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1. Einfuhrung

1.1. Anatomie und Pathologie des hepatobiliar-pankreatischen Systems im Uberblick

Das Pankreas und die Gallengénge sind als Teile des hepatobiliar-pankreatischen Systems
wesentliche Strukturen des Verdauungssystems . Wahrend die Gallengange die in der
Leber produzierte Gallenfliissigkeit transportieren, bilden die exokrinen Driisen des Pankreas
Verdauungsenzyme zur Nahrungszersetzung und sezernieren diese in den Ductus
pancreaticus 2. Die gemeinsame Endstrecke beider Gangsysteme bildet die Papilla duodeni
major im Duodenum . Dort lokalisierte Stenosen filhren zu einem Rickstau der
Gallenflussigkeit. Klinisch manifestieren sich dabei folgende Symptome:
Oberbauchschmerzen, lkterus, Juckreiz, Fettstiihlen, sowie Ubelkeit und Erbrechen 1.
Tumore der Gallengdnge und/oder des Pankreas stellen neben Konkremente innerhalb der
Gallenwege, eine haufige Ursache dieser mechanisch-obstruktiven Cholestase aufRerhalb
der Leber dar 3. Letztlich fuhrt eine derartige Symptomatik haufig zur Diagnose einer meist
bereits fortgeschrittenen Tumorerkrankung *°. Eine Differenzierung zwischen den Tumoren
des pankreato-bilidren Systems ist, insbesondere zwischen Tumoren des distalen
Gallengangs und des Pankreaskopfkarzinoms, aufgrund der anatomischen Nahe und
zahlreicher Gemeinsamkeiten im Hinblick auf Epidemiologie und klinischer Symptomatik
haufig erschwert °°. Sowohl Pankreas- als auch distale Gallengangstumore stellen
Tumorentitaten mit schlechter Prognose dar 7. Jahrlich erkranken deutschlandweit circa
20/100.000 Einwohner an Pankreaskarzinomen und ca. 6/100.000 Einwohner an
Gallengangskarzinomen 8°. Weltweit lasst sich fir beide Entitaten ein steigender Trend
sowohl fur Neuerkrankungen, als auch fiir die Sterberaten verzeichnen ’. Die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit liegt bei ca. 9% fiir Pankreaskarzinome bzw. bei ca. 14% fur
Tumore der Gallenwege ‘. Eine kurative Therapiemdglichkeit besteht zum Zeitpunkt der
Diagnose eines Pankreaskarzinoms nur in 10 bis 20% der Falle °. Im nachfolgenden
Abschnitt  werden  wesentliche Aspekte zur Pathogenese, Diagnostik- und

Therapiemdglichkeiten beider Tumorentitdten zusammengefasst.

1.1.1. Das Pankreaskarzinom

Pankreaskarzinome kénnen aus dem endokrinen oder, wie es am haufigsten der Fall ist,
dem exokrinen Teil des Pankreas entspringen *'. Bei den endokrinen Tumoren handelt es

sich um hormonproduzierende Zellen als Urpsrungsgewebe der Tumore, worauf hier nicht



naher eingegangen werden soll. Nach derzeitigem Stand der Forschung wird davon
ausgegangen, dass ca. 10% der Pankreastumore familiar vererbt werden 2 . Wesentliche
Risikofaktoren fiur diese Erkrankung sind vor allem Zigarettenrauchen, Ubergewicht,
Diabetes mellitus und chronische Pankreatitis * 2. Bei den Tumoren des exokrinen Pankreas
handelt es sich in Gber 90% der Falle um invasive schleimproduzierende Zellen 3. Die
Tumorzellen entstehen aus nicht-invasiven Vorlauferlasionen, sogenannten intraepithelialen
Neoplasien, welche die verschiedenen Typen des Adenokarzinoms determinieren: die
pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanINs) als haufigste Form, die intraduktalen
papillar-muzinésen Neoplasien (IPMNs) und die muzinds-zystischen Neoplasien (MCNs) 12,
Die Entartung dieser Vorlauferlasionen bzw. der Dysplasiegrad dieser Zellen werden
mafgeblich durch zahlreiche Mutationen getriggert (Abbildung 1) 2. Die Komplexitat der
genetischen Veranderungen und die damit einhergehende Heterogenitdt der Tumore
erschwert die Identifikation neuer therapeutischer Targets und stellt somit einen weiteren

Grund fur die nach wie vor schlechte Prognose der Pankreaskarzinome dar *2.
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Abbildung 1: Entstehung des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas

Die Entwicklung vom Normal- zum Tumorgewebe von duktalen Adenokarzinomen erfolgt Uber
intraepitheliale Neoplasien (PanIN), welche durch somatische und Keimbahnmutationen getriggert
werden. Diese PanINs werden je nach pathomorphologischem Dysplasiegrad in PanIN 1A und
1B,PaniIN-2 und PanIN-3 eingeteilt, wobei PanIN-3 bereits als Prdkanzerose des Pankreaskarzinoms
gilt. Wahrend Mutationen des K-ras Gens haufig in low grade Prakursorlasionen nachgewiesen
werden und somit frih stattfinden, konnten Mutationen von p53 und BRCA2 vor allem in high-grade

Lasionen (PanIN-3) gezeigt werden und treten somit in der fortgeschrittenen Tumorgenese auf.



Muniraj, T., Jamidar, P. A. & Aslanian, H. R. Pancreatic cancer: a comprehensive review and update.
Disease-a-month : DM 59, 368-402; 10.1016/j.disamonth.2013.08.001 (2013); Copyright-
Lizenznummer: 443755144409

Das duktale Adenokarzinom ist die haufigste Variante der malignen exokrinen
Pankreastumore und befindet sich zu ca. 80% der Falle im Pankreaskopf, die Ubrigen 20%
verteilen sich auf den Pankreaskorpus und den Caudabereich . Wesentliche histologische
Subtypen dieses Tumors sind das adenosquamdése, muzinds nicht zystische, und das
anaplastische Karzinom 4. Die klinische und pathohistologische Evaluierung des
Pankreaskarzinoms erfolgt anhand der TNM-Klassifikation (8. Auflage) und das Staging
analog anhand der Internationalen Vereinigung gegen Krebs (UICC). Bei Verdacht auf
raumfordernde Prozesse im Pankreas werden vorranging bildgebende Verfahren genutzt.
Untersuchungen mittels Oberbauchsonographie, endoskopischem Ultraschall, sowie
Multidetektor-Computertomographie und Magnetresonanztomographien mit
Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographien (MRT/MRCP), eignen sich zuverlassig zur
Detektion maligner Prozessen im Pankreas *°. Die Durchfilhrung endosonographisch
gestutzter Biopsien werden nur zur Differentialdiagnostik bei begrindetem Verdacht oder vor
dem Beginn eines palliativen Therapieregimes empfohlen 1°. Bestatigt sich der Befund einer
Raumforderung in der Bildgebung, empfiehlt sich die Bestimmung des Serummarkers CA
19-9 zur Verlaufskontrolle vor und nach Therapiebeginn. Derzeit ist die chirurgische
Resektion im Gesunden (RO), die einzige verfugbare Therapie mit kurativem Ansatz. Je nach
Tumorlokalisation erfolgt eine partielle Duodenopankreatektomie (Kausch-Whipple-
Operation) von Pankreaskopftumoren mit oder ohne Pyloruserhalt. Eine subtotale
Pankreaslinksresektion oder totale Pankreatduodenektomie wird bei Pankreaskdrpertumoren
durchgefuhrt, wahrend eine Pankreaslinksresektion bei Tumoren im Caudabereich des
Pankreas bevorzugt wird °. In Abhangigkeit des Allgemeinzustandes des Patienten und
nach Ausschluss von Kontraindikationen, wie Infektionen oder ausgepragter Komorbiditaten,
empfiehlt sich im Stadium UICC I-1ll eine adjuvante Chemotherapie tiber sechs Monate mit
Gemcitabin oder 5-Floururacil/Folinsaure zur Risikoreduktion eines Lokalrezidivs 31%1¢, Bei
vorhandener Fernmetastasierung stehen nach der aktuellen S3-Leitlinie exokriner
Pankreastumore palliative Chemotherapeutika, wie eine Kombination aus Gemcitabin und
dem Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib, oder FOLFIRINOX (5-FU/Folsaure, Irinotecan,
Oxaliplatin) zur Verfigung. Eine neoadjuvante Chemotherapie fiir resektable Tumore wird
aktuell trotz vielversprechender Datenlage noch nicht empfohlen °. Der Forschungsbedarf in

diesem Bereich ist somit weiterhin grof3.



1.1.2. Das Gallengangskarzinom

Bei Gallengangskarzinomen, auch Cholangiokarzinome genannt, handelt es sich um
Adenokarzinome, die aus den Epithelzellen der grof3en und kleinen Gallenwege, analog zum
Pankreaskarzinom, Uber eine Dysplasie-Karzinom-Sequenz entstehen “. Chronische
Entziindungsprozesse und Mutationen, vorallem im K-ras und p53-Gen spielen dabei als
Triggerfaktoren eine wesentliche Rolle 4. Je nach Lokalisation werden prinzipiell Tumore der
intra- und extrahepatischen Gallenwege unterschieden "8, Die intrahepatischen
Cholangiokarzinome folgen beziglich der TNM-Klassifikation den Lebertumoren , wahrend
die extrahepatischen Formen eine eigene Stadiumeinteilung analog der UICC-Richtlinie (7.
Auflage) besitzen °. Extrahepatische Tumore der Gallenwege unterteilen sich in perihilare,
nach dem Entdecker auch Klatskin-Tumore genannt, und distale Formen %20, Die
Abgrenzung dieser beiden Formen ist im klinischen Alltag aufgrund der nahen anatomischen
Lage meist schwierig, sodass im Hinblick auf epidemiologische und prognostische Aussagen
haufig keine klare Differenzierung der beiden Tumorformen getroffen wird 2°. Klatskin-
Tumore stellen die haufigste Form dar, wahrend distale Gallengangstumore 20-30% der
Tumore ausmachen 20, Die distalen Cholangiokarzinome werden weiterhin in diffus
infiltrierende und polyp6s wachsende Tumore unterschieden. Gemischte Formen sind
moglich 4.

Als ein wesentlicher Risikofaktor fiir ein frilhes Erkrankungsalter gilt die priméar
sklerosierende Cholangitis (PSC) %%, Die mit dieser Erkrankung vergesellschaftete
permanente Inflammationsaktivitat fordert maligne Umbauprozesse im Epithel und bedingt
ein Lebenszeitrisiko zur Entwicklung eines Karzinoms zwischen 7 und 20% 8. Weitere
Risikofaktoren sind Ubergewicht, Rauchen, Choledochuszysten, und Wurmerkrankungen
(Opisthorchis  viverrini, Clonorchis sisensis) 2. Die Bildgebenden Verfahren zur
Diagnosestellung von distalen Cholangiokarzinomen umfassen vorranging Multdetektor-CT,
MRT/MRCP, die endoskopisch retrograde Cholangioprankreatographie (ERCP) und den
endosonographischen Ultraschall (EUS). Zur pathohistologischen Diagnosesicherung
werden ultraschallgestiitzte Punktionen der Gallenwege durchgefiihrt 2°. Bei perihilaren und
distal gelegenen Tumoren ermdglicht die Birstenzytologie zudem molekulargenetische
Untersuchungen . Aufgrund des verstarkten desmoplastischen Gewebes (groRe Anzahl
von Stromazellen) ist die zytologische bzw. histologische Diagnosesicherung vor allem in
fortgeschrittenen Stadien h&ufig erschwert. Therapeutisch ist, ebenso wie beim
Pankreaskarzinom, eine chirurgischen RO-Resektion der einzige kurative Ansatz. Um dies zu

erreichen, ist haufig eine radikale Resektion der gesamten Gallenwege, sowie Teile der

4



Leber und des Pankreas, nétig 22. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung weisen nur ca. 35%
der Patienten ein Krankheitsstadium auf, indem eine RO-Resektion noch mdglich ist 2°. Den
Goldstandard  zur  Operation des distalen Gallengangskarzinoms bildet die
Pankreatduodenektomie ( Whipple-OP) 2. Handelt es sich um nicht resezierbare Tumore
von Patienten mit gutem Allgemeinzustand, erfolgt eine palliative Chemotherapie aus einer
Kombination von Gemcitabin und Cisplatin. Derzeit liegen nur wenige Studien vor, die einen
Nutzen von neoadjuvanten und adjuvanten Chemoradiotherapien bei chirurgisch resektablen
Tumoren belegen 224 . Insgesamt ist die Studienlage zu neuen Therapieanséatzen weiterhin

unzureichend.

1.2. Tumorimmunologie

Die Prognose und der Verlauf einer Tumorerkrankung hangen im Wesentlichen von der
Interaktion zwischen biologischen Prozessen im Tumorgewebe und dem Immunsystem des
Patienten ab 2526, Tumor-Escape-Mechanismen und Veranderungen des Microenvironment
spielen insbesondere bei Tumoren mit einer schlechten Prognose eine entscheidende Rolle
27 Im Folgenden sollen die wesentlichen Mechanismen der Tumorimmunologie erdrtert und
mit Pankreas- und Gallengangskarzinomen, als Kernstiick dieser Arbeit, in einen Kontext

gesetzt werden.

1.2.1. Das Immunsystem und dessen Einfluss auf die Tumorprogression

Im Jahr 2000 wurde von der Arbeitsgruppe Hanahan und Weinberg et al. der Begriff
,Hallmarks of Cancer gepragt ?®. Dieser beinhaltet zehn Mechanismen, welche zum
grundlegenden Verstandnis des Tumorwachstums beitragen 28, Darunter zahlen unter
anderem die Vermeidung von Immunreaktionen (avoiding immune destruction) und die
stimulierende Entziindung (tumor promoting inflammation) 8. Insgesamt kdnnen sie unter
dem Begriff Tumor-Escape Mechanismen zusammen gefasst werden. Dieser impliziert die
gezielte Umgehung korpereigener Abwehrmechanismen als wesentlichen Aspekt der
Tumorprogression 2’. Wie diese Abwehrmechanismen zur lokalen und systemischen
Kontrolle von Wachstumsprozessen kérperfremder Zellen zusammenwirken, ist hinreichend
bekannt: B- und T-Lymphozyten, als zellulare Bestandteile des adaptiven Immunsystems,
besitzen die Fahigkeit spezifische korperfremde Molekile, wie Bestandteile von Erregern

oder Tumorzellen, mithilfe antigenpréasentierender Zellen zu erkennen, und sich abhéngig



von bestimmten Interleukinen und Zytokinen zu differenzieren 2. Aktivierte B- und T-Zellen
leiten anschlieBend die Inaktivierung und/oder Eliminierung dieser Zellen durch
Entziindungsreaktionen und apoptotische Prozesse ein 2. Von B-Zellen produzierte
Antikorper, als humoraler Bestandteil des adaptiven Immunsystems, ermoglichen vereinfacht
wiederum eine schnelle Abwehrreaktion bei erneutem Antigenkontakt *°.

Makrophagen und deren Vorlauferzellen (Monozyten) werden zum mononuklearen
Phagozytensystems gezahlt und sind Bestandteil des nativen Immunsystems 3! Sie
entstehen, getriggert durch Progenitorfaktoren, aus hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks und sind mithilfe von zahlreichen Zyto- und Chemokinen in der Lage eine
unspezifische Immunantwort auszulésen 3. Dazu werden Monozyten aus dem Knochenmark
rekrutiert, gelangen ins Blut und anschlieBend als gewebsstandige Makrophagen ins
betreffende Zielgewebe, um dort Entziindungsreaktionen in Gang zu setzen, oder sich an
hamostatischen Vorgangen zu beteiligen 3.

Mechanismen, welche Tumorzellen dazu befahigen, korpereigenen Abwehrstrategien zu
entkommen bzw. eben diese fir eigene Wachstumsprozesse zu nutzen, werden in der
Tumorimmunologie unter der Bezeichnung Immunoediting zusammengefasst 273932,
Vereinfachend beschreibt dieser Begriff, dass die Immunantwort des Korpers in Abh&ngigkeit
des umgebenden Mikromilieus (Microenvironment) entweder zur Tumorprogression, oder
aber zur Kontrolle des Tumorwachstums fiihren kann 2’. Prinzipiell werden drei Phasen des
Immunoediting unterschieden: Elimination, Equilibrium und Escape. Die erste Phase wird vor
allem durch die zuvor beschriebene adaquate Immunreaktion des Korpers gekennzeichnet.
In kolorektalen Karzinomen konnte eindriicklich gezeigt werden, dass ein vermehrtes
Vorkommen der zytotoxischen CD8+T-Zellen, als Bestandteile des adaptiven
Immunsystems, zu einem besseren Uberleben der Patienten flihrte, indem sie Uber die
Freisetzung von Zytokinen und inflammatorischen Pathomechanismen fir eine Eliminierung
maligner Zellen sorgen 32 3 Erfolgt diese Eliminierung der korperfremden oder
transformierten Zellen unvollstandig, treten die persistierenden Zellen in die zweite Phase,
das Equilibrium, ein. Dabei ist der Korper mithilfe immunpotenter Zellen und zahlreicher
Zytokine und Interferone, trotz ausbleibender Eliminierung dieser fremdartigen Zellen, noch
in der Lage, eine Proliferation dieser zu unterdriicken. Versagen auch diese Mechanismen,
kommt es zum Escape, in der die bosartigen Zellen der Immunabwehr entkommen und zum

Wachstum angeregt werden (siehe Abbildung 2) #’.
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Abbildung 2: Phasen des Immunoediting vom Tumorzellen

Zellen des innaten Immunsystems, wie natlrliche Killerzellen (NK Zellen), dendritische Zellen und
Makrophagen wirken als antigenprasentierende Zellen und induzieren zusammen mit Zellen des
adaptiven Immunsystems proinflammatorische und apoptotische Prozesse, um die Tumorzellen zu
eliminieren. In der Phase des Equilibriums entkommen die Tumorzellen diesen Abwehrmechanismen.
Dabei sind die Immunzellen noch in der Lage die Tumorproliferation auf der lokalen Ebene zu
begrenzen. Versagt auch dieser Mechanismus, kommt es zur Escapephase, in der die Migration und
Invasion der Tumorzellen in Blut- und Lymphgefale erfolgt.

Garg, A. D., Krysko, D. V., Golab, J., Vandenabeele, P. & Agostinis, P. in Endoplasmic Reticulum
Stress in Health and Disease, edited by P. Agostinis & S. Afshin (Springer Netherlands, Dordrecht,
2012), pp. 413-428.; Copyright-Lizenznummer: 4437550660591

Aufgrund dieser Theorie und der bahnbrechenden Ergebnisse verschiedener
Forschungsarbeiten, leisten immuntherapeutische Ansétze zur Bekampfung dieser Tumor-
Escape-Mechanismen einen wesentlichen Beitrag zur modernen Antitumortherapie 3°.
Gegenstand aktueller Forschung ist es demnach den Einfluss tumor-infiltrierender
Immunzellen innerhalb von soliden Tumorgeweben verschiedener Entitaten zu erforschen,
und gezielte Immun-Checkpoint Inhibitoren zu entwerfen. Es zeigt sich jedoch schon jetzt,
dass die einzelnen Funktionen der Immunzellen innerhalb verschiedener Tumorentitaten

erheblich variieren und maf3geblich vom Microenvironment abhéngig sind.



1.2.1.1. Tumor-infiltrierende Makrophagen

Ein zentraler Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung von tumor-infiltrierenden
Makrophagen (TAMs) und deren Bedeutung fur die Progression von Pankreas- und distalen
Gallengangskarzinomen.

TAMs weisen abhangig vom umgebenden Mikromilieu eine starke Heterogenitat auf. Das
Glykoprotein CD68 gilt dabei als ein Oberflachen-Panmarker fir Makrophagen und dient zur
Identifikation tumor-assoziierter Makrophagen 163738 Weitere Oberflachenmolekile
ermdglichen eine immunbhistologische Subdifferenzierung unterschiedlicher
Makrophagensubtypen. Wahrend M1-Makrophagen (z.B. HLA-DR+Makrophagen)
proinflammatorische und zytotoxische Eigenschaften besitzen, supprimieren die
tumorférdernden M2-Makrophagen das adaptive Immunsystem und sezernieren
Wachstumsfaktoren zur Angiogenese (siehe Abbildung 3) 16:3940,

CD163 gehort zur Gruppe der cystein-reichen Scavenger Rezeptoren der Gruppe B (SRCR-
B) und gilt als spezifischer Oberflachenmarker von reifen gewebsstéandigen Makrophagen,
insbesondere mit M2-phanotypischer Auspragung “. Welcher Makrophagensubtyp im
Gewebe dominiert, ist abhangig vom umgebenden Tumor-Microenvironment. Wahrend unter
anderem Interleukin-1 (IL-1), IL-12 und der Tumornekrosefaktor (TNF) mit der Auspragung
von M1-Makrophagen assoziiert sind, werden M2-Makrophagen vorrangig durch IL-4, IL-10,
IL-13 und apoptotischen Zellen aktiviert 3%4°. Wichtig ist dabei, dass ein Ubergang von einem
in den anderen Makrophagen-Phanotyp jederzeit mdglich ist, und es sich somit um ein
dynamisches Konstrukt handelt, welches auch reprogramming genannt wird .

Diese Zuordnung der distinkten Funktionen spiegelt sich in der Rolle tumor-assoziierter
Makrophagen wieder. Dabei werden vorwiegend M2-phénotypische Makrophagen mit
tumorprogressiven Eigenschaften und einem daraus resultierenden negativen Einfluss auf
das klinische Outcome der Patienten in Verbindung gebracht #2. So konnte unter anderem
innerhalb der Tumorgewebeproben von Patienten mit kolorektalem Karzinomen eine erhéhte
Expression der M2-Makrophagen (CD163+TAMs) mit einem schlechteren klinischen
Outcome korreliert werden 4°. Auch im Gewebe von Patienten mit invasivem
Mammakarzinom und Hodgkin-Lymphomen konnte dies bestéatigt werden 4344, Im Gegensatz
dazu wies eine Arbeit von Ohri et al. > im Gewebe von nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen
nach, dass Patienten mit einem langeren Gesamtuberleben, eine starkere Auspragung von
M1- als M2-phanotypischen TAMs in Nachbarschaft der Tumorzellen zeigten. Dabei gehen
sie davon aus, dass dies insbesondere auf den zytotoxischen Effekt dieser Zellen
zurlckzufuhren ist. Trotz zahlreicher experimenteller Arbeit auf diesem Gebiet, ist fur

Tumore der distalen Gallengange dahingehend noch wenig bekannt 4. Der negative Einfluss



von Tumor-assoziierten Makrophagen auf das Uberleben der Patienten mit

Pankreaskarzinom konnte bereits in einigen Studien gezeigt werden 748,
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Abbildung 3: Differenzierung und Funktion von Makrophagen-Subtypen

Monozyten sind in der Lage sich mithilfe des Monozytenkolonien-stimulierenden Faktors (M-CSF) zu
gewebsstandigen Makrophagen zu entwickeln. Abh&ngig von bestimmten Zytokinen, sowie
Glukokortikoiden und Interleukinen ( z.b. IL-10) bilden diese anschlieRend den M1 oder M2
Phanotypen aus. Aufgrund der Aktivierung verschiedener Interleukine und Interferone (z.B. IFN
gamma) und dem Tumornekrosefaktor (TNF) sind beide Phéanotypen in der Lage, unterschiedliche
Funktionen auszuiibben. Wahrend M1-Makrophagen zytotoxische Thl-Reaktionen und
antigenprasentierende Zellen (z.B. NK-Zellen) aktivieren und damit vor allem Entziindungsreaktionen
und Zelltod initiileren, sorgen M2-Makrophagen mithilfe von anderen Immunzellen fur Wundheilung

und Angiogenese.



Allavena, P. & Mantovani, A. Immunology in the clinic review series; focus on cancer: tumour-
associated macrophages: undisputed stars of the inflammatory tumour microenvironment. Clinical and
experimental immunology 167, 195-205; 10.1111/j.1365-2249.2011.04515.x (2012), Copyright-
Lizenznummer: 4437551064375

1.2.1.2. Der Begriff Immune contexture

Die Funktionen und der Einfluss von Immunzellen auf die Progression einer
Tumorerkrankung ist zentraler Bestandteil aktueller Forschung. Fridman und Galon pragten
erganzend dazu den Begriff des Immune contexture °. Sie gingen davon aus, dass eine
differenzierte Untersuchung eben nicht nur der Zellarten und deren Funktionszustanden in
Abhangigkeit des umgebenden Microenvironments, sondern auch die Lokalisation der
Immunzellen innerhalb des Tumorgewebes mal3geblichen Einfluss auf den Verlauf der
Erkrankung hat. So kénnen sich Makrophagen im Bereich des Tumorzentrums (Tumorcore,
TCA), also im Stromabereich des Tumors befinden, oder aber innerhalb der
Tumorinfiltrationsfront (TIF), also dem Bereich, in dem Tumorgewebe an Normalgewebe
grenzt *°. Fur die Untersuchung des Einflusses tumor-infiltrierender Lymphozyten und tumor-
assoziierten Makrophagen in beispielsweise kolorektalen Karzinomen wurde dies bereits
angewandt °°5!, Dabei konnte gezeigt werden, dass das vermehrte Auftreten der
Immunzellen im Bereich der Tumorinfiltrationszone einen positiven Effekt auf das Uberleben
der Patienten besitzt. Bedenkt man nun, dass die Datenlage bezlglich des
tumorsuppressiven oder —progressiven Einflusses von Makrophagen auf Tumore nicht
einheitlich ist, liegt der Verdacht nahe, dass die zusatzliche Einbeziehung der Lokalisation
dieser Zellen bei der immunhistologischen Evaluierung von Tumorgewebe differenziertere
Betrachtungen dahingehend ermdglicht. Im Rahmen dieses Projektes soll dies fir
verschiedene Makrophagensubtypen in Pankreas- und distalen Gallengangskarzinomen

erstmals erfolgen.

1.2.2. Neoangiogenese und deren Verbindung zur Tumorimmunologie

Die Neoangiogenese (auch inducing angiogenesis), als ein weiterer Hallmark of Cancer,
spielt neben der Interaktion zwischen Tumorzellen und dem Immunsystem ebenfalls eine
wesentliche Rolle fiir das Tumorwachstum 28, Um die Vaskularisierung und Angiogenese von
Geweben zu regulieren, gibt es pro- und anti-angiogenetische Signalwege, welche sich im
gesunden Zustand im Gleichgewicht befinden 8. So sorgen proangiogenetische Faktoren,

wie der vascular endothelial growth factor A (VEGF-A), fibroblast growth factor 1 und 2
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(FGF-1 und -2), platlet-derived growth factor B und C (PDGF-B und -C) und die
Angiopoietine 1 und 2 (ANG 1 und 2) fur die Aktivierung von Endothelzellen und die Bildung
neuer BlutgefalRe 2. Inhibitoren, wie Thrombospondin-1, Interferon alpha und beta, hemmen
diese Prozesse und verhindern so eine Hypervaskularisierung des Gewebes °2. Tumorzellen
sind in der Lage dieses Gleichgewicht zugunsten der proangiogenetischen Faktoren-
insbesondere tber die Bildung von ANG 1 und 2- zu verschieben *3. Dies resultiert in einer
suffizienten Blut- bzw. Sauerstoffzufuhr der Zellen und fordert die Tumorprogression >4,
Dieser Prozess wird auch Angiogenetic switch genannt 4. Die Ausschittung dieser Faktoren
kann einerseits direkt von Tumorzellen, oder aber von im Microenvironment befindlichen
Zellen, wie Fibroblasten, oder Immunzellen erfolgen 2. Die Immunzellen, die diese
angiogenese-foérdernden Eigenschaften besitzen, sind Monozyten und Makrophagen.
Monozyten unterscheidet man prinzipiell zwischen klassischen und nicht-klassischen
Monozyten sowie einer Intermediarform, je nach Auspragung der Oberflachenmarker CD14
und CD16 °5. Nach einer Studie von Matsubara et al exprimieren ca. 20% der Monozyten
und dabei insbesondere die Intermediarform dieser (CD14++/CD16+) den Tyrosinkinase-
Rezeptor mit Ig und EGF-Doméane 2 (Tie-2) *°. Dieser Rezeptor ist ein auch auf
Endothelzellen und Tumorzellen exprimierter Membranrezeptor, dessen natirliche Liganden
Angiopoietin 1 (ANG 1) und 2 (ANG 2) sind. ANG 1 wird insbesondere von perivaskularen
Zellen, wie Perizyten und glatten Muskelzellen sezerniert und sorgt fir die Ausreifung von
Endothelzellen *¢. ANG 2 gilt als Antagonist von ANG 1, indem es vor allem von
Endothelzellen im aktivierten Zustand freigesetzt wird und dabei zusammen mit anderen
Mediatoren, wie VEGF eine wichtige Rolle in tumorpromovierenden Prozessen spielt %. In
experimentellen Arbeiten konnte bereits eine Uberexpression von ANG 2 und eine verstarkte
Interaktion mit Tie-2, verglichen mit der von ANG 1 und seinem Rezeptor, in Tumorgeweben
nachgewiesen werden °. In Erganzung dazu, konnte im Gewebe von Patienten mit
hepatozellularem Karzinom eine Korrelation zwischen Tie2-exprimierenden
Monozyten/Makrophagen (TEMs) und einer erhohten Dichte an Blutgefallen gezeigt
werden®. Ein Marker zur Quantifizierung dieser Dichte ist CD 31, welcher insbesondere auf
der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert wird. Demnach wird aktuell davon
ausgegangen, dass die vermehrte Sekretion von ANG 2 aus aktivierten Endothelzellen
innerhalb des Tumors zur Stimulation von TEMs fuhrt und so tber deren proangiogenetische
Funktionen die Tumorprogression fordert 5657, Dahingehende Erkenntnisse zum Pankreas-

und Gallengangskarzinome, sind bis dato noch ausstehend.
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1.2.3. Aktueller Stand der Forschung

Aktuelle Studien von Patienten mit Adenokarzinomen des Pankreas (PDAC) deuten an, dass
eine verstarkte Prasenz von M2- Makrophagen einen negativen prognostischen Einfluss auf
das rezidivfreie Uberleben besitzt 46474858 |nwieweit TEMs im Tumor von duktalen
Adenokarzinomen vorhanden sind, und welche prognostische Bedeutung diese Zellen und
Angiopoietine haben, ist im Gegensatz zur Rolle der TAMs noch wenig erforscht. Aufgrund
wissenschaftlicher Arbeiten mit orthotopen PDAC-Xenograft-Modellen liegt derzeit die
Vermutung nahe, dass eine Korrelation zwischen der Expressionsrate von Angiopoietinen
und der GefaRneubildung, sowie der lymphogenen Metastasierung im Tumor besteht %°. Eine
Untersuchung dieses potentiellen Zusammenhangs in humanen PDAC-Gewebeproben
wurde unserer Kenntnis nach bisher nicht durchgefiihrt. Zu klaren bleibt aul3erdem, ob eine
Abhangigkeit zwischen der Dichte der M2-Makrophagen und dem Vorhandensein von TEMs
besteht.

Die Datenlage zur Untersuchung des prognostischen Einflusses der Makrophagendichte und
deren Lokalisation im Tumor in distalen Cholangiokarzinomen (dCCA) ist bislang noch
ungeklart 469, Im Gewebe von intrahepatischen und extrahepatischen Cholangiokarzinomen
zeigten Patienten mit einer hohen M2-Makrophagendichte ein kirzeres rezidivfreies und
Gesamtlberleben “¢®1, Es ist anzunehmen, dass TAMs das Tumor Microenvironment
zugunsten der Tumorprogression verandern, und so zu einer erhéhten Metastasierungsrate
beitragen 2. Unterschiede im Hinblick auf die Lokalisation der Immunzellen wurden dabei
nicht untersucht. Im Gegensatz dazu wurde in Gewebeproben von perihilaren
Cholangiokarzinomen ein positiver Effekt einer erhdhten TEM-Dichte auf das rezidivfreie
Uberleben nachgewiesen 2. Die Autoren nahmen an, dass dies vorallem auf die Assoziation
mit der durch ANG 1 getriggerten Gefal3stabilisierung und der damit reduzierten
Metastasierungsrate innerhalb der untersuchten Population zurtickzufiihren ist ®2.Weitere
Untersuchungen sind demnach zur Klarung der Rolle dieser Makrophagensubtypen im

Gewebe von Pankreas- und Gallengangskarzinom notig.
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2. Aufgabenstellung

Ziel des vorliegenden Projektes ist es, die prognostische Bedeutung von Angiopoietinen und

tumorinfiltrierenden Zellen des mononukledren Phagozytensystems bei insgesamt 149

Patienten mit duktalem Adenokarzinom des Pankreas bzw. distalem Gallengangskarzinom

anhand immunhistochemischer Charakterisierung zu untersuchen. Dabei soll geklart werden,

inwieweit die Lokalisation dieser Zellen in den Tumorresektaten einen méglichen Einfluss auf

klinisch-pathohistologische Parameter, wie das Patientenuberleben, Tumorstadium,

Metastasierung und Rezidivraten hat.

Folgende Fragen sollen fir das untersuchte Patientenkolletiv beantwortet werden:

Welche Bedeutung hat die Prasenz der M2-Makrophagen, CD68-positiven Tumor-
assoziierten Makrophagen (CD68+TAMs) und Tie-2-exprimierenden Makrophagen
(TEMs) im Tumor auf das Gesamt- und rezidivfreie Uberleben der Patienten mit

Pankreas- bzw. Gallengangskarzinom?

Besteht eine Korrelation zwischen dem Auftreten dieser Makrophagensubtypen und

der Metastasierungsrate der Tumore?

Inwieweit lasst sich zwischen der Auspragung von Tie-2-exprimierenden
Makrophagen und Angiopoietinen ein Zusammenhang mit der Tumorprogression und

der Angiogenese in den beiden Entitaten feststellen?
Hat die unterschiedliche Lokalisation dieser Zellen innerhalb des Tumors (im

Tumorzentrum oder innerhalb der Tumorinvasionsfront) eine Relevanz fir das

klinische Outcome der Patienten?
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten und Tumorresektate

Die vorliegende Studie umfasste Tumorgewebeproben von 149 Patienten. 106 dieser
Patienten wiesen ein histologisch gesichertes duktales Adenokarzinom des Pankreas auf,
wahrend 43 Patienten ein distales Cholangiokarzinom prasentierten. Die Verwendung der
histologischen Proben und die Erfassung der zugehdrigen Daten der Patienten, wurde von
der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat an der Universitat Leipzig genehmigt (AZ:
234-14-14072014). Die chirurgische Resektion des Tumorgewebes erfolgte zwischen 2001
und 2013 in der Klinik und Poliklinik fur Viszeral-, Transplantations-, Thorax- und
Gefalichirurgie im Universitatsklinikum Leipzig. Die in Paraffin gebetteten Tumorproben
wurden vom Institut fir Pathologie der Universitat Leipzig zur Verflgung gestellt. Der
Prozess der Beurteilung der verwendeten Tumorresektate wurde durch einen unabh&angigen
Pathologen, ohne Kenntnisse klinischer Parameter, supervidiert. Die klinischen Daten
wurden aus den Patientenakten des Universitéatsklinikums rekrutiert und in einer Datenbank

erfasst. Endpunkt der Datenerfassung war der 31. September 2015.

3.2. Verbrauchsmaterialien

Folgende Verbrauchsmaterialien waren zur Bearbeitung des Untersuchungsguts notwendig:

Bezeichnung

Quelle

Glaskivetten

NeolLab Migge, Heidelberg, Deutschland

Glasspatel

Bochem, Weilburg, Deutschland

Kunststoff-Inkubationskammer

BraPlast, Bergheim, Deuschland

Messzylinder, diverse Grol3en

Steiner GmbH, Siegen Eiserfeld, Deutschland

Mikrotommesser MX 35 Premier

ThermoScientific, Massachusetts, USA

Objekttrager/ Menzel-Glaser

Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Objekttragerhalter

NeoLab Migge, Heidelberg, Deutschland

Pinzette

Bochem, Weilburg, Deutschland

Pipette, diverse Grof3en

Gilson, Wisconsin, USA

Pipettenspitze, diverse Grof3en

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Reaktionsgefalie, diverse GrofRen

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Tabelle 1 Verbrauchsmaterialien
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3.3. Geréate

Folgende Gerate wurden im Rahmen der Arbeit genutzt:

Bezeichnung

Quelle

Kuhlschrank (+4 und -24°C)

Lichtmikroskop (Axio Imager.Al)

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Magnetriihrer (0302849)

Variomag, Florida, USA

Mikrotom (HM 355S)

ThermoScientific, Massachusetts, USA

pH-Meter (pH Level 1)

InoLab, Weilheim, Deutschland

Schnellkochtopf (Stainless 18-10)

Fissler, Idar-Oberstein, Deutschland

Vortex (98368)

UniEquip, Planegg, Deutschland

Warmebad (Typ 1052)

GFL, Burgwedel, Deutschland

Warmeschrank (bis 65°C)

Heraeus, Hanau, Deutschland

Tabelle 2 Verwendete Gerate

3.4. Chemikalien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Reagenzien sowie Chemikalien-
Zusammensetzungen verwendet:
Chemikalien Hersteller

Ethanol 100%

Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig, DE

Eosin 1% wassrig

Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig, DE

Hamalaun

Dr. K. Hollborn & Sdhne, Leipzig, DE

Methanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mountex, Eindeckelmedium

Medite, Orlando, Florida, USA

Tween20

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol J. T. Baker, Center Valley, PA, USA
PBS-LOsung:
Aqua dest, 2 | B. Braun, Melsungen, Deutschland

Di-Natriumhydrogenphosphat-heptahydrat,
23,19

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Kaliumchlorid, 4 g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat, 3,8 g

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid, 160 g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

TBS-LOsung:

Aqua dest, 2|

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Kaliumchlorid,4 g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid, 160g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 60,6 g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Citratpufferldsung (pH 6,0)

Aqua dest, 11|

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Natriumcitrat-Dihydrat, 14,7 g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zitronenséaure,, 9,6 g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris/EDTA Pufferlésung (pH 9,0)

Aqua dest, 1|

B. Braun, Melsungen, Deutschland

EDTA, 3,729

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tris(hydroxymethyl-)aminomethan,12,11 g

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Weitere Reagenzien:

Salzsaure

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Levamisol ( SP-5000)

Vector Lab., Eching, Deutschland

Biotin Blocking System (X0590)

Dako, Glostrup Danemark

IMmPACT DAB Peroxidase Substrat

(K3468)

Dako, Glostrup, Danemark

Vector Red Alkaline Phosphatase Substrat
(SK-5100)

Vector Lab., Eching, Deutschland

Tabelle 3 Verwendete Chemikalien
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3.5. Antikorper

Antikdrper | Klon | Spezies Bestellnr. | Quelle Verdinnung | Substrat | Sekundéarantikérper Bestellnr. | Quelle
ANG-1 N-18 | Ziege sc-6319 Santa Cruz, | 1:50 DAB Polyclonal Rabbit Anti- | E046601 | Dako,
Dallas, Goat-lg (1:400) Golstrup
USA
Streptavidinperoxidase | KO675 Dako,
-HRP Golstrup
ANG-2 N-18 | Ziege sc-7016 Santa Cruz, | 1:100 DAB Polyclonal Rabbit Anti- | E0O46601 | Dako,
Dallas, Goat-lg (1:400) Golstrup
USA
Streptavidinperoxidase | KO675 Dako,
-HRP Golstrup
CD14 Kaninche | HPAO018 | Sigma 1:200 Vector Anti-Rabbit-lg Reagent | VEC- Vector
n 87 100UL | Aldrich, Red AP AP MP5401 Lab.Eching
Steinheim
CD31 JC70 | Maus IR61061 Dako, 1.2 DAB Anti-Mouse-Ig VEC- Vector
A Glostrup, Reagent Peroxidase MP7402- | Lab.Eching
Danemark 50
CD68 PG- Maus MO0876 Dako, 1:100 DAB Anti-Mouse-Ig VEC- Vector
M1 Glostrup, Reagent Peroxidase MP7402- | Lab.Eching
Danemark 50
CD163 10D6 | Maus NCL-L- Leica 1:200 DAB Anti-Mouse-Ig VEC- Vector
CD163 Biosystems Reagent Peroxidase MP7402- | Lab.Eching
, Nussloch 50
Tie-2 Ziege AF313 R&D Sys, 1:160 DAB Anti-Goat-lg Reagent VEC- Vector
Minneapoli Peroxidase MP7405- | Lab.,Eching
s,USA 50

Tabelle 4 Verwendete Priméar- und Sekundarantikorper und deren Charakteristika
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3.6. Immunhistochemie

3.6.1. Probenaufbereitung

Die immunhistochemische Farbung (IHC) dient zur Detektion bestimmter Zell- und
Gewebearten durch die Bildung von Antigen-Primarantikorper-Komplexen. Nach Erfassung
aller relevanten Klinisch-pathologischen Daten des Patientenkollektivs wurden die mit
Hamatoxilin-Eosin (HE) angefarbten Schnitte der in Paraffin gebetteten Tumorresektate aus
dem Sektionsarchiv zusammengestellt. In freundlicher Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Pathologie lichtmikroskopisch wurde die Schnitte auf gute Darstellbarkeit der
Tumorhistologie und das Vorhandensein einer Tumorinfiltrationszone untersucht. Mithilfe
eines Schlittenmikrotoms (HM 355S, ThermoScientific) wurden pro Gewebeblock jeweils 21
Schnitte mit einer Dicke von 5 um angefertigt und in einem Warmebad (GFL, Typ 1052) mit
destilliertem Wasser bei 50°C gestreckt. Jeder Schnitt wurde auf einem Objekttrager
(ThermoScientific Superfrost+) fixiert, beschriftet und anschlieBend flr 24 Stunden im
Warmeschrank (Heraues Instruments) bei 37°C getrocknet. AnschlieRend wurde das die
Gewebeproben umgebende Paraffin bei 65°C fir 10 Minuten geschmolzen. Die
Entparaffinierung der Schnitte erfolgte mit Xylol, wahrend die absteigende Alkoholreihe
daraufhin zur Rehydrierung des Gewebes diente. Zur immunhistochemischen
Charakterisierung der Gewebeproben wurden die PAP/APAAP- und LSAB-Methode

verwendet, welche im Folgenden erlautert werden.

3.6.2. Nachweismethoden der immunhistochemischen Férbung

Bei der PAP/APAAP-Methode bindet ein enzym-gekoppelter Sekundarantikbrper an den
Antigen-Antikérper-Komplex. Voraussetzung dafir ist, dass Primar- und Sekundarantikdrper
derselben Spezies entstammen. Bei dem Enzym-Polymer handelt es sich entweder um eine
Merrettich-Peroxidase (PAP-Methode) oder der Alkalischen Phosphatase (APAAP-Methode).
Durch Zugabe einer chromogenen Komponente, wie beispielsweise 3‘3-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid (DAB) wird diese Enzym-Substrat-Reaktion anhand eines Farbumschlags
dargestellt und somit die Priméarantikorperbindung am Zielgewebe indirekt visualisiert ®3. Um
zwei Zellantigene in einem Gewebeschnitt darstellen zu kénnen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit beide Enzym-Polymere mit zwei verschiedenen Detektionssystemen verwendet, DAB
und Vector® Red.
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Die Labelled (Strep-) Avidin-Biotin-Methode (LSAB) basiert auf einer spezifischen und
irreversiblen Bindung zwischen dem tetrameren Protein Streptavidin und Biotin. Der
biotinylierte Sekundérantikdrper bindet auch hier an dem Antigen-Antikérper-Komplex. Das
Streptavidin ist an der Merrettich-Peroxidase gekoppelt und dient so bei Zugabe des
Chromogens zur indirekten Visualisierung des Zellantigens. Durch die starke Interaktion des
nicht-glykolysierten Streptavidins mit Biotin wird bei einem neutralen pH-Wert eine geringere
Hintergrundfarbung und somit eine bessere Sichtbarmachung des Zielantigens in einer

Gewebeprobe gewahrleistet .

3.6.3. Durchfiihrung der Farbung

Zur Unterscheidung der Makrophagenpopulationen wurden spezifische Oberflachenproteine
anhand der Farbungen mit den Primarantikdrpern CD68, CD163 nach der PAP-, sowie CD14
und Tie-2 nach der APAAP-Methode visualisiert. Die Antigen-Demaskierung der Schnitte
erfolgte in einer Inkubationskammer mit vorgewarmter Citratpuffer- (pH 6,0) oder Tris/EDTA-
Ldsung (pH 9,0) bei 120°C im Schnellkochtopf (SKT). Das anschlieRende Waschen der
abgekiihlten Gewebeproben vermied unspezifische Hintergrundfarbungen. Zudem wurde die
endogene Peroxidase durch Hinzufiigen von 3%iger H.O»-Lésung und Inkubation bei 4°C
blockiert. Die Beimpfung der Gewebeproben mit einem Ready-to-Use 2,5%igem Normal
Horse Serum bei Raumtemperatur diente zur Erganzung dieser Blockierung. Der spezifische
Primarantikérper wurde daraufhin mit einer zuvor optimierten Verdiinnung (siehe Tabelle 6)
auf die Gewebeproben pipettiert und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Entfernung der
Uberschussigen Losung erfolgte durch mehrere Waschdurchgange. Die gebildeten Antigen-
Antikdrper-Komplexe  wurden anhand des Polymer gekoppelten spezifischen
Sekundarantikdrper markiert und nach erneutem Waschen durch Zugabe des chromogenen
Substrats mithilfe einer enzymatisch vermittelten Farbreaktion visualisiert. Unter
lichtmikroskopischer Sichtkontrolle wurde diese Reaktion nach Ausprégung einer optimalen
Farbintensitat (meist nach ca. 1 Minute) in destilliertem Wasser gestoppt. Die Schnitte
wurden mit der Mayerschen Héamalaun-Lésung gegengefarbt, in der aufsteigenden
Alkoholreihe entwéssert und mit dem Eindeckmedium (Mountex, Medite) abgedeckt. Bei
samtlichen im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten immunhistochemischen Analysen der

Gewebeproben wurden stets Positiv- und Negativkontrollen mitgefihrt.
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Die folgende Tabelle soll eine Ubersicht tber das Durchfiihrungsprotokoll mit den
entsprechenden Zeiten geben, wie es fur die Farbungen mit CD68, CD163, und CD31

angewendet wurde.

Arbeitsschritt Inkubationszeit
1. Antigen-Demaskierung im SKT + Abkihlen 10 min + 45 min
2. Waschen mit PBS-Tween20 (0,05%)-L6sung 3x2,5min

3. Peroxidase-Reaktion mit 3%iger H>O,-L6sung 20 min

4. Waschen mit PBS-Tween20 (0,05%)-Lésung 3 x2,5min

5. 2,5% Normal Horse Serum 20 min

6. Priméarantikorper (siehe Tabelle 1.5.) 12 Stunden

7. Waschen mit PBS-Tween20 (0,05%)-Lésung 3x2,5min

8. Polymer gekoppelter Sekundéarantikdrper 30 min

9. Waschen mit PBS-L6sung 3 x2,5min

10. Substrat-Chromogen-L&sung Unter Sicht 1-5 min
11. Stoppen der enzymatischen Reaktion in Aqua 2 X 2 min

12. Gegenfarbung mit Hamalaun-L6sung 6 min

13. Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe und Xylol 6 X 3 min

14. Eindecken mit Mountex

Tabelle 5 Durchfiihrungsprotokoll der Farbung mit PAP-Methode

Die immunhistochemische Doppelfarbung mit CD14 wund dem endothelialen
Membranrezeptor Tie-2 erfolgte im Wesentlichen wie im oben beschriebenen
Durchfuhrungsprotokoll dargestellt. Um beide Antigene in einer Gewebeprobe zu markieren,
schloss sich nach der Zugabe des Substrat-Chromogens (DAB) und dem Stoppen der
enzymatischen Reaktion ein erneuter Farbedurchgang, der mit der Blockierung der
unspezifischen Bindungen durch das 2,5%ige Normal Horse Serum erfolgte, an. In diesem
zweiten Durchgang ist der Sekundéarantikdrper an eine alkalische Phosphatase (APAAP-
Methode) gebunden. Der gebildete Antigen-Antikorper-Komplex wurde durch das Vector Red
Alkaline Phosphatase Substrat Kit (SK-5100) visualisiert und wies so einen magenta-roten
Farbniederschlag auf. Aufgrund der starken Autofluoreszenz des Tumorgewebes in den
Patientenproben liel3 sich diese Doppelmarkierung in der Immunfluoreszenz nicht darstellen,
weshalb wir auch diese Farbung immunhistochemisch durchfihrten. Aufgrund der

Anwendung eines Avidin-Biotin-IHC-Verfahrens zur Sichtbarmachung von ANG 1 und ANG
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2, musste nach dem Peroxidase-Block auch die Blockierung des ubiquitér vorhandenen
endogenen Biotins durchgefuhrt werden. Dies erfolgte mittels des Biotin Blocking Systems
gemal der Anwendungsempfehlung des Herstellers. Die Schnitte wurden zunachst fir 10
Minuten mit Avidin inkubiert, welches die Bindungsstellen an endogenem Biotin besetzt und
somit die Avidinbindungsaktivitat unterdriickt. Durch die Zugabe von unkonjugiertem Biotin
fur weitere 10 Minuten wurde eine noch vorhandene Restaktivitdt blockiert. Nach einem
Waschschritt erfolgte dann die Inkubation des Primarantikdrpers Uber Nacht bei 4°C.
AnschlieRend wurden die Schnitte gewaschen und der polyklonale biotinylierte Kaninchen
Anti-Ziege auf die Gewebeprobe fur 1 Stunde inkubiert und erméglichte so als
Brickenantikbrper nach einer Inkubation von 20 Minuten die Bindung der
Streptavidinkonjugierten  Merrettich-Peroxidase an das jeweilige Angiopoietin. Alle

Inkubationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.

3.6.4. Immunhistochemische Auswertung und Bildung von Patientengruppen

Eine immunhistochemische Evaluierung aller Gewebeproben erfolgte im Hinblick auf die
Expression von CD68, CD163, CD14/Tie-2, ANG 1, ANG 2 und CD31 als spezifische
Zellmarker. Auf diese Weite konnten spezifische Makrophagenpopulationen und
Angiogenesefaktoren innerhalb der Tumorresektate detektiert und deren Expressionsrate
und Lokalisation untersucht werden. Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte im
Anschluss semiquantitativ  4°.  In Zusammenschau mit den Hamatoxilin-Eosin-
Ubersichtsfarbungen wurden, wie bereits zuvor etabliert 3749, lichtmikroskopisch 3 Hotspots,
also Bereiche mit einer erhfohten Farbintensitat, ausgewahlt. Der prozentuale Anteil der
gefarbten Zellen an den Tumor-Stromazellen wurde in der 200fachen Vergrof3erung im
Anschluss unabhangig voneinander, sowohl im Bereich des Tumorzentrums, als auch
innerhalb der Tumorinfiltrationszone, also dem Bereich in dem gesundes Gewebe an
infiltratives Tumorgewebe angrenzt, geschatzt und der Mittelwert gebildet. Die ermittelten
Werte der immunhistochemischen Farbung wurden zur statistischen Auswertung in zwei
Gruppen unterteilt, wobei der Cut-Off-Wert bei 5% lag: Gewebeproben mit mehr als 5%
gefarbten Zellen im Gesichtsfeld, zeigten ein starkes Vorhandensein von TAMs (CD163+),
CD68+ Makrophagen, TEMs (CD14/Tie-2 +), sowie von Angiopoietinen. Demnach wurden-

je Starke der Auspragung in der Farbung- folgende Patientengruppen unterschieden:
CD163+TAMs'/CD163+TAMs’, CD68+TAMs'/CD68+TAMs, TEMs'/TEMs und
ANG 1,2 HiGH JANG 1,2 oW (siehe Tabelle 6).
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Eine weitere Differenzierung erfolgte nach der Lokalisation dieser Expression, im
Tumorzentrum oder innerhalb der Tumorinvasionsfront. Zu beachten ist hierbei, dass nur in
82 von 106 PDAC-Resektaten bzw in 35 von 43 dCCA-Resektaten Normalgewebe
angeschnitten war und so nicht fir alle Patienten eine Evaluierung der Tumorinvasionsfront
erfolgen konnte (siehe Tabelle 6 und 7). Bei jedem F&arbevorgang wurden Positiv- und
Negativkontrollen mitgefuhrt. Sobald diese unspezifische Farbungen zeigten, wurde der
Farbevorgang wiederholt. Die Auswertung der Doppelmarkierung (CD14 und Tie-2) erfolgte
bei 400facher VergréRerung. Die intratumorale GefaRdichte in CD31-positiv gefarbten
Schnitten wurde, wie bereits in vorherigen Arbeiten etabliert, in 10 mikroskopischen
Gesichtsfeldern bei einer 200fachen VergroRerung bestimmt %%, In dem Areal mit der
hdchsten Dichte wurden anschlielend die positiv gefarbten GefalRe gezahlt. Als Gefafd
wurden alle gefarbten Zellverbande mit einem Lumen definiert 545, Bei einer GefaRanzahl
Uber 50 in einem mikroskopischen Gesichtsfeld, wurde von einer hohen GefaR3dichte
(MVDH'®H) ausgegangen (siehe Tabelle 6). Wahrend der Auswertung hatten die Untersucher

keinerlei Kenntnis zu den pathohistologischen Daten der Patienten.

Antigen Funktion Lokalisation im Zuteilung Patientengruppen nach
Tumor der immunhistochemischen
Expressionsrate (Cut-Off bei 5%; flr
CD31 bei 50%)
PDAC n=106; (fur TIF n=82)
Angiopoietin 1 | Angiogenese- Tumorzentrum (TCA) | ANG 1 HiGH ANG 1 tow
faktor in
Tumorzellen n= 39 n=67
Angiopoietin 2 | Angiogenese- Tumorzentrum (TCA) | ANG 2 HiGH ANG 2 Low
faktor in
Tumorzellen n= 26 n= 80
CD14/Tie-2 Detektion Tie-2- | Tumorzentrum (TCA) | Prasenz TEMs Prasenz TEMs
exprimierender
Makrophagen im + -
Tumorgewebe (TEMs ") (TEMs )
n= 99 n=7
CDh31 Quantifizierung Gesichtsfeld mit MVD HiGH MVD Low
der GefaRRdichte | starkster
GefaRinfiltration n= 69 n= 37
CD 68 Detektion Tumorinvasionsfront | cpeg+TAMs™* CDB8+TAMS
Tumor-
assoziierter (TIF) _ _
Makrophagen =173 n=9
CD 163 De.tlektion. M2- Tumorinvasionsfront | cp163+TAMs™ CD163+TAMs”
phanotypischer
Makrophagen
Phag (TIF) n=23 n=59

Tabelle 6 Einteilung der Patientengruppen mit Pankreaskarzinom (PDAC)
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Atanasov, G., Pétner, C. et al. TIE2-expressing monocytes and M2-polarized macrophages impact

survival and correlate with angiogenesis in adenocarcinoma of the pancreas. Oncotarget 9, 29715
29726; 10.18632/oncotarget.25690 (2018).

Antigen

Funktion

Lokalisation im
Tumor

Zuteilung Patientengruppen nach
der immunhistochemischen
Expressionsrate (Cut-Off bei 5%
und fir CD31 bei 50%)

dCCA n=43; (firr TIF n=35)

Angiopoietin 1 | Angiogenese- Tumorzentrum (TCA) | ANG 1 HIGH ANG 1 oW
faktor in
Tumorzellen n=16 n= 27
Angiopoietin 2 | Angiogenese- Tumorzentrum (TCA) | ANG 2 HIGH ANG 2 Low
faktor in
Tumorzellen n= 22 n=21
CD14/Tie-2 Detektion Tie-2- | Tumorzentrum (TCA) Prasenz TEMs Prasenz TEMs
exprimierender
Makrophagen im (TEMs™) (TEMs)
Tumorgewebe
n=18 n= 25
CDh31 Quantifizierung Gesichtsfeld mit MVD HIGH MVD Low
der Gefalidichte | starkster
GefaRinfiltration n= 21 n= 22
(=MVD)
CD 68 Detektion Tumorinvasionsfront CD68+TAMs* CD68+TAMs -
Tumor-
assoziierter (TIF) n= 26 n=9
Makrophagen
(TAM)
CD 163 Detektion M2- Tumorinvasionsfront CD163+TAMs* CD163+TAMs-
phanotypischer
Makrophagen (TIF) n= 10 n= 25
(TAM)

Tabelle 7 Einteilung der Patientengruppen mit Gallengangskarzinom (dCCA)
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3.7.  Statistische Auswertung

Uberlebensanalysen, Kaplan-Meier-Kurven und univariate Analysen zur statistischen
Auswertung der Arbeiten wurden mittels SPSS (Version 23.0.0.0/ 2015) durchgefihrt. Zum
Vergleich einzelner Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test bzw. Wilcoxon-Test und Fisher’'s
exact Test genutzt, wahrend Uberlebensdaten anhand von Kaplan-Meier-Kurven verglichen
wurden. Variablen mit einem signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patienten wurden
in der Multivarianzanalyse weiterfihrend untersucht. Von signifikanten Ergebnissen wurde

bei einem Niveau von p=0,05 ausgegangen.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinisch-pathohistologische Parameter der untersuchten Patientenpopulation

Die Tumorresektate von distalen Gallengangskarzinomen und Pankreaskarzinomen des
untersuchten Patientenkollektivs zeigten in der Mehrheit der Falle ein T3N1MO-Stadium
(59,8% fur PDAC bzw. 44,2% fiur dCCA). In der aktuellen TNM-Klassifikation des
Pankreaskarzinoms (7. Auflage) entspricht dies folgender Beschreibung: Tumorgréf3e von
Uber 4 cm in der gréf3ten Ausdehnung mit einem Tumorbefall von 1 bis 3 Lymphknoten und
einer fehlenden Fernmetastasierung.

Fur das distale Gallengangskarzinom beschreibt das T3N1MO-Stadium eine Infiltration der
Leber, Gallenblase und/oder Pankreas, aber nicht der umliegenden Gefalie, einen

regionalen Lymphknotenbefall und fehlender Fermetastasierung.

Abbildung 4 Darstellung der Histomorphologie vom Pankreas- und Gallengangskarzinom

Das typische histologische Bild beider Entitaten wird in Abbildung 4 dargestellt.

Links: Gewebeprobe einer PDAC-Patientin, Zustand nach Kausch-Whipple-OP bei T3N1MO-Stadium
Es zeigt sich die typische Histologie eines maRig differenzierten Adenokarzinoms mit
gangartigen Formationen und atypischen Epithelien (gestrichelter Pfeil), sowie vermehrtem
desmoplastischem Stroma (durchgéngiger Pfeil)

Rechts: Gewebeprobe eines dCCA-Patienten, Zustand nach pyloruserhaltender partieller
Duodenopankreatektomie bei T3N1MO-Stadium
Zu sehen ist die typische Histologie eines maRig differenzierten Gallengangskarzinoms mit

ausgepragten Zellatypien im Bereich des erweiterten Gallengangsystems (Pfeilspitze)
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Bei Patienten mit Pankreaskarzinom betrug die mediane Gesamtiiberlebenszeit 39,6 Monate
(26,3 -52,9 Monate), wahrend die mediane rezidivfreie Uberlebenszeit von PDAC-Patienten
in dieser Kohorte 37,3 Monate (0-107,2 Monate) betrug. Die 1-, 3-, und 5-
Jahresuberlebenszeit der Patienten lagen bei 81,2%, 44,9% und 41,8%.

64 der 106 Patienten (60,4%) verstarben innerhalb der Follow-Up-Zeit. Bei 52 Patienten des
untersuchten PDAC-Kollektivs (49,1%) trat ein Fernrezidiv auf. Insgesamt verstarben 37,7%
der Patienten an einem Tumorrezidiv. Bei 17,9% der Patienten (19/106) konnte keine durch
die Tumorerkrankung bedingte Todesursache festgestellt werden.

Weiterhin  konnte in den Uberlebenszeitanalysen fir Patienten mit distalem
Gallengangskarzinom eine mediane Gesamtlberlebenszeit von 26,2 Monaten (12,1-40,3
Monate) ermittelt werden. Das mediane rezidivfreie Uberleben betrug 42 Monate (21,6-62,4
Monate).

Die 1-, 3-, und 5-Jahrestberlebenswahrscheinlichkeiten der Patienten mit dCCA fiel mit
57,1%, 14% und 7% in unserer Studie deutlich schlechter aus, als die der Patienten mit
PDAC. Ein Patient erlitt wahrend des Follow-Up-Intervalls ein Fernrezidiv, wéhrend bei
34,9% (15/43) ein Lokalrezidiv auftraten. Fernmetastasen konnten bei 11 Patienten
festgestellt werden, wobei es sich in 36,3% der Falle um Peritonealkarzinosen handelte.

In der nachfolgenden Tabelle werden wesentliche klinisch-pathologische Charakteristika der
von uns untersuchten Patienten mit Pankreas- (PDAC) und distalem Gallengangskarzinom
(dCCA) dargestellt.

Charakteristika Pankreaskarzinom Gallengangskarzinom
Anzahl Patienten n=106 (100%)* n=43 (100%)*
Geschlecht

Weiblich 41 (38,7) 15 (34,9)

Mannlich 65 (61,3) 28 (65,1)
Alter

<60 Jahre 55 (51,9) 15 (34,9)

>60 Jahre 51 (48,1) 28 (65,1)
TumorgrofiRe **

T1T2 22 (20,8) 10 (23,3)

T3/T4 84 (79,2) 33(76,7)
Lymphknotenbefall

Vorhanden 32 (30,2) 24 (55,8)

Nicht vorhanden 74 (69,8) 18 (41,9)
Fernmetastase
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Vorhanden 47 (44,3) 11 (25,6)

Nicht vorhanden 59 (55,7) 32 (74,4)
Lebermetastase

Vorhanden 27 (25,5) 3(91)

Nicht vorhanden 79 (74,5) 30 (90,9)
Infiltration von LymphgefaRen

Vorhanden 23 (21,7) 39 (90,1)

Nicht Vorhanden 83 (78,3) 3(7,0)
Infiltration vendser Gefalle

Vorhanden 29 (74,5) 14 (32,6)

Nicht Vorhanden 27 (25,5) 28 (65,1)
Infiltration der Perineuralscheiden

Vorhanden 35 (33,0) 30 (69,8)

Nicht Vorhanden 71 (67,0) 5(11,6)
R-Stadium ™

RO 82 (77,4) 39 (90,1)

R1/R2 24 (22,6) 4(9,3)
Grading

Gut 4 (38) 0 (0,0

Moderat/schlecht 102 (96,2) 40 (93,0)
Lokalrezidiv

Vorhanden 20 (18,9) 15 (34,9)

Nicht vorhanden 86 (81,1) 19 (44,2)
Fernrezidiv

Vorhanden 52 (49,1) 1(2,3)

Nicht vorhanden 54 (50,9) 42 (97,7)

Tabelle 8 Ubersicht zu klinisch-pathologischen Parametern der untersuchten Patienten

*Abweichungen von 100% sind durch fehlende Angaben in den pathohistologischen Befunden bedingt
**Beurteilung der Tumorgrof3e: T1= Tumorgrdfle bis zu 2 cm, T2= TumorgréRe >2 cm < 4cm,

T3= TumorgréRe >4 cm in der grof3ten Ausdehnung, T4= Tumor infiltriert Truncus coeliacus, die
Arteria mesenterica superior und/oder Arteria hepatica

***Beurteilung des operativen Resektionsrandes: RO= Entfernung des Tumors im Gesunden,

R1= Residualtumor histologisch nachweisbar, R2= makroskopischer Residualtumor nachweisbar
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4.2. Makrophagensubtypen und Angiogenesefaktoren im Tumorgewebe

Zur Beurteilung des ,/mmune contexture” (sieche Abschnitt 1.2.1.2) wurde die Prasenz der
Makrophagensubtypen im Bereich der Tumorinvasionsfront (TIF) und des Tumorzentrums
(TCA) untersucht (siehe Abbildung 5). Die immunhistochemische Evaluierung der M2-
phanotypischen Makrophagen (CD163+) und der CD68+Makrophagen zeigte insgesamt eine
homogene Verteilung innerhalb des Tumorzentrums (TCA) und der Tumorinvasionsfront
(TIF) beider Tumorentitaten. Lediglich drei Patienten mit PDAC prasentierten eine fehlende
Auspragung von CD163+Makrophagen im Bereich der Tumorinvasionsfront.

Bei den Tie-2-exprimierenden Makrophagen (TEMs) handelt es sich um einen besonderen
Subtyp, der bisher nur in wenigen Tumorentitdten beschrieben wurde. Insgesamt konnte im
Rahmen dieses Projekts festgestellt werden, dass TEMs sowohl im Pankreas-, als auch im
Gallengangskarzinom vorhanden sind. Von den 149 untersuchten Tumorresektaten blieb ein
immunhistochemischer Nachweis dieser Zellen bei 15,6% der PDAC-Patienten und bei 7,0%
der dCCA-Patienten aus. Im Gewebe von Pankreaskarzinomen verteilten sich die TEMs
gleichmé&Rig, demnach ohne Praferenz auf das Tumorzentrum und die Tumorinvasionsfront
(75,5% in TCA vs. 68,3% in TIF). Interessanterweise zeigte sich allerdings eine vermehrte
Ansammlung der TEMs* insbesondere in perivaskularen Bereichen des PDAC-Resektats
(siehe Abbildung 6).

Das Gewebe von Gallengangskarzinomen prasentierte insgesamt eine niedrigere Dichte von
TEMs. Bei der mikroskopischen Auswertung der Schnitte fiel auf, dass sich die Zellen vor
allem in Clustern organisierten und sich auch hier homogen innerhalb der beiden genannten
Tumorareale verteilten ( 83,3% in TCA vs. 70,6% in TIF).

Wie in Abschnitt 1.2.2. bereits dargestellt, wird Tie-2 zu einem grof3en Anteil auch auf
Endothel- und Tumorzellen exprimiert und ist maf3gebich an der Gefal3bildung im Gewebe
beteiligt. Zur Quantifizierung der Neoangiogenese im Tumor erfolgte die Bestimmung der
Gefaldichte. Obwohl es sich sowohl bei Pankreas-, als auch bei Gallengangskarzinomen
insgesamt um eher schlecht vaskularisierte Tumoren handelt, wiesen 65,1 % der PDAC-
Resektate und 48,8% der dCCA-Resektate eine verstarkte Auspragung von CD31 und damit
einen hohen Vaskularisierungsgrad (MVD H¢H) auf. In Analogie zu den TEMSs, zeigte sich
auch fur die Angiopoietine 1 und 2 eine homogene Verteilung innerhalb der Tumorresektate
beider Entitaten (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 5: Darstellung der Tumorinvasionsfront und des Tumorzentrums im
Pankreaskarzinom (PDAC)

A1l: Im Tumorresektat grenzen das Normalgewebe (dicker Pfeil) und das Tumorgewebe (gestrichelter
Pfeil) aneinander. Im Zwischenraum (Késtchen) befindet sich die Tumorinvasionsfront (TIF)

A2: Vergroerter Ausschnitt der Tumorinvasionsfront im PDAC mit der Prasenz von M2-Makrophagen

(CD163+TAMSs *)
B1: Es zeigt sich ein Ausschnitt des Tumorzentrums (Kastchen) mit den typischen drisenartigen

Gangen (gestrichelter Pfeil) und dem umliegenden Stroma.
B2: Auch in diesem vergroRerten Bereich des Tumorzentrums (TCA) zeigen sich in der Farbung

zahlreiche M2-Makrophagen
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Abbildung 6: Immunhistologische Farbungen im Pankreas- (PDAC) und
Gallengangskarzinom (dCCA)

(A) 1: Tie-2-exprimierende Makrophagen im Tumorzentrum von PDAC. In der VergréRerung A2 stellt
sich ein vermehrtes Auftreten dieser Zellen (Pfeile) in perivaskularen Bereichen des Tumors (Geféalle
mit * markiert) dar.

(B) CD163+Makrophagen in der Tumorinvasionsfront von PDAC. In der TIF (Klammer mit *) grenzt
das Tumor- an das Normalgewebe (Pfeil). Im vergréRerten Ausschnitt B2 sind vermehrt M2-
Makrophagen (CD163+TAMSs) mit einer Expression von = 5% zu finden (gestrichelter Pfeil).

(C) CD68+Makrophagen im Tumorzentrum von dCCAEs zeigt sich in beiden Vergrél3erungen eine
homogene Verteilung der Makrophagen im umgebenden Tumorgewebe.

(D) Angiopoietin 1 und 2 PDAC. Abbildung D1 zeigt eine Ubersicht von ANG 1 in der
Tumorinvasionsfront. In D2 ist die Expression von ANG 2 im Tumorzentrum dargestellt. Beide
Angiopoietine verteilen sich homogen mit einer Expression von = 5%.

(E) GefaRdichte im Gallengangskarzinom. Abbildung E1 zeigt ein Tumorresektat mit einer
GefaRdichte von <50% (=MVD 9W), Vergleichend dazu stellt E2 ein dCCA-Resektat mit MVD H'GH dar.

4.3. Einfluss von Makrophagen und Angiopoietine auf klinisch-pathologische Daten

4 .3.1. Pankreaskarzinom

Im Rahmen der Untersuchungen der pankreatischen Tumorresektate konnte eine
Assoziation zwischen den verschiedenen Makrophagensubtypen und deren Lokalisation im

Tumor beobachtet werden: Tumore mit einem vermehrten Auftreten von M2-Makrophagen

innerhalb der Tumorinvasionsfront wiesen eine ausgepragte Dichte von TEMs® im

Tumorzentrum auf (22,7% der CD163+TAMs" vs. 1,8% der CD163+TAMs ; p=0,002).

Interessant ist weiterhin, dass auch der Vaskularisierungsgrad der PDAC-Resektate mit den
M2-Makrophagen korrelierte: 82,6% der Tumoren mit CD163+TAMs™ in der TIF zeigten im
Vergleich zu 59,3% der Tumore mit CD163+TAMs™ eine erhdhte GefalRdichte (p=0,046)
(Tabelle 9). Ein Zusammenhang zwischen der Prasenz von TEMs und der Expressionsrate
von Angiopoietinen bzw. der Gefal3dichte der Tumore zeigte sich allerdings nicht.

Anders hingegen verhélt es sich mit der Metastasierungrate der PDAC-Tumore: Innerhalb

des Tumorzentrums korrelierte die PrAsenz von TEMs mit dem Auftreten von hepatischen

Metastasen (p=0,047). Insgesamt wiesen 85,7% der Tumore mit TEMs+ im Bereich des

Tumorzentrums eine Fernmetastasierung auf, wahrend es fir Tumore mit TEMs ™ in diesem
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Bereich 41,4% waren (p=0,023) (siehe Tabelle 10). In Erganzung dazu zeigte sich, dass

Tumorresektate mit TEMs"* - im Vergleich zu solchen mit TEMs™- ein signifikant haufigeres

Vorkommen von Fernrezidive prasentierten (p=0,045).

Im Gegensatz zu den TEMs, konnte fiir die Expression von CD68+Makrophagen und der

Dichte von Angiopoietin 2 im PDAC ein Zusammenhang festgestellt werden (p=0,040). Dabei

ergab sich eine negative Korrelation beider Parameter: 75% der Tumore mit einer niedrigen

Dichte der CD68+TAMs (CD68+TAMSs ) zeigten eine starke Expression von ANG2, wahrend

nur 21,2% der Tumore mit CD68+TAMs* ahnlich hohe ANG 2-Werte erreichten.

Weiterhin fiel auf, dass die Dichte von Angiopoietinen im Tumorzentrum mit der Infiltration

von Perineuralscheiden und Lymphgefaflien korrelierte (p=0,004 bzw p=0,046) (Anlage 1).

Klinisch-pathohistologische | CD163+TAMs CD163+TAMs Signifikanz p

Daten positiv negativ

Anzahl Patienten n=23 n=59

Geschlecht 0,127
Weiblich 12 (52,2%) 20 (33,9%)
Mannlich 11 (47,8%) 39 (66,1%)

Alter 0,817
<60 Jahre 13 (56,5%) 35 (59,3%)
>60 Jahre 10 (43,5%) 24 (40,7%)

Tumorgrélie 0,254
TUT2 6 (26,1%) 9 (15,3%)
T3/T4 17 (73,9%) 50 (84,7%)

Lymphknotenbefall 0,495
Vorhanden 6 (26,1%) 20 (33,9%)
Nicht vorhanden 17 (73,9%) 39 (66,1%)

Infiltration von LymphgeféaRen 0,284
Vorhanden 3 (13,0%) 14 (23,7%)
Nicht Vorhanden 20 (87,0%) 45 (76,3%)

Infiltration vendser GefalRe 0,123
Vorhanden 21 (91,3%) 45 (76,3%)
Nicht Vorhanden 2 (8,7%) 14 (23,7%)

Infiltration Perineuralscheiden 0,178
Vorhanden 5 (21,7%) 22 (37,3%)
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Nicht Vorhanden 18 (78,3%) 37 (62,7%)

R-Stadium 0,641
RO 19 (82,6%) 46 (78,0%)

R1/R2 4 (17,4%) 13 (22,0%)

Grading 0,271
Gut 0 (0,0%) 3 (5,1%)
Moderat/schlecht 23 (100,0%) 56 (94,9%)

Fernmetastase 0,074
Vorhanden 14 (60,9%) 23 (39,0%)

Nicht vorhanden 9 (39,1%) 36 (61,0%)

Lebermetastase 0,052
Vorhanden 9 (39,1%) 11 (18,6%)

Nicht vorhanden 14 (60,9%) 48 (81,4%)

Fernrezidiv 0,085
Vorhanden 15 (65,2%) 26 (44,1%)

Nicht vorhanden 8 (34,8%) 33 (55,9%)

Lokalrezidiv 0,977
Vorhanden 5 (21,7%) 13 (22,0%)

Nicht vorhanden 18 (78,3%) 46 (78,0%)

MVD 0,046
Stark 4 (17,4%) 24 (40,7%)

Gering 19 (82,6%) 35 (59,3%)

CD 68+ TAMs in TCA 0,480
Positiv 15 (65,2%) 41 (71,9%)

Negativ 8 (34,8%) 16 (28,1%)

TEMs in TCA 0,002
Positiv 5 (22,7%) 1 ( 1,8%)

Negativ 17 (77,3%) 56 (98,2%)

Tabelle 9 Darstellung

Tumorinvasionsfront

Pankreaskarzinom

von

Korrelationen

zwischen

M2-Makrophagen

und klinisch-pathohistologischen Parametern von Patienten mit

TAMs= Tumor-assoziierte Makrophagen; MVD= Micro vessel Density; TCA= Tumor Core Area,
TEMs= Tumor-exprimierende Makrophagen

Atanasov, G., Pétner, C. et al. TIE2-expressing monocytes and M2-polarized macrophages impact
survival and correlate with angiogenesis in adenocarcinoma of the pancreas. Oncotarget 9, 29715—
29726; 10.18632/oncotarget.25690 (2018)
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Klinisch-pathohistologische | TEMs positiv TEMSs negativ Signifikanz p

Daten

Anzahl Patienten n=7 n=99

Geschlecht 0,570
Weiblich 2 (21,6%) 39 (39,4%)

Mannlich 5 (71,4%) 60 (60,6%)

Alter 0,621
<60 Jahre (42,9%) 52 (52,2%)
>60 Jahre (57,1%) 47 (47,5%)

TumorgroflRe 0,662
T1/T2 1 (14,3%) 21 (21,2%)

T3/T4 6 (85,7%) 78 (78,8%)

Lymphknotenbefall 0,072
Vorhanden ( 0,0%) 32 (32,3%)

Nicht vorhanden 7 (100,0%) 67 (67,7%)

Infiltration von LymphgefaRen 0,150
Vorhanden 0 ( 0,0%) 23 (23,2%)

Nicht Vorhanden (100,0%) 76 (76,8%)

Infiltration vendser Gefale 0,482
Vorhanden 6 (85,7%) 73 (73,7%)

Nicht Vorhanden (14,3%) 26 (26,3%)

Infiltration Perineuralscheiden 0,796
Vorhanden 2 (28,6%) 33 (33,3%)

Nicht Vorhanden (71,4%) 66 (66,7%)

R-Stadium 0,585
RO 6 (85,7%) 76 (76,8%)

R1/R2 (14,3%) 23 (23,2%)

Grading 0,588
Gut 0 ( 0,0%) 4 ( 4,0%)
Moderat/schlecht (100,0%) 95 (96,0%)

Fernmetastase 0,023
Vorhanden 6 (85,7%) 41 (41,4%)

Nicht vorhanden (14,3%) 58 (58,6%)

Lebermetastase 0,047
Vorhanden (57,1%) 23 (23,2%)

Nicht vorhanden (42,9%) 76 (76,8%)
Fernrezidiv 0,045
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Vorhanden 6 (85,7%) 46 (46,5%)
Nicht vorhanden 1 (14,3%) 53 (53,5%)

Lokalrezidiv 0,093
Vorhanden 3 (42,9%) 17 (17,2%)
Nicht vorhanden 4 (57,1%) 82 (82,8%)

MVD 0,255
Stark 6 (85,7%) 64 (64,6%)
Gering 1 (14,3%) 35 (35,4%)

CD 68+TAMs in TCA 0,480
Positiv 4 (57,1%) 43 (43,4%)
Negativ 3 (42,9%) 56 (56,6%)

Tabelle 10 Korrelationen von Tie-2-exprimierenden Makrophagen im Tumorzentrum und
klinisch-pathohistologischen Parametern im Pankreaskarzinom

Atanasov, G., Potner C. et al. TIE2-expressing monocytes and M2-polarized macrophages impact
survival and correlate with angiogenesis in adenocarcinoma of the pancreas. Oncotarget 9, 29715—
29726; 10.18632/oncotarget.25690 (2018)

4 .3.2. Gallengangskarzinom

Im distalen Gallengangskarzinom ergab sich interessanterweise im Gegensatz zum PDAC

durchaus eine Assoziation zwischen den TEMs und der Neovaskularisierung im Tumor: Im

Bereich des Tumorzentrums wiesen 64% der TEMs  -Tumore eine starke GefaRdichte auf.

Bei den TEMs™-Tumoren lag dies nur bei 29,4% der Resektate vor (p=0,028).

Eine Korrelation zu den Angiopoietinen, der Metastasierungsrate und weiteren
Makrophagensubtypen zeigten sich allerdings nicht (siehe Anlage 3).

Im Hinblick auf die M2-Makrophagen, konnte eine Korrelation zwischen diesen und den
CD68+Makrophagen im Bereich der Tumorinvasionsfront festgestellt werden (p=0,030)
(Anlage 2).

Weitere Zusammenhange der untersuchten Makrophagensubtypen unter einander, sowie mit
Angiogenesefaktoren und anderen klinisch-pathohistologischen Parametern wurden nicht

gefunden (siehe Anlage 2).
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4.4. Die Makrophagensubtypen und deren Einfluss auf das Uberleben der Patienten

4.4.1. Uberlebensdaten von Patienten mit Pankreaskarzinom

Im Rahmen dieses Projektes konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der
Prasenz von M2-Makrophagen im Tumorgewebe und dem Uberleben der Patienten mit
duktalem Adenokarzinom des Pankreas besteht.

Sowohl im Bereich der Tumorinvasionsfront, als auch im Tumorzentrum von PDAC-
Resektaten, fiihrte eine vermehrte Dichte der M2-Makrophagen (CD163+TAMs") zu einem
signifkant kirzeren Gesamtiiberleben.

Patienten mit einer verstarkten Expression von M2-Makrophagen innerhalb der
Tumorinvasionsfront prasentierten ein medianes Gesamtiberleben von 22,3 Monaten (95%
Konfidenzintervall: 18,6-26,0 Monate). Vergleichend dazu konnte fur Patienten mit einer
verminderten oder fehlenden Expression dieser Zellen (CD163+TAMs) mit 45 Monaten

(95% Konfidenzintervall: 21,2-68,8 Monate) ein ldngeres Gesamtiiberleben festgestellt

werden (p=0,021). Das 1-,3-, und 5-Jahresiberleben der Patienten der CD163+TAMs*-

Gruppe lag bei 81,1%, 33,5% und 27,9%, wahrend Patienten der CD163+TAMs -Gruppe
Uberlebenszeiten von 82,9%, 59,7% und 47,1% aufwiesen (siehe Abbildung 7).

Dariiberhinaus zeigte sich auch fiir das rezidivfreie Uberleben der PDAC-Patienten eine
Assoziation mit den M2-Makrophagen (CD163+TAMs"). Das 1-, 3- und 5-Jahresiiberleben

der Patienten mit einer starken Prasenz der M2-Makrophagen in der TIF war niedriger (58.1,
43.7, und 37.6 %), als das der Patienten mit fehlender Expression dieser Zellen (82.4, 53.2,
und 53.2%). Dieser Unterschied zeigte sich mit p=0,022 statistisch signifikant.

Weiterfuhrende Untersuchungen ergaben zudem eine Korrelation zwischen der Prasenz von
TEMs und dem rezidivfreien Uberleben der PDAC-Patienten. Patienten der TEMs - Gruppe

im Bereich des Tumrozentrums prasentierten mit 9,6 Monaten ein signifkant kurzeres
rezidivfreies Uberleben, als Patienten ohne TEMs mit 69,7 Monaten (p=0,012).

Das Auftreten von CD68+Makrophagen zeigte keine Relevanz im Hinblick auf das Uberleben
der Patienten mit Pankreaskarzinom.

Neben dem Auftreten von Makrophagen und Angiopoietinen, wurden weitere wesentliche
klinisch-pathohistologische Parameter und deren Bedeutung fir das Uberleben der Patienten
mit Pankreaskarzinom untersucht (siehe Anlage 4). Dabei waren das Auftreten von
Metastasen, Lokalrezidiv, die Infiltration von Perineuralscheiden, sowie von Lymph- und

BlutgefalRen signifkante Korrelationsgréf3en fur das Gesamtiiberleben von PDAC-Patienten.
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In der Multivarianzanalyse konnte das Fernrezidiv als unabh&ngiger Prognosefaktor flr das
Gesamtiiberleben (p=<0,001) und der Lymphknotenbefall fir das rezidivfreie Uberleben
(p=0,001) festgestellt werden.
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Abbildung 7: Uberlebensdaten der Patienten mit Pankreaskarzinom im Hinblick auf die
Prasenz von Tumor-assoziierten M2-Makrophagen (TAMs) und Tie-2-exprimierenden
Makrophagen (TEMS)

a) postoperatives Gesamtiberleben von PDAC-Patienten in Abh&angigkeit von CD163+TAMs
innerhalb der Tumorinvasionsfront

b) rezidivfreies Uberleben von PDAC-Patienten Patienten in Abhangigkeit von CD163+TAMs
innerhalb der Tumorinvasionsfront

c) rezidivfreies Uberleben von PDAC-Patienten Patienten in Abhiangigkeit von TEMs
innerhalb des Tumorzentrums

Atanasov, G., Pétner C., et al. TIE2-expressing monocytes and M2-polarized macrophages impact

survival and correlate with angiogenesis in adenocarcinoma of the pancreas. Oncotarget 9, 29715
29726; 10.18632/oncotarget.25690 (2018)
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4.4.2. Uberlebensdaten von Patienten mit Gallengangskarzinom

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Abhangigkeit zwischen dem Uberleben von Patienten
mit Gallengangskarzinom und dem Auftreten von CD68+Makrophagen festgestellt werden.

Dabei zeigte sich fiir Patienten mit der Prasenz von CD68+Makrophagen (CD68+TAMs™) im
Bereich der Tumorinvasionsfront ein langeres Gesamtiberleben. Das postoperative

Gesamtiiberleben der Patienten der CD68+TAMs™-Gruppe war dabei mit 31,7 Monaten

(95% Konfidenzintervall: 10,0-20,1 Monate) hoher als das der CD68+TAMs -Gruppe mit 15,1
Monaten (95% Konfidenzintervall: 28,1-35,4 Monate). Dieser Unterschied war statistisch mit
p=0,001 hoch signifikant (siehe Abbildung 8).

In der univariaten Analyse zeigte das Grading der Tumorzellen einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zum Gesamtlberleben der Patienten mit distalem Gallengangskarzinom
(siehe Anlage 5). Darliber hinaus konnte in der Multivarianzanalyse das Auftreten von TEMs
innerhalb  der Tumorinvasionsfront als unabhangiger Prognosefaktor fur das

Gesamtilberleben der Patienten mit Gallengangskarzinom ermittelt werden (p=0,018).
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Abbildung 8: Gesamtiiberlebensdaten der Patienten mit Gallengangskarzinom im Hinblick
auf die Prasenz von CD68+Makrophagen (CD68+TAMSs)

Patienten mit einer starken Présenz von CD68+Makrophagen im Bereich der Tumorinvasionsfront

wiesen ein signifikant langeres Uberleben.

38



5. Diskussion

Gegenstand aktueller Forschung ist es, die Tumorbiologie von Pankreas- und
Gallengangskarzinomen zu untersuchen, um somit die Grundlage fur neue Therapieanséatze
und Mdglichkeiten der Frihdiagnostik zu schaffen. Die Tumorimmunologie bzw. die Rolle
verschiedener Immunzellen und deren Einfluss auf die Progression und Angiogenese der
Malignome, stellen dabei einen wichtigen Ansatzpunkt dar. Demnach untersuchten wir die
Bedeutung einzelner Makrophagensubtypen und Angiopoietine fur das klinische Outcome
der Patienten anhand immunhistologischer Charakterisierung. Insbesondere fir die
Patienten mit Pankreaskarzinom konnten wertvolle Erkenntnisse erzielt werden, welche
bereits publiziert wurden. Insgesamt zeigten sich folgende Resultate:

Die Prasenz von M2-Makrophagen, CD68+TAMs und Tie-2-exprimierenden Makrophagen
hatte einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten mit Pankreas- bzw.
Gallengangskarzinom. Im PDAC korrelierte die Prasenz von M2-Makorphagen mit einer
hohen GefaRdichte und dem Auftreten von TEMs. Diese wiederum waren vorrangig in
perivaskuldren Bereichen anzutreffen und mit der Metastasierungsrate der PDAC-Patienten
assoziiert. Obwohl sich kein Zusammenhang zwischen den Angiopoietinen und den
proangiogenetischen TEMs im PDAC nachwiesen lie3, korrelierte ANG 2 mit der Infiltration
von Perineuralscheiden und Lymphgefalien, welche unter anderem als wichtige
pathohistologische Prognosefaktoren fungieren.

Im dCCA konnte im Gegensatz zum PDAC eine Assoziation zwischen den TEMs und der
Gefaldichte im Tumor nachgewiesen werden. Ein Zusammenhang zur Metastasierungsrate
zeigten die TEMs im dCCA allerdings nicht. Dartiber hinaus wurde die Prasenz dieser Zellen
als unabhangiger Prognosefaktor fir das Gesamtiberleben der dCCA-Patienten ermittelt.
Tumorresektate mit einem vermehrten Auftreten von CD68+TAMs korrelierten mit einem

verlangerten Uberleben.

M2-Makrophagen, CD68+TAMs und TEMs beeinflussen das Uberleben der Patienten

In dem von uns untersuchten Patientenkollektiv konnte gezeigt werden, dass die Prasenz
von TEMs und M2-phanotypische Makrophagen (CD163+TAMs™) mit einem reduziertem
Uberleben der Patienten mit Pankreaskarzinom korrelierte. Andere wissenschaftliche
Arbeiten konnten bereits einen negativen Einfluss dieser Zellen fir Tumore des
Urogenitaltraktes, sowie fir Magenkarzinome und B-Zell-Lymphome feststellen 5744 Wie in
Abschnitt 1.2.1.1. bereits erwahnt, stellt das reprogramming der M1- und M2-phéanotypischen
Makrophagen ein dynamisches Konstrukt dar 398 Auf der Grundlage verschiedener

Untersuchungen wird derzeit vermutet, dass die Tumorzellen in Pankreaskarzinomen selbst
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zum Reprogramming der Makrophagen in der Lage sind und so deren dichotomen
Eigenschaften zur Tumorprogression nutzen 26, Im Rahmen unserer Studie wird diese
Hypothese anhand der ausgeprégten Dichte von M2-phanotypischen Makrophagen und dem
damit einhergehenden schlechten klinischen Outcome der Patienten mit Pankreaskarzinom
unterstitzt. Dartber hinaus fuhrte die Prasenz der proangiogenetischen TEMs ebenfalls zu
einem reduzierten rezidivfreien Uberleben im PDAC. Interessanterweise zeigte das Auftreten
von M2-Makrophagen und den TEMs dabei eine positive Korrelation im PDAC, wobei
letztere wiederum mit einer erhéhten Metastasierungsrate einhergingen. Die Tatsache, dass
das Fernrezidiv als unabhangiger Prognosefaktor im PDAC ermittelt wurde, lasst einerseits
eine prognostische Relevanz fur die Interaktion zwischen den Tumorzellen und den
Makrophagen (M2-Makrophagen und TEMSs), und andererseits eine Abhangigkeit zwischen
den beiden Makrophagensubtypen, vermuten. In Erganzung dazu, stellte die Prasenz von
TEMs in den von uns untersuchten Gewebeproben von Patienten mit distalem
Gallengangskarzinom einen unabhéngigen Prognosefaktor dar. Hierbei lieR sich allerdings,
im Gegensatz zum PDAC, kein Zusammenhang zwischen den M2-Makrophagen und den
TEMs bzw. dem Uberleben der dCCA-Patienten feststellen. Interessanterweise wiesen wir in
den dCCA-Tumorresektaten allerdings eine deutliche Assoziation zwischen den M2-
Makrophagen und den CD68+TAMs nach: dCCA-Patienten mit einer starken Auspragung
von CD68+TAMs im Tumor prasentierten ein langeres Gesamtuberleben. Im Rahmen von
anderen  wissenschaftlichen  Untersuchungen wurden dahingehend gegenteilige
Erkenntnisse gewonnen: Fur intrahepatische und hilare Gallengangskarzinome wurde ein
vermindertes Uberleben fur Patienten mit einer &hnlich starken Auspragung der CD68+TAMs
im Tumor gezeigt 2137®1 In Analogie zu den vorliegenden Arbeiten konnte fiir andere
Tumorentitaten, wie beispielsweise dem Kolonkarzinom, ein positiver Einfluss von einem
vermehrten Auftreten der CD68+TAMs auf das Uberleben der Patienten gezeigt werden 5.
Eine mogliche Erklarung dieser kontrdren Ergebnisse ist, dass mithilfe des
Oberflachenmarkers CD68, als Panmarker fir gewebsstidndige Makrophagen, keine
Aussage uUber die Polarisierung dieser Zellen méglich ist, und demnach ein Einfluss

tumorsupprimierender M1-Makrophagen sehr wahrscheinlich ist.

TEMs und ANG 2 stehen mit der Metastasierung und Angiogenese im Zusammenhang
Die Rolle der TEMs in menschlichen Tumorgeweben ist noch weitestgehend ungeklart. Das
Tie-2-Angiopoietin-System dient im Gewebe vorallem zur Regulation der Vaskularisierung 2.
Die Endothelzellen sind in der Lage Angiopoietine (ANG 1 und ANG 2), als Liganden von
Tie-2, zu sezernieren und so entweder ANG 1-vermittelt die GefaRausreifung bzw. -

stabilisierung zu initiieren, oder mithilfe von ANG 2 den Tie-2-Rezeptor, und damit die
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Endothelzellen, zu aktivieren und Neoangiogenese zu fordern ®. Ein Zusammenhang
zwischen dem Tie-2-Angiopoietin-System und der Neoangiogenese im Tumor konnte bereits
fur einige wenige Entitaten hergestellt werden 5%, Dabei spielte Angiopoietin 2 in-vitro eine
wesentliche Rolle fur lymphatische Metastasierung und GefaRneubildung *°. Aus diesen
Erkenntnissen resultierte die Hypothese, dass TEMs und Angiopoietine auch im
Tumorgewebe interagieren und so die Grundlage fir die lokale Tumorprogression und
Metastasierung bilden .

Innerhalb unseres Patientenkollektivs zeigten PDAC-Tumore mit einer hohen Dichte von
TEMs eine héhere Metastasierungsrate, eine verstarkte Vaskularisierung und wiesen ein
kirzeres Uberleben auf, als Tumore mit einer niedrigeren bzw. fehlenden Prasenz dieser
Zellen. Zudem Kkorrelierte ANG 2 in beiden Tumorentitdten mit der Infiltration von
LymphgefaRen und Perineuralscheiden. ANG 1 verhielt sich dahingehend kontrar, spielte
aber fUr den klinischen Verlauf der von uns untersuchten Tumore nur eine untergeordnete
Rolle (Daten nicht dargestellt). Dartber hinaus zeigten hohe ANG 1-Expressionen eine
Assoziation zu verminderten Metastasierungsraten, wahrend ANG 2 in diesem Gewebe
keinen relevanten Zusammenhang zu Klinisch-pathohistologischen Parametern aufwies 2,
Dies suggeriert einen mafgeblichen Einfluss der Angiopoietine auf die prognostische
Bedeutung der TEMs im Tumorgewebe. Auf Grundlage dessen lasst sich vermuten, dass
Tumorzellen, am ehesten mithilfe von Zytokinen und der Bildung eines hypoxischen
Gewebes unabhéngig von Angiopoietinen, zur TEMs-Rekrutierung ins Tumorgewebe
befahigt sind 7°. Trotzdem scheinen Angiopoietine an der Interaktion zwischen den TEMs
und den Endothelzellen bzw. ihrer Bildung und Ausreifung beteiligt zu sein °. Interessant ist
dahingehend die Beobachtung in dieser und anderen wissenschaftlichen Arbeiten, dass sich
die TEMs insbesondere in perivaskularen Bereichen der PDAC-Resektate ansiedelten und
sich so in der raumlichen Néhe zu den ANG 2 sezernierenden Endothelzellen befanden .
Die zuvor genannte direkte Interaktion zwischen den TEMs und Angiopoietinen konnte im
Rahmen dieser Arbeit in PDAC- und dCCA-Resektaten anhand der immunhistochemischen
Expressionraten allerdings nicht reproduziert werden. Fir hilare Gallengangstumore wurde
das Verhalten der TEMs im Tumor ebenfalls untersucht: Im Gegensatz zu den hier
dargestellten Erkenntnissen, besalR3en die pradominierenden TEMs einen positiven Einfluss
auf das Gesamtiberleben der untersuchten Patienten mit hilarem Gallengangskarzinom ©2,
Auch im Kolonkarzinom konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der TEMs-
Expression und tumor-promovierenden Charakteristika, wie beispielsweise ein
fortgeschrittenes Tumorstadium oder eine vermehrte Vaskularisierung, der Patienten

nachgewiesen werden 72,
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Es sind weitere in vitro- sowie in vivo-Experimente notwendig, um die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen der Interaktion dieser Zellen mit Angiopoietinen im Tumorgewebe

zu entschlisseln.

Die Lokalisation der Makrophagen im Tumorgewebe ist fur die prognostische
Bedeutung der Zellen relevant

In Anlehnung an das von Fridman et al. erérterte Konzept des Immune contextures, eruierten
wir die Expression der gefarbten Zellen im Bereich des Tumorzentrums (TCA), sowie
innerhalb der Tumorinvasionsfront (TIF) (siehe auch Abschnitt 1.2.1.2.) 3. Wahrend eine
erhohte Dichte von M2-Makrophagen innerhalb der Tumorinvasionsfront vom
Pankreaskarzinom mit einem reduzierten Gesamt- und rezidivfreien Uberleben einherging,
konnte fiir die Auspragung dieser Zellen im Bereich des Tumorzentrums kein Einfluss auf
das Uberleben nachgewiesen werden. Die prognostische Relevanz dieses
Makrophagensubtyps im Bereich der TIF konnte flr Pankreaskarzinome bereits bestatigt
werden “8 8 Auch in Gallengangskarzinomen wurde im Rahmen dieses Projektes, sowie in
vorherigen Arbeiten mit hilaren Gallengangskarzinomen, die Tumorinvasionsfront als die
entscheidene Lokalisation fUr prognostisch relevante TAMs festgestellt 2. Eine mogliche
theoretische Erklarung liefert der zugrundeliegende Mechanismus der Rekrutierung von
Makrophagen in das Tumorgewebe: Spezifische Chemokine und Zytokine, wie
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), IL-13 und CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 12 (CXCR12),
werden von Tumorzellen selbst, oder auch von umliegenden Stroma- und Epithelzellen (zum
Beispiel mithilfe von VEGF) sezerniert und dienen insbesondere im Grenzbereich zwischen
Normal- und Tumorgewebe zur Anlockung von Makrophagen %74, Die TAMs innerhalb der
TIF entsenden dann, insbesondere unter hypoxischen Bedingungen, wiederum
proangiogenetische Faktoren, wie VEGF, Plateled derived growth factor (PDGF), ANG 1,
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9), und tragen so zur Neoangiogenese und zum
Tumorwachstum bei 4. Auf Grundlage dessen lasst sich auch erklaren, weshalb sich im
Rahmen unserer immunhistochemischen Untersuchung eine Assoziation zwischen einer
vermehrten Gefal3dichte, insbesondere in PDAC-Gewebeproben, und einer starken M2-
Expression in der TIF zeigte. Eine Blockierung dieser CXCR12-Achse kdnnte demnach die
Rekrutierung von M2-Makrophagen in die Tumorinfiltrationszone inhibieren, und so das
Ansprechen auf Chemotherapeutika verbessern ».

Im Gegensatz dazu zeigte sich fir die Prasenz der TEMs und deren Bedeutung im Tumor,
sowohl fur Pankreas- als auch fir Gallengangskarzinome, insbesondere der Bereich des
Tumorzentrums als relevant: Die Metastasierungsrate im PDAC und die Gefalidichte im

dCCA waren malf3geblich von der Lokalisation der TEMs im TCA abhangig. In der Arbeit mit
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hilaren Gallengangskarzinom sahen wir fir TEMs in Analogie zu den M2-Makrophagen eine
pradominierende Bedeutung der TIF %2, Weitere vergleichende Untersuchungen zu diesen
Erkenntnissen liegen nach unserem Wissen bis dato nicht vor. Es scheinen jedoch weitere
Mechanismen zur Rekrutierung der proangiogenetischen TEMs in diesen Bereich eine Rolle
zu spielen, welche im Rahmen von in-vitro und in-vivo-Experimenten untersuchten werden
sollten.

Die Beobachtung, dass das Auftreten und die Funktion der Immunzellen im Gewebe
zwischen verschiedenen Tumorentitéten, aber auch je nach Lokalisation im Tumorgewebe
deutlich variiert, lasst schlussfolgern, dass die genaue Beschreibung des Immune
contextures einen wesentlichen Beitrag zur Etablierung neuer und vielversprechender

Immuntherapien leistet °.

Immuntherapien kénnten zukinftig das klinische Outcome der Patienten verbessern
Pankreas- und Gallengangskarzinome haben viele pathohistologische und klinische
Gemeinsamkeiten. Aufgrund ihrer anatomischen Nahe fihren beide Karzinome in
fortgeschrittenen Stadien zu vergleichbarer klinischer Symptomatik. Die Lagebeziehung ist
auf den gemeinsamen embryologischen Ursprung beider Organbestandteile zuriickzufiihren
6, Dariiber hinaus lassen sich auch auf molekulargenetischer Ebene Ahnlichkeiten in der
Entstehung beider Tumorentitaten eruieren (siehe auch Abschnitt 1.1.) 6. Aktuelle
Therapieregime postulieren vorrangig die Indikationsprifung zur Whipple-Operation bzw.
pyloruserhaltenden Duodenopankreatektomie und einer anschlie@enden adjuvanten
Chemotherapie. Diese zahlreichen Gemeinsamkeiten machen es klinisch haufig schwer
beide Entitaten voneinander zu unterscheiden. Trotzdem handelt es sich um eigenstandige
Tumorentitaten mit unterschiedlichen Herausforderungen beziglich der Prognose und
Therapie. Im vorliegenden Projekt konnten wir anhand immunhistochemischer
Charakterisierung von Makrophagensubtypen deutliche Unterschiede in der Funktion dieser
Immunzellen und deren Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern von Patienten
mit Pankreas- und Gallengangskarzinom feststellen. Die wegweisenden Erkenntnisse flr das
Pankreaskarzinom konnten bereits publiziert werden. Weiterfiihrende Untersuchungen sind
demnach notwendig, um die Grinde dieser Unterschiede herauszuarbeiten und die
Entwicklung individueller Therapieregime zu ermdglichen.

Vor allem die Polarisierung von Makrophagen mit tumorpromovierenden Eigenschaften, oder
auch die Rekrutierung dieser in das Tumorgewebe, kdnnten dabei als Zielmechanismen fir
supportive Antitumor-Therapien dienen. In verschiedenen Mausmodellen konnte bereits eine
selektive Wirkung von DNA-bindenden Chemotherapeutika auf Tumor-assoziierte

Makrophagen festgestellt werden 77. Uber die Aktivierung von Signalmolekiilen kommt es zu
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einer vermehrten Apoptose von insbesondere myelomonozytaren Zellen, und damit
vorrangig Makrophagen, wahrend Lymphozyten und Neutrophile Zellen nicht betroffen sind
7. Inwieweit auch Patienten mit PDAC und dCCA davon profitieren, ist bislang noch
ungeklart.

Makrophagen als Target zur Antitumor-Therapie zu nutzen, birgt stets das Risiko auch
Prozesse, wie Wundheilung und Immunabwehr zu schwachen, und damit die natirlichen
Abwehrmechanismen des Korpers zu reduzieren. Die genaue Lokalisation der
Makrophagensubtypen und deren Zusammenhang mit der Klinik kénnte ein hilfreicher Schritt
zur Optimierung dieser Therapieregime sein. Fir distale Gallengangskarzinome ist der
Kenntnisstand zur Wirkung maoglicher Immuntherapien gering. Derzeit liegt der Fokus auf der
Entwicklung moglicher Strategien zur Suppression von Zellen des Microenvironment, wie
Makrophagen, um durch die Ausschaltung der immunsupprimierenden Eigenschaften, T-
Zellen wiederum zur Tumorabwehr zu starken 2°.

Eine weiterer moglicher Ansatzpunkt ist die Inhibierung der ANG2-Tie-2-Achse. Im Rahmen
unseres Projektes zeigten die TEMs und Angiopoietin 2 eine starke Assoziation mit klinisch-
pathologischen Parametern der Patienten. Eine verbreitete Theorie, weshalb Tumore des
pankreato-bilidren Systems bisher schlechte Ansprechraten auf gut etablierte anti-
angiogenetische Chemotherapeutika, wie beispielsweise Bevacizumab zeigen, ist die im
Vergleich zu anderen Entitaten geringe Vaskularisierung des Tumorgewebes 8.Demnach
ware eine ANG 2 Blockade, bzw die Inhibierung der Rekrutierung von TEMs im
Tumorgewebe ein vielversprechender Ansatz zur antiangiogenetischen und im Falle von
ANG 2, anti-metastatischen Therapie 7°.

In einem etablierten Tumormodell konnte die Arbeitsgruppe von Park et al. bereits belegen,
dass eine Kombination aus der Aktivierung des Tie-2-Rezeptors auf Endothelzellen und die
gleichzeitige Blockierung der ANG 2-Expression zu einem vermindertem Tumorwachstum
fihrt 7°. Hintergrund dieser Ergebnisse ist die Uberlegung, dass eine therapeutisch
verursachte Minderperfusion des Gewebes (beispielsweise mittels anti-angiogenetischer
Chemotherapeutika) zur Hypoxie im Tumor und damit zur Rekrutierung insbesondere der
tumor-promovierenden TAMs und Uberexpression von ANG 2 fuhrt 7. Aufgrund dessen
kommt es anschlieRend zur vermehrten Neoangiogenese und Tumorprogression. Die
Blockade von ANG2 und Aktivierung des Tie-2-Rezeptors soll zu einer ausreichenden
Vaskularisierung im Gewebe fihren und gleichzeitig eine fortschreitende Neoangiogenese
supprimieren. Die Weiterfilhrung der experimentellen Grundlagenforschung zu diesem

Thema, kénnte zuklinftig zu verbesserten Ansprechraten dieser Chemotherapeutika fuhren.
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Es muss abschlieBend darauf hingewiesen werden, dass die immunhistochemische
Bestimmung der Zellen des mononukledren Phagozytensystems keine Auskunft Uber
kausale Zusammenhange erlaubt. Die erhobenen Daten und daraus resultierenden
Interpretationen sind zudem aufgrund einer begrenzten Anzahl von Patienten bzw.
Tumorresektaten vor dem Hintergrund einer eingeschrankten Représentativitat zu sehen.
Demnach sollten weitere experimentelle Arbeiten zur Bestatigung dieser Ergebnisse folgen,
in denen beispielsweise anhand von in-vitro-Kultivierung eine Uberexpression von TEMs in
etablierte Zellreihen von PDAC und dCCA erfolgt. Dies ermdglicht eine Erfassung der
resultierenden molekularen Veranderungen im Microenvironment und der Reaktionen von
M2-Makrophagen im Tumorgewebe.

Zusammenfassend konnten wir im Rahmen unseres Projektes erstmals vergleichend eine
mafigebliche Bedeutung von M2-Makrophagen, CD68+TAMs und TEMs, sowie
Angiopoietinen im Pankreaskarzinom und distalen Gallengangskarzinom erarbeiten. Dabei
stellten wir in Abhangigkeit ihrer Lokalisation im Tumor eine bedeutende Rolle dieser Zellen
fur das Uberleben der Patienten, der Mestastasierung, sowie dem Vaskularisierungsgrad der
Tumore fest. Insgesamt ermdglichen die vorliegenden zum Teil bereits verdffentlichten
Ergebnisse dieser Arbeit neue Einblicke in die Tumorbiologie von Pankreas- und
Gallengangskarzinomen und sollten in weiterfihrenden Experimenten reevaluiert werden,
um wichtige mechanistische Zusammenhange hinsichtlich der Tumorporgression zu
gewinnen und die Konzipierung neuer diagnostischer und therapeutischer Ansatze zu

ermaoglichen.
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In der Tumorimmunologie werden Interaktionen zwischen Tumoren und dem humanen
Immunsystem untersucht. Inwieweit diese Wechselwirkungen einen Einfluss auf das
klinische Outcome der Patienten haben, ist Gegenstand aktueller Forschung.
Tumorimmunologische Prozesse, wie Tumor-Escape-Mechanismen, Veranderungen im
Microenvironment und die Neoangiogenese, tragen zur Regulierung der Tumorprogression
bei. Die Vermittlung sowohl von tumorpromovierenden, als auch -—supprimierenden

Mechanismen, wird aktuell unter anderem den kdrpereigenen Immunzellen zugeschrieben.
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Dabei fungieren Immunzellen des mononukledren Phagozytensystems, wie tumor-
assoziierte Makrophagen (TAMs), als Produzenten von proangiogenetischen und
immunregulatorischen  Mediatoren. Vereinfachend dargestellt, besitzen TAMs in
Abhangigkeit ihres Phanotyps dichotome Eigenschaften. Es wird zwischen den M1-
phanotypischen Makrophagen mit tumor-supprimierenden Eigenschaften und M2-
Makrophagen mit wachstumsfordernden Eigenschaften unterschieden. Der Ubergang von
dem einen zum anderen Phanotyp ist dabei flieBend und wird von Veranderungen im
umgebenden Mikromilieu reguliert.

Neben den Immunzellen, sind zudem Angiogenesefaktoren, wie Angiopoietin 1 und 2, als
Liganden des endothelialen Membranrezeptors Tie-2, mafRgeblich an der Neoangiogenese
im Tumorgewebe beteiligt. Einige tumorinfiltrierende Makrophagensubtypen exprimieren
diesen Tie-2-Rezeptor auf ihrer Oberflache (Tie-2-exprimierende Makrophagen, abgekulrzt
TEMs). Das lasst vermuten, dass eine verstarkte Prasenz von TAMs, TEMs und
Angiopoietinen innerhalb von Tumoren, die Tumorprogression und damit klinisch-
pathohistologische Parameter, wie Tumorstadium, Rezidivraten und Gesamtlberleben
hinreichend beeinflusst. Trotz neuesten Erkenntnissen fir verschiedene Tumorentitaten in
diesem Bereich, ist die Datenlage fur Pankreas- und Gallengangskarzinome weiterhin

unzureichend.

Das vorliegende Projekt diente der Untersuchung der prognostischen Bedeutung von
Angiogenesefaktoren und tumorinfiltrierenden Zellen des mononuklearen
Phagozytensystems mittels immunhistochemischer Charakterisierung der Resektate von
Pankreas- und distalen Gallengangskarzinomen. Die Daten der Patienten wurden aus dem
Archiv des Pathologischen Instituts der Universitat Leipzig aquiriert und zusammen mit den
klinischen Daten in einer Datenbank zusammengefasst. Zur Analyse der Zellen innerhalb
des Tumorzentrums, sowie im Bereich der Tumorinfiltrationszone beider Entitaten, wurden
immunhistochemische F&arbungen reprasentativer Tumorproben durchgefihrt und die
Expression dieser semiquantitativ bestimmt. Zur Ermdglichung der statistischen Analyse
mittels SPSS wurden die ermittelten Werte in ein Scoringsystem eingeordnet und Cut-off-
Werte fur eine hohe und geringe Expression bzw. der Prasenz der Zellsubtypen im
jeweiligen Tumorgewebe festgelegt.

Um die prognostische Bedeutung der einzelnen Marker fir das klinische Outcome der
Patienten zu eruieren, wurden die Uberlebens- und Rezidivraten der Patienten in einer
Kaplan-Meier-Kurve erfasst. Zudem wurde das Uberleben der Patienten im Hinblick auf die
Expressionsraten der einzelnen Zellsubtypen mittels Log-rank-Test verglichen. Mogliche

Zusammenhéange zwischen den untersuchten Makrophagensubtypen, den Angiopoietinen
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und klinisch-pathohistologischen Parametern der Patienten wurden mittels Chi-Quadrat-Test

und Fisher’s exact test evaluiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass M2-polarisierte Makrophagen im
duktalen Adenokarzinom des Pankreas mit einem reduzierten Gesamt- und rezidivireien
Uberleben einhergehen. Dariiberhinaus wurde eine starke Assoziation zwischen diesen
Zellen und der Neovaskularisierung im Tumor festgestellt.

Tie-2-exprimierende Makrophagen korrelierten mit einer verstarkten Metastasierungsrate
und konzentrierten sich vorrangig im perivaskularen Bereich. Auch hier lie3 sich ein
negativer Einfluss dieser Zellen auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten mit
Pankreaskarzinom eruieren.

Fur distale Gallengangskarzinome konnte die Expression von Tie-2-exprimierenden
Makrophagen innerhalb der Tumorinvasionsfront als unabhangiger Prognosefaktor fiir das
Gesamtiiberleben der im Rahmen dieses Projekts untersuchten Patienten detektiert werden.
Es war eine positive Korrelation zwischen diesen Zellen und der GefaRdichte im Tumor zu
verzeichnen. Tumor-assoziierte Makrophagen zeigten im Allgemeinen im Gegensatz zu M2-
polarisierten Phéanotypen einen ginstigen Einfluss auf das Gesamtuberleben der Patienten
mit distalem Gallengangskarzinom.

Im Hinblick auf die Angiopoietine konnte vor allem eine verstarkte Assoziation zu wichtigen
pathohistologischen Prognosefaktoren, wie der Infiltration von BlutgefdRen und

Perineuralscheiden fur beide Tumorentitaten dargestellt werden.

Zusammenfassend konnten wir im Rahmen dieses Projektes feststellen, dass tumor-
assoziierte Makrophagen und dabei vor allem Tie-2-exprimierende und M2-Makrophagen im
Pankreas- und Gallengangskarzinom exprimiert werden und negative Folgen fir das
Uberleben der Patienten bedingen. Inwieweit sich die Auspragung der Zellen auf die
Prognose auswirkt, hangt neben der Tumorentitdt auch von der Lokalisation, dem Subtyp
und der Interaktion dieser Zellen ab.

Zukunftige experimentelle Untersuchungen, wie in-vitro Kultivierungen etablierter
Tumorzellreihen sind ndtig. Dabei sollte der Fokus auf die erwahnten Makrophagensubtypen
gesetzt werden, um die kausalen Zusammenhange einer vermehrten Prasenz dieser Zellen
und der Metastasierung sowie der Neovaskularisierung zu klaren.

Die in der vorliegenden Arbeit préasentierten Ergebnisse leisten bereits jetzt einen
mafdgeblichen Beitrag zum Verstandnis der Tumorbiologie von Pankreas- und
Gallengangskarzinomen und ermoéglichen die weitere Untersuchung innovativer Ansatze zur

Etablierung von gezielten Immuntherapien.
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Anlage 1: Korrelationen von Angiopoietin 2 im Tumorzentrum und pathohistologische Daten

von Patienten mit Pankreaskarzinom

Klinisch-pathohistologische | ANG 2 HIGH ANG 2 LOW Signifikanz p

Daten

Anzahl Patienten n=80 n=26

TumorgrofRe 0,177
T1T2 21 (26,2%) 3 (11,5%)
T3/T4 59 (73,8%) 23 (88,5%)

Lymphknotenbefall 0,963
Vorhanden 25 (31,2%) 8 (30,8%)
Nicht vorhanden 55 (68,8%) 18 (69,2%)

Infiltration von Lymphgefal3en 0,046
Vorhanden 13 (16,2%) 9 (34,6%)
Nicht Vorhanden 67 (83,8%) 17 (65,4%)

Infiltration vendser Gefalle 0,205
Vorhanden 57 (71,3%) 22 (84,6%)
Nicht Vorhanden 23 (28,7%) 4 (15,4%)

Infiltration Perineuralscheiden 0,004
Vorhanden 20 (25,0%) 15 (57,7%)
Nicht Vorhanden 60 (75,0%) 11 (42,3%)

Fernmetastase 0,919
Vorhanden 36 (45,0%) 12 (46,2%)
Nicht vorhanden 44 (55,0%) 14 (53,8%)

Lokalrezidiv 0,845
Vorhanden 17 (21,2%) 6 (23,1%)
Nicht vorhanden 63 (78,8%) 20 (76,9%)

MVD 0,061
Stark 32 (40,0%) 5 (19,2%)
Gering 48 (60,0%) 21 (80,8%)

TEMs in TCA * 0,676
Positiv 5 ( 6,4%) 2 ( 8,0%)
Negativ 73 (93,6%) 23 (92,0%)

* Einige Gewebeproben von Tumorrektaten konnten aufgrund fortgeschrittener Nekrotisierung
wahrend des Farbevorgangs nicht erhalten werden, und entfielen bei der histologischen

Beurteilung. Daraus ergeben sich abweichende n-Zahlen in den statistischen Erhebungen.
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Anlage 2: Darstellung von Korrelationen zwischen M2-Makrophagen in der
Tumorinvasionsfront und  klinisch-pathohistologischen  Parametern  von

Patienten mit Gallengangskarzinom

Klinisch-pathohistologische | CD163+TAMs CD163+TAMs Signifikanz p
Daten positiv negativ
Anzahl Patienten n=25 n=10
Geschlecht 0,447
Weiblich 9 (36,0%) 2 (20,0%)
Mannlich 16 (64,0%) 8 (80,0%)
Alter 0,689
<60 Jahre 7 (28,0%) 4 (40,0%)
>60 Jahre 18 (72,0%) 6 (60,0%)
Lymphknotenbefall 0,712
Vorhanden 15 (60,0%) 5 (50,0%)
Nicht vorhanden 10 (40,0%) 5 (50,0%)
Infiltration von Lymphgefal3en 0,542
Vorhanden 22 (88,0%) 10 (100%)
Nicht Vorhanden 3 (12,0%) 0 (0,0%)
Infiltration vendser Gefalie 0,258
Vorhanden 7 (28,0%) 5 (50,0%)
Nicht Vorhanden 18 (72,0%) 5 (50,0%)
Infiltration Perineuralscheiden 0,652
Vorhanden 21 (81,0%) 9 (90,0%)
Nicht Vorhanden 4 (16,0%) 1 (10,0%)
R-Stadium 0,851
RO 23 (92,0%) 9 (90,0%)
R1/R2 2 ( 8,0%) 1 (10,0%)
Peritonealkarzinose 0,496
Vorhanden 24 (96,0%) 9 (90,0%)
Nicht vorhanden 1 ( 4,0%) 1 (10,0%)
MVD 0,266
Stark 16 (64,0%) 4 (40,0%)
Gering 9 (36,0%) 6 (60,0%)
CD68+TAMs in TCA * 0,030
Positiv 10 (45,5%) 0 ( 0,0%)
Negativ 12 (545%) 9 (100%)

59



Anlage 3: Korrelationen von Tie-2-exprimierenden Makrophagen im Tumorzentrum und

klinisch-pathohistologische Daten von Patienten mit Gallengangskarzinom

Klinisch-pathohistologische | TEMs positiv TEMSs negativ Signifikanz p

Daten

Anzahl Patienten n=25 n=17

Geschlecht 0,531
Weiblich 10 (40,0%) 5 (29,4%)

Mannlich 15 (60,0%) 12 (70,6%)

Alter 0,058
<60 Jahre 6 (24,0%) 9 (52,9%)
>60 Jahre 19 (76,0%) 8 (47,1%)

Lymphknotenbefall 0,212
Vorhanden 8 (32,0%) 9 (52,9%)

Nicht vorhanden 17 (68,0%) 8 (47,1%)

Infiltration von Lymphgefal3en 0,556
Vorhanden 1 ( 4,0%) 2 (11,8%)

Nicht Vorhanden 24 (96,0%) 15 (88,2%)

Infiltration vendser Gefalie 0,963
Vorhanden 16 (64,0%) 11 (64,7%)

Nicht Vorhanden 9 (36,0%) 6 (35,3%)

Infiltration Perineuralscheiden 0,070
Vorhanden 5 (20,0%) 0 ( 0,0%)

Nicht Vorhanden 20 (80,0%) 17 (100%)

R-Stadium 0,635
RO 22 (88,0%) 16 (94,1%)

R1/R2 3 (12,0%) 1 ( 5,9%)

Grading 0,504
Gut 12 (48,0%) 9 (64,3%)
Moderat/schlecht 13 (52,0%) 5 (35,7%)

Fernrezidiv 0,744
Vorhanden 8 (32,0%) 7 (41,2%)

Nicht vorhanden 17 (68,0%) 10 (58,8%)

MVD 0,028
Stark 16 (64,0%) 5 (29,4%)

Gering 9 (36,0%) 12 (70,6%)
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Anlage 4: Ubersicht relevanter klinisch-pathologischer Daten und ihr Einfluss auf das Uberleben der Patienten mit Pankreaskarzinom

Klinisch-pathologische Parameter

Gesamtiiberleben

Rezidivfreies Uberleben

Variable Charakteristik Odds Ratio 95%- Signifikanz p | Odds Ratio 95%- Signifikanz p
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
Geschlecht Weiblich/Mé&nnlich 0,996 0,606-1,637 0,988 1,275 0,718-2,266 0,407
Alter <60/>60 Jahre 1,331 0,814-2,175 0,254 0,873 0,501-1,519 0,630
Operationsdauer <300/>300min 1,308 0,771-2,221 0,319 1,613 0,841-3,095 0,150
Stationarer Aufenthalt <21/>21 Tage 1,339 0,821-2,182 0,242 0,979 0,565-1,696 0,940
Adjuvante Chemotherapie Ja/Nein 0,730 0,442-1,204 0,217 0,351 0,194-0,636 0,001*
T-Stadium T1lund 2/T3und 4 1,250 0,691-2,262 0,460 1,308 0,654-2,616 0,447
N-Stadium Ja/nein 2,314 1,258-4,258 0,007 2,254 1,154-4,404 0,017
Infiltration Ja/Nein 2,442 1,227-4,862 0,011 1,531 0,741-3,163 0,250
LymphgeféaRe
GefaR- Ja/Nein 1,799 1,035-3,128 0,037 1,813 0,978-3,360 0,059
infiltration
Infiltration Ja/Nein 1,857 1,058-3,259 0,031 1,321 0,725-2,405 0,363
Perineuralscheiden
R-Stadium RO/R1 1,023 0,607-1,724 0,931 0,895 0,481-1,663 0,725
Metastasen Ja/Nein 0,341 0,206-0,566 <0,001 / / /
Lokalrezidiv Ja/Nein 0,514 0,300-0,881 0,016 / / /
Fernrezidiv Ja/Nein 0,292 0,172-0,496 <0,001 / / /
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Anlage 5: Ubersicht relevanter klinisch-pathologischer Daten und ihr Einfluss auf das Uberleben der Patienten mit Gallengangskarzinom

Klinisch-pathologische Parameter

Gesamtiiberleben

Rezidivfreies Uberleben

Variable Charakteristik Odds 95%- Signifikanz | Odds 95%- Signifikanz p
Ratio Konfidenzintervall p Ratio Konfidenzintervall
Geschlecht Weiblich/Mannlich | 0,728 0,349-1,518 0,397 0,877 0,296-2,603 0,813
Alter <60/>60 Jahre 1,103 0,515-2,366 0,801 0,774 0,275-2,178 0,627
N-Stadium Ja/nein 2,280 1,027-5,064 0,043 3,607 0,999-13,028 0,050
Infiltration GefalRe Ja/Nein 1,426 0,727-2,795 0,302 1,490 0,576-3,852 0,411
Infiltration Ja/Nein 0,484 0,165-1,425 0,188 / / /
Perineuralscheiden
R-Stadium RO/R1 0,685 0,162-2,899 0,607 1,441 0,317-6,555 0,636
Grading Gut/Schlecht 3,756 1,554-9,080 0,003 2,077 0,626-6,891 0,232
Peritonealkarzinose Ja/Nein 0,946 0,268-3,347 0,932 1,822 0,210-15,811 0,586
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