von Rezidiven beitragen.

Dariiber hinaus ware die Aktivierung von exhausted t cells bei Fern- bzw. Leberrezidiven, aufgrund der
hohen Anzahl von CD8*-CTL™ und dem hiermit einhergehenden besseren OS, besonders
vielversprechend.

Studien wie die von Ino et al., Diana et al. oder Carstens et al. lassen auf einen antitumoralen
Mechanismus von CD8*-Zellen und hiermit verbunden auf ein langeres OS schlieRen 7", Eine
Betrachtung des Tumorrandbereichs, beispielsweise bei Diana et al., erbrachte jedoch keinen Hinweis auf
einen Uberlebensvorteil bei einer hohen CD8*-Infiltration in dieser Region . Dieses Ergebnis konnte
hier zunéchst bestétigt werden. Bei zusatzlicher Aufteilung des IM in ein intra- und peritumorales Areal
ergaben sich hier jedoch verschiedene neue Erkenntnisse. Den Ergebnissen zufolge scheinen Patienten
mit einer Lebermetastasierung und einer hohen Infiltration an CD8*-CTL"™ beziglich des OS und DFS
einen besonderen Vorteil zu haben. Der direkte Kontakt von CD8*-CTLs zur entarteten Zelle scheint von
entscheidender Bedeutung fur die Malignombekédmpfung zu sein, worauf Carstens et al. bereits hinwies
8, Auch zeigten Patienten mit einer Lebermetastasierung die eine hohe CD8*/FoxP3"“™-Ratio aufwiesen
ebenfalls einen signifikanten Vorteil beziiglich des OS. Das Verhéltnis von antitumoral zu protumoral
wirkenden Zellen nahm hier Einfluss auf das OS.

Weiter wurde ermittelt, dass Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung, mehr CD8*-CTL™ aufwiesen.
Dies bestatigt weiter den protektiven Mechanismus der CD8*-CTLs und unterstreicht die Rolle dieser
Zellen in der Tumorabwehr. Im Gegensatz hierzu litten Patienten mit einer Akkumulation von CD8*-
CTLP signifikant haufiger an Lymphknotenmetastasen. CD8*-CTLP*" hatten hier keinen direkten Kontakt
zur Tumorzelle und konnten so nicht zu deren Untergang beitragen. Dies bestatigt die Rolle des adaptiven

Immunsystems in der lokalen Tumorkontrolle.
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Die Suche nach weiteren molekularbiologischen Subgruppen kann Informationen (ber den
Krankheitsverlauf und das Tumorverhalten liefern. Auch konnte der Einsatz von Immuncheckpoint-
Inhibitoren bei einer hohen Akkumulation von CD8*-Zellen zur Verstarkung der antitumoralen T-Zell-
Antwort besonders vielversprechend sein. Derzeit ist die Anwendung von Checkpoint-Inhibitoren in der
Primartherapie von PDACSs nicht zugelassen. In der palliativen Situation ergibt sich jedoch bereits seit der
im Jahr 2021 aktualisierten S3-Leitleinie die Mdglichkeit der Anwendung von Immuncheckpoint-
Inhibitoren (Empfehlungsgrad 0) 3. Hierfir werden jedoch bestimmte molekulare Eigenschaften,
beispielsweise Mikrosatelliten-Instabilitat, vorausgesetzt **. Die Anwendung von Checkpoint-Inhibitoren,
wie z.B. Ipilimumab oder Nivolumab, hat auch bereits bei der Therapie von Melanomen und
Lungenkarzinomen zu vielversprechenden Ergebnissen gefihrt 38°1, Ein anderes Berispiel ist
Pembrolizumab, das seit Ende 2019 auch als first-line Therapie bei metastasierten oder rezidivierten, PD-
1* Kopf-Hals-Tumoren zugelassen ist ®. Die Wirksamkeit von Immucheckpoint-Inhibitoren beim PDAC
fiel bisher gering aus. Die fehlenden Erfolge dieser Therapie, kénnten unter anderem an einer im
Vergleich geringen Penetration des Tumorgewebes durch CD8*-CTLs liegen. Grund fir die maRige
Infiltration ist vor allem die intensive desmoplastischen Stromareaktion des PDAC. Allgemein scheint die
Uberwindung der Stromabarriere mit dem Ziel einen direkten Kontakt zwischen Tumorzellen und den
CD8"-CTLs zu schaffen sinnvoll. Ein Therapieansatz ist die Kombination aus Forderung der
Tumorinfiltration durch CD8*-CTLs mittels Auflockerung der Stromabarriere und der Anwendung von
Checkpoint-Inhibitoren. In  den letzten Jahren hat sich eine Kombination aus AT;-
Rezeptorantagonisten/ACE-Hemmern und Chemotherapeutika, wie Gemcitabin, etabliert. Angiotensin-II
initiiert Gber den vascular endothelial growth factor (VEGF) die Angiogenese, initiiert zusétzlich die
Zellproliferation, eine Entziindungsreaktion und dient als Wachstumsfaktor fur Myozyten und
Fibroblasten. Von besonderer Bedeutung ist hier der AT:-Blocker Losartan. Durch die zusétzliche Gabe
von Losartan zu Gemcitabin ergibt sich eine Uberlebensvorteil %1%, Bei anderen Entititen wie den
Ovarialkarzinom fuhrte die Gabe von Losartan zu einer signifikanten Hemmung der tumoralen
Stromaentwicklung und einer hiermit verbundenen Verbesserung der Tumordurchblutung, was zur
besseren Perfusion durch Chemotherapeutika fiihrt &,

Auch wird derzeit der Versuch unternommen ein bereits in hamatoonkologischen Behandlungsschemata
etabliertes Therapieverfahren auf andere Tumorentitdten, unter anderen dem PDAC, zu ubertragen.
Hierbei handelt sich um die sog. CAR-T-Zell-Therapie (engl. chimeric antigen receptor-T cell therapy).
Bei dieser Therapie werden dem Patienten T-Zellen extrahiert und gentechnisch modelliert, so dass diese
gegen TA gerichtet, gezielt Tumorzellen zerstéren kdnnen. Beispielsweise konnten sich gegen
Mesothelin (MSLN) gerichtete T-Zellen als wirksam in Bezug auf die Tumorzelllyse erweisen . Dies
wird aktuell in verschiedenen Maus- und in-vitro-Modellen untersucht %2, Der weitere Fortschritt
diesbeziiglich bleibt abzuwarten. Es ist jedoch mdglich, dass hier in naher Zukunft Fortschritte zu
verzeichnen sein werden und diese Therapie bei verschiedenen soliden Malignomen, wie z.b. dem PDAC,

angewendet werden konnte 1%,
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss von CD8*-CTLs im Tumorrandbereich (invasive margin, 1M)
auf das Uberleben und die Rezidivlokalisation zu untersuchen. Insgesamt wurden 83 an einem PDAC
erkrankte Patienten eingeschlossen. Die CD8*-Infiltration wurde durch eine immunhistochemische
Farbung an Paraffinblécken mit einem monoklonalen CD8-Antikdrper ermittelt. Ausgezahlt wurden tber
drei Areale mit ausgepragter CD8"-Infiltration, sog. ,,high power fields* (HPF, je 50% Tumorgewebe und
50% peritumorales Gewebe). Ermittelt wurde die Anzahl im gesamten HPF (CD8*-CTL'™), sowie im
intrarumoralen (CD8*-CTL"™) und peritumoralen (CD8*-CTLP™") Areal des HPF. Zusatzlich wurde das
Verhéltnis zwischen CD8*-CTLs und FoxP3*-Zellen ermittelt. Die Daten der FoxP3*-Infiltration aus dem
gleichen Patientenkollektiv lagen vor und wurden bereits in einer weiteren Arbeit veréffentlicht.

Im untersuchten Kollektiv ergab sich kein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben (OS)
hinsichtlich der CD8*-Infiltration im IM. Bei Patienten mit einem Leberrezidiv zeigte sich hingegen, dass
eine erhohte Infiltration von CD8*-CTL™ und CDS8*-CTLY™ mit einem signifikant besseren
Gesamtlberleben (OS) und krankheitsfreien Uberleben (DFS) einher gingen. Patienten mit einem
Lokalrezidiv zeigten ein besseres OS bei niedriger Infiltration durch CD8*-CTL'™ und CD8*-CTLP.
Auch eine hohe CD8*/FoxP3"™-Ratio ging mit einem signifikant besseren OS, sowie einem Trend zu
einem besseren DFS bei Patienten mit Leberrezidiv einher. Bei Betrachtung der Zellverteilung zeigte sich
eine signifikant erhéhte Anzahl von CD8*-CTL'™ bei Patienten, die ein Fernrezidiv erlitten im Vergleich
zu Patienten mit einem Lokalrezidiv, wobei sich insgesamt eine signifikant erhthte peritumorale
Akkumulation von CD8*-Zellen ergab. Ebenfalls signifikant hoher war die Zellzahl der CD8*-CTL'™ bei
Leberrezidiven im Vergleich zu Lokalrezidiven. In Bezug auf histopathologische Prognosefaktoren zeigte
sich eine signifikant hohere Infiltration mit CD8*-CTL™ bei fehlender regionarer
Lymphknotenmetastasierung (NO), wohingegen eine erhéhte Anzahl von CD8"-CTLP" signifikant
haufiger mit einer Lymphknotenmetastasierung einherging.

Zusammenfassend konnte hier erstmalig ein Zusammenhang zwischen der Infiltration des
Tumorrandbereichs mit CD8*-CTL’s und dem Metastasierungsverhalten des PDAC beschrieben werden.
Nach den Ergebnissen tragen CD8*-CTLs zur lokalen Tumorkontrolle bei. Vor allem Patienten mit einer
Lebermetastasierung scheinen von einer vermehrten Infiltration durch CD8*-CTL™ zu profitieren. Der
Uberlebensvorteil in Bezug auf die CD8*/FoxP3*-Ratio weist, neben einem tumorprotektiven
Mechanismus, auf die Bedeutung von CTLs und dem Verhaltnis zu immunsupprimierenden Zellen in der
unmittelbaren Tumorumgebung hin. Die tumorale Infiltration durch CD8*-CTLs wird vermutlich durch
eine starke Stromareaktion gebremst, was zu einer peritumoralen Akkumulation von CTLs fihrt. Die
Infiltration von CD8*-Zellen im IM hatte in dieser Auswertung somit prognostischen Wert. Ebenfalls
deutlich wird der Uberlebensvorteil von Leberrezidiven bei der Bestimmung der CD8*/FoxP3*“™-Ratio,

so dass eine Kombination verschiedener pro- und antitumoraler Marker sinnvoll scheint.
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7. Anlagen

7.1. Stadien der TNM-Klassifikation

TNM-Klassifikation UICC 2010

T-Klassifikation

TX Primé&rtumor nicht beurteilbar

TO Kein Anhalt fir Primé&rtumor

Tis Carcinoma in situ

Tl Tumor begrenzt auf Pankreas, 2 cm oder weniger in grofiter Ausdehnung

T2 Tumor begrenzt auf Pankreas, mehr als 2 cm in grof3ter Ausdehnung

T3 Tumor breitet sich jenseits des Pankreas aus, jedoch ohne Infiltration des
Truncus coeliacus oder der A. mesenterica superior

T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus oder A. mesenterica superior

N-Klassifikation

NX Regionére Lymphknoten nicht beurteilbar
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Regionédre Lymphknotemetastasen vorhanden

M-Klassifikation

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden
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7.2. Stadien der UICC-Klassifikation

Stadium UICC 2010 | TNM-System

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium IA T1 NO MO

Stadium IB T2 NO MO

Stadium 1A T3 NO MO

Stadium 11B T1-T3 N1 MO

Stadium 11 T4 jedes N MO

Stadium IV jedes T jedes N M1

7.3. Auswertung CD8*-Zellen

Pat. | Alter Geschlech | Uberleben | Zeitraum bis 1. | Uberleben Zum Ende | CD8 CD8 CD 8

- t in Monate | Rezidiv in | des Mittelwert | Mittelwert | Mittelwert

Nr. Monaten Beobachtungszeitraums Sichtfeld Tumor peritumora
(15.12.2015) |

1 69 m 4 4 nein 63,67 11,67 52

2 64 w 8 8 nein 66,67 13 53,67

3 58 m 7 4 nein 104,33 9 95,33

4 74 w 18 8 nein keine IHC

5 59 m 60 17 nein 57 11 46

6 71 m 17 8 nein 105,67 24 81,67

7 60 m 22 0 nein 57 5,67 51,33

8 70 m 16 16 nein 69 29 40

9 57 m 92+ 7 ja 35,67 7 28,67

10 72 m 0+ 0 nein 34,33 15,33 19

11 60 w 17 10 nein 94,33 15 79,33

12 64 w 46 34 nein 121,33 28,33 93

13 | 63 m 8 4 nein 79,33 15 64,33

14 53 m 9 1 nein 39,67 23,67 16

15 68 m 23 14 nein 66 14,33 51,67

16 | 68 w 18 4 nein 180,67 47,33 133,34

17 57 m 8 5 nein 76,33 4 72,33

18 68 m 41 38 nein 84,67 37 47,67

19 67 m 7 3 nein 68,67 17 51,67

20 | 49 m 78+ 78 ja 74 8 66

21 48 m 16 5 nein 46,33 21,33 25

22 68 w 22 7 nein 36,33 8 28,33

23 69 m 58 11 nein 40 17 23

24 | 77 m 61+ 61 ja 32 23,67 8,33

25 |74 w 31 20 nein 43 12,67 30,33

26 |71 w 49 10 nein 55 23,67 31,33
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27 61 w 13 1 nein 23,33 12,33 11

28 71 w 17 8 nein 70,67 16 54,67
29 71 m 18+ 18 nein 173 35 138

30 46 w 26 10 nein kein IHC
31 55 w 48+ 34 ja 54,33 7,33 47

32 77 w 57+ 57 ja 38,33 29,67 8,66
33 65 m 57+ 57 ja 112,33 27,67 84,66
34 64 m 32 26 nein 54,33 24 30,33
35 54 w 19 13 nein 61,67 6 55,67
36 77 m 40+ 40 ja 82,67 27 55,67
37 63 m 40+ 40 ja 45,67 8,67 37

38 79 m 13 10 nein 91,67 17,33 74,34
39 70 m 37+ 4 ja 112 12,33 99,67
40 73 w 7 4 nein 60,33 19,33 41

41 67 m 30 10 nein 13 5 8

42 72 w 36+ 36 ja 62 8 54

43 80 m 36+ 36 ja 45,67 9 36,67
44 70 w 24 22 nein 140 22 118
45 81 w 24 17 nein 127 23,67 103,33
46 73 m 28+ 28 ja 202,33 44 158,33
47 82 m 28+ 28 ja 36 8,67 27,33
48 71 w 27+ 27 ja 51 12,67 38,33
49 54 m 27+ 13 ja 24 6,33 17,67
50 83 w 35+ 34 ja 41,33 12,33 29

51 77 w 16 5 nein 32,67 8,67 24

52 49 w 25+ 25 ja 136,33 18,67 117,66
53 74 m 6 5 nein 82,33 16,33 66

54 66 w 25+ 25 ja 43,33 12,67 30,66
55 65 m 25+ 24 ja 40,67 9,33 31,34
56 76 m 24+ 24 ja 64 17,33 46,67
57 46 m 9 6 nein keine IHC
58 66 w 33 20 nein 45,33 21 24,33
59 70 m 25 18 nein 54,67 12 42,67
60 61 w 30+ 30 ja 35,33 3,67 31,66
61 65 w 30+ 30 ja 56,67 23,33 33,34
62 73 m 35+ 35 ja kein IHC
63 79 w 29+ 18 ja 97,67 25,33 72,34
64 78 m 1+ 1 nein 21,33 10,67 10,66
65 80 w 8 0 nein 60,33 9,33 51

66 84 w 20+ 20 ja 45 7 38

67 70 w 6 3 nein 87,67 18,33 69,34
68 76 m 9 8 nein 57,33 15,67 41,66
69 38 w 14+ 14 ja 141,33 5 136,33
70 60 w 22+ 22 ja 109,67 38 71,67
71 80 m 21+ 14 ja 82,67 10 72,67
72 81 m 21+ 21 ja 67,33 20 47,33
73 70 m 9+ 9 nein 71 14,33 56,67

73




74 74 m 20+ 20 ja 42,33 3 39,33
75 76 m 20+ 20 ja 39,33 15,67 23,66
76 75 w 20+ 20 ja 54 27 27
77 80 w 19+ 10 ja 84,33 19,67 64,66
78 75 m 15 2 nein 58 11 47
79 74 w 3+ 3 nein 43 6 37
80 74 w 5+ 5 nein 38,67 13 25,67
81 48 m 18+ 16 ja 110,67 43 67,67
82 59 m 0+ 0 nein 59,33 35 24,33
83 68 w 17+ 17 ja 33 3,67 29,33
7.4. Auswertung FoxP3*-Zellen
Pat. | Alter | Geschlech | Uberlebe | Zeitraum bis | Uberleben Zum Ende | FoxP3 FoxP3 FoxP3
- t n in | 1. Rezidiv in | des Mittelwert Mittelwert Mittelwert
Nr. Monate Monaten Beobachtungszeitraums Sichtfeld Tumor peritumoral
(15.12.2015)
1 69 m 4 4 nein 28,67 12,33 16,33
2 64 w 8 8 nein 41,67 15,33 26,33
3 58 m 7 4 nein 30,67 18,33 12,33
4 74 w 18 8 nein 0,00
5 59 m 60 17 nein 18,33 8,00 10,33
6 71 m 17 8 nein 22,00 8,33 13,67
7 60 m 22 0 nein 0,00
8 70 m 16 16 nein 38,00 21,33 16,67
9 57 m 92+ 77 ja 24,67 11,00 13,67
10 72 m 0+ 0 nein 13,33 10,00 3,33
11 60 w 17 10 nein 44,67 11,67 33,00
12 64 w 46 34 nein 12,67 6,67 6,00
13 | 63 m 8 4 nein 17,00 9,00 8,00
14 53 m 9 1 nein 26,33 15,67 10,67
15 | 68 m 23 14 nein 25,33 7,33 18,00
16 68 w 18 4 nein 44,33 29,33 15,00
17 57 m 8 5 nein 20,00 7,67 12,33
18 68 m 41 38 nein 11,00 4,33 6,67
19 | 67 m 7 3 nein 18,33 9,67 8,67
20 49 m 78+ 78 ja 19,33 4,67 14,67
21 48 m 16 5 nein 8,67 4,00 4,67
22 68 w 22 7 nein 14,33 3,00 11,33
23 | 69 m 58 11 nein 39,00 9,00 30,00
24 | 77 m 61+ 61 ja 8,33 2,00 6,33
25 74 w 31 20 nein 14,67 3,67 11,00
26 71 w 49 10 nein 11,67 5,67 6,00
27 61 w 13 1 nein 39,67 18,33 21,33
28 71 w 17 8 nein 7,00 2,33 4,67
29 |71 m 18+ 18 nein 36,00 16,33 19,67
30 | 46 w 26 10 nein 21,67 8,00 13,67
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31 55 w 48+ 34 ja 20,67 10,67 10,00
32 77 w 57+ 57 ja 29,67 16,67 13,00
33 65 m 57+ 57 ja 24,67 13,00 11,67
34 64 m 32 26 nein 16,00 7,00 9,00

35 | 54 w 19 13 nein 20,33 4,33 16,00
36 77 m 40+ 40 ja 24,00 12,67 11,33
37 63 m 40+ 40 ja 22,33 8,67 13,67
38 |79 m 13 10 nein 26,33 15,00 11,33
39 70 m 37+ 4 ja 27,00 11,00 16,00
40 | 73 w 7 4 nein 39,00 7,33 31,67
41 67 m 30 10 nein 14,33 7,33 7,00

42 72 w 36+ 36 ja 3,33 1,00 2,33

43 | 80 m 36+ 36 ja 0,00

44 70 w 24 22 nein 4,00 1,67 2,33

45 81 w 24 17 nein 22,33 10,00 12,33
46 73 m 28+ 28 ja 39,33 4,67 34,67
47 82 m 28+ 28 ja 24,67 6,67 18,00
48 |71 w 27+ 27 ja 42,67 26,33 16,33
49 54 m 27+ 13 ja 42,33 7,00 35,33
50 | 83 w 35+ 34 ja 16,67 2,67 14,00
51 77 w 16 5 nein 65,67 14,67 51,00
52 | 49 w 25+ 25 ja 40,67 13,00 27,67
53 74 m 6 5 nein 26,00 11,67 14,33
54 | 66 w 25+ 25 ja 36,67 10,33 26,33
55 65 m 25+ 24 ja 14,33 6,00 8,33

56 | 76 m 24+ 24 ja 15,00 9,00 6,00

57 | 46 m 9 6 nein 33,00 14,00 19,00
58 66 w 33 20 nein 27,33 13,67 13,67
59 70 m 25 18 nein 11,67 7,00 4,67

60 | 61 w 30+ 30 ja 16,00 3,33 12,67
61 65 w 30+ 30 ja 40,33 6,67 33,67
62 73 m 35+ 35 ja 12,33 5,67 6,67

63 |79 w 29+ 18 ja 52,00 11,00 41,00
64 78 m 1+ 1 nein 31,67 9,67 22,00
65 | 80 w 8 0 nein 26,67 9,67 17,00
66 84 w 20+ 20 ja 18,00 14,00 4,00

67 70 w 6 3 nein 36,00 13,00 23,00
68 76 m 9 8 nein 38,33 4,67 33,67
69 38 w 14+ 14 ja 62,00 16,67 45,33
70 60 w 22+ 22 ja 75,33 20,67 54,67
71 80 m 21+ 14 ja 47,67 3,00 44,67
72 81 m 21+ 21 ja 24,00 10,67 13,33
73 | 70 m 9+ 9 nein 13,00 3,67 9,33

74 74 m 20+ 20 ja 10,00 2,00 8,00

75 | 76 m 20+ 20 ja 21,33 10,67 10,67
76 75 w 20+ 20 ja 14,67 3,67 11,00
77 80 w 19+ 10 ja 50,67 16,33 34,33
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78 75 m 15 2 nein 0,00
79 74 w 3+ 3 nein 8,67 4,33 4,33
80 74 w 5+ 5 nein 8,33 4,00 4,33
81 48 m 18+ 16 ja 16,00 7,33 8,67
82 59 m 0+ 0 nein 11,00 7,67 3,33
83 68 w 17+ 17 ja 23,33 3,67 19,67
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