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Zusammenfassung (deutsch)

Das duktale Adenokarzinom des Pankreas ist eine sehr aggressive Krankheit mit einer
schlechten Prognose. Die immunologische Mikroumgebung spielt bekanntermafBen eine
ausschlaggebende Rolle im biologischen Verhalten des PDAC. Wahrend in den letzten
Jahren zunehmend Wissen zu den molekularen Eigenschaften der Vorlauferldsionen des
PDACs gewonnen wurde, fehlt nach wie vor ein detailliertes Verstdndnis des

Immunmikromilieus der Vorlauferldsionen.

Ziel war es daher, das immunologische Mikromilieu von Vorlauferldsionen des PDAC zu
charakterisieren, um frihe Veranderungen zu detektieren, welche einen Einfluss auf die

Entwicklung des Pankreaskarzinoms haben kénnten.

Tissue Microarrays (TMASs) von gastralen, intestinalen und pankreatobiliaren intraduktalen
papillar-muzinésen Neoplasien (IPMN, n=50), einer intraduktalen onkozytar-papillaren
Neoplasie (IOPN, n=1), pankreatischen intraepithelialen Neoplasien (PanIN, n=32),
muzinds-zystischen Neoplasien (MCN, n=9), azinar-duktalen Metaplasien (ADM, n=16) und
normalem Pankreasgewebe (n=69) sowie PDAC (n=44) von insgesamt n=76 Patient:innen
wurden erstellt. Immunzellen wurden mithilfe des OPAL™7 Multiplex-Immunfluoreszenz
Ansatzes, basierend auf Tyramid-Signalamplifikation, geférbt, wodurch eine simultane
Detektion von multiplen Markern (CD3, CD4, CD8, FoxP3, PD1, CD20, CD68, CD163,
Tryptase und Granzyme B) innerhalb desselben Gewebes gewéhrleistet werden kann.
Nach Normalisierung auf DAPI+Zellen wurde die Zellfluoreszenz mittels Imaged Software
durch individuell codierte Makros fir jeden Zelltyp mit automatisierter Signaldetektion

gezahlt.

Wahrend PDAC-Proben eine eher immunsuppressive Umgebung mit erhdhter Anzahl an
CD68+/CD163+ M2-Makrophagen sowie FoxP3+ regulatorischen T-Zellen zeigte, waren
ADM, PanIN und gastrale IPMN eher durch ein immunaktives Mikromilieu mit starker
Zellinfiltration, vor allem durch CD3+/CD8+ zytotoxische T-Zellen, charakterisiert. MCN
sowie intestinale IPMN zeigten unabhangig vom Dysplasiegrad niedrigere Level an

Immunzellinfiltration.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass das immunologische Mikromilieu von Vorlduferlasionen
des PDACs sehr dynamisch und heterogen ist, was suggeriert, dass verschiedene

immunologische Abldufe eine Rolle in der Tumorgenese des Pankreaskarzinoms spielen.



Zusammenfassung (englisch)

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a highly aggressive disease with a poor
prognosis. Its immunological landscape is known to play a pivotal role in the biological
behavior of PDAC. While an increasing knowledge on molecular features of PDAC
precursors has been gained in recent years, the immunological microenvironment of PDAC

precursor lesions is still lacking a detailed characterization.

We aimed to characterize the immunological microenvironment of PDAC precursor lesions
in order to detect early changes that could have an influence on the development of

pancreatic cancer.

Tissue microarrays of gastric, intestinal and pancreatobiliary intraductal papillary mucinous
neoplasms (IPMN, n=50), intraductal oncocytic papillary neoplasms (IOPN, n=1),
pancreatic intraepithelial neoplasias (PanIN, n=32), mucinous cystic neoplasms (MCN,
n=9), acinar-to-ductal metaplasia (ADM, n=16), normal pancreatic tissues (n=69) and
PDAC (n=44) from n=76 patients in total were constructed. Immune cells were stained using
the OPAL™7 multiplexed immunofluorescence approach based on tyramide signal
amplification to guarantee simultaneous detection of multiple markers (CD3, CD4, CD8,
FoxP3, PD1, CD20, CD68, CD163, Tryptase and Granzyme B) within the same tissue. We
counted cell fluorescence by running individually coded macros for each cell type with

automated signal detection and normalized to DAPI+ cells using ImagedJ software.

While PDAC samples showed a more immunosuppressive landscape with increased
numbers of CD68+/CD163+ M2 macrophages as well as FoxP3+ regulatory T-cells, ADM,
PanIN and gastric IPMN were characterized by a rather immunoactive landscape, with the
highest level of immune cell infiltration mainly consisting of CD3+/CD8+ cytotoxic T cells.
Intestinal IPMN and MCN displayed lower levels of immune cell infiltration, independently

from the degree of dysplasia.

Our results show that the immunological microenvironment of PDAC precursor lesions is
highly dynamic and heterogenous, suggesting that different immunological mechanisms

play a role in pancreatic tumorigenesis.



Abkurzungsverzeichnis
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MDSCS ..ooeiiiiiiiiieeeeeee s Myeloide Suppressorzellen, myeloid derived suppressor cells
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P -1 e Programmed cell death protein-1
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PGIE2 ... Prostaglandin E2
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ROS ..o Reaktive Sauerstoffspezies, reactive oxygen species

SN s Sonic Hedgehog
ST AT Signal transducers and activators of transcription
TAMS oo Tumorassoziierte Makrophagen, tumor associated macrophages
T B ST s Tris-buffered saline - Tween
TE-PUITEE e Tris-EDTA-Puffer
TG B e Tumor growth factor beta
L 740~ 1 1= o PP POPPPPRFPPRN T-Helferzellen
LI Tissue Microarray
TIME e Tumormikromilieu, Tumor microenvironment
LI PP Tumornekrosefaktor
I 2 7SS tumor protein 53
TrEOS oo Regulatorische T-Zellen, regulatory T cells
TRIS o Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TS A s Tyramide Signal Amplification
VEGF.......... Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor, vascular endothelial growth factor
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1 Einleitung

1.1 Tumormikromilieu

1.1.1 Tumorstroma

Das Stroma ist das stlutzende Bindegewebe eines Organs. Vergleichbar mit gesundem
Gewebe umfassen auch einige Tumore neben ihrem parenchymatdsen Anteil ein
Tumorstroma (sogenanntes desmoplastisches Stroma bzw. sogenannte Desmoplasie). Es
besteht einerseits aus nicht-malignen Zellen, wie beispielsweise Fibroblasten und
Immunzellen sowie Blut- und LymphgefdBen und andererseits aus extrazellularen
Matrixmolekulen wie Kollagen, Fibrin und Proteoglykanen. Zunehmend wird deutlich, dass
dem Stroma eine groBe Rolle hinsichtlich des Tumoruberlebens und Tumorwachstums
zukommt und es damit auch als potentielles therapeutisches Ziel von Interesse ist (1,2). So
kénnen Tumorzellen ihre Mikroumgebung mitunter durch Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen modulieren, wodurch sich die Zellen des Mikromilieus anpassen und die
Tumorprogression- und Metastasierung unterstitzen (3). Aber auch die extrazelluléare
Matrix (EZM) als nicht-zelluldre Komponente des Stromas ist sehr dynamisch und unterliegt
einem konstanten remodeling, also einem kontinuierlichen Prozess der Transformation und
des Umbaus. Eine Dysregulation dieser Vorgénge kann ebenso die Entstehung und
Entwicklung maligner Erkrankungen beglnstigen (4). Gleichzeitig existieren auch Daten,
die bekréaftigen, dass Stromabestandteile einen inhibierenden Einfluss auf die

Tumorprogression haben kénnen (5).

1.1.2 Immunmikromilieu

Immunzellen sind eine weitere wichtige Komponente der Tumormikroumgebung. Neben
den Zellen der angeborenen Immunantwort, wie den Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten, dendritischen Zellen, Natural-Killer-Zellen und myeloiden Suppressorzellen,
sind auch die Zellen der adaptiven Immunantwort, also die T- und B-Lymphozyten, von
groBer Bedeutung flur die Tumorprogression (3). Die Kommunikation der Immunzellen
miteinander erfolgt entweder direkt oder vermittelt durch Zytokin- und Chemokinfreisetzung.
In Abhé&ngigkeit der Anzahl und des Aktivierungsstadiums der Immunzellen sowie der
Freisetzung verschiedener immunmodulierender Faktoren kbnnen Immunzellen einerseits
eine antitumorale Immunitat bewirken, aber andererseits auch ein tumorférderndes Milieu

begtinstigen (6-8).



1.2 Duktales Adenokarzinom des Pankreas

1.2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Mit kontinuierlich steigender Inzidenz ist das duktale Adenokarzinom des Pankreas (=
pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) weltweit die siebthaufigste krebsassoziierte
Todesursache (9). In den Vereinigten Staaten bildet das PDAC mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von ca. 11% derzeit die vierhaufigste Mortalitatsursache unter allen
Krebsarten ab und wird voraussichtlich bis 2030 aufgrund weiter zunehmender
Todeszahlen dort sogar an zweiter Stelle stehen (10,11). Diese Fakten unterstreichen die
schlechte Prognose des PDAC und machen den dringenden Bedarf nach neuen
diagnostischen und therapeutischen Anséatzen deutlich. In starker entwickelten Landern
sind die Inzidenzen des duktalen Pankreaskarzinoms im Vergleich zu
entwicklungsschwécheren Landern drei- bis vierfach erhéht, Manner sind zudem etwas

haufiger betroffen als Frauen (9,10).

Viele verschiedene Risikofaktoren konnten bereits fur das duktale Pankreaskarzinom
determiniert werden. Hierzu gehdren einerseits Lifestyle-Aspekte wie Alkoholkonsum (12),
Nikotinabusus (13) und Ubergewicht (14) sowie bestimmte Ernahrungsgewohnheiten,
insbesondere der Konsum von rotem oder stark verarbeitetem Fleisch (15,16). Andererseits
spielen auch nicht direkt modifizierbare Aspekte eine Rolle. Dazu zéhlen ein hdheres
Lebensalter (17), Diabetes mellitus (18), eine positive Familienanamnese (19,20),

genetische Pradisposition (21) und die chronische Pankreatitis (22,16).

1.2.2 Diagnostik und Therapie
Das PDAC zahlt auch bedingt durch Schwierigkeiten in der Diagnostik und Therapie zu

einer der aggressivsten und todlichsten Tumorentitaten.

Eines der vordergrindigen Probleme ist die oftmals spéte Diagnosestellung aufgrund
fehlender Symptomatik in der frihen Erkrankungsphase. In der Regel kommt es erst im
weiter fortgeschrittenen Krankheitsverlauf zu teilweise unspezifischen Anzeichen wie
Bauch- oder Rickenschmerzen, Gewichtsverlust oder schmerzlosem, obstruktionsbeding-
tem lkterus (23—-25). Gleichzeitig erscheinen unter Nutzen-Risiko-Abwéagung bildgebende
oder interventionelle FriherkennungsmaBnahmen nur in einer vordefinierten
Hochrisikogruppe, wie bei familidar gehauftem Auftreten eines PDAC, sinnvoll. Klinisch
sinnhaft einsetzbare Tumormarker fir Screeningzwecke konnten bisher nicht identifiziert
werden (24,26,27).



Die einzig potentiell kurative Therapie des Pankreaskarzinoms ist derzeit die chirurgische
Resektion (28). In der Regel erfolgt daraufhin eine Chemotherapie mit Gemcitabin,
gegebenenfalls in Kombination mit Capecitabin (29,30). Alternativ stehen 5-Fluoruracil bei
Gemcitabin-Unvertraglichkeit (31) oder mFOLFIRINOX, ein Kombinationsschema mit den
Wirkstoffen Folinsdure, 5-Fluoruracil, Irinotecan und Oxaliplatin zur Verfigung. Das
mFOLFIRINOX-Schema ist durch die héhere Toxizitdt nur fur Patient:iinnen in gutem
Allgemeinzustand geeignet (29). Allerdings werden nur ca. 13% der Félle in einem lokal
begrenzten, primér operablen Tumorstadium diagnostiziert, bei knapp der Halfte der
Patient:innen liegt bei Diagnosestellung bereits ein metastasierter Zustand vor (10).
Forschungsanséatze, die sich auf bekannte Vorlauferldsionen des Pankreaskarzinoms
fokussieren, stellen daher einen wichtigen Ansatzpunkt dar, um Einblicke in die Progression
dieses Malignoms zu erhalten und perspektivisch Strategien zur friheren Detektion zu

erarbeiten.

1.2.3 Mikromilieu

Das Tumormikromilieu (TME) spielt in der Entstehung und Entwicklung des PDAC eine
entscheidende Rolle. Hierzu gehéren zellulare Bestandteile wie krebsassoziierte
Fibroblasten (CAFs), pankreatische Stellatumzellen (pancreatic stellate cells, PSCs),
Immunzellen, sowie Bestandteile der extrazellularen Matrix (32—34). Zwei wesentliche
Mechanismen charakterisieren dabei das TME des PDAC: Desmoplasie und ausgepréagte

Immunsuppression (32).

Desmoplasie, also eine ausgedehnte tumorassoziierte Fibrose, entsteht durch eine
Uberexpression von extrazellularen Matrixmolekiilen (35), welche beispielsweise von im
Rahmen der Tumorigenese aktivierten PSCs sezerniert werden (36). Es gibt viele Hinweise
darauf, dass das Stroma die Tumorprogression unterstitzt. So kann das desmoplastische
Stroma beispielsweise eine Chemotherapie-Resistenz bedingen und ist daher mit einer

schlechten Prognose vergesellschaftet (37).

Andererseits gibt es Studien, die darauf hindeuten, dass Bestandteile des Tumorstromas
das Tumorwachstum auch potenziell hemmen kénnen. Beispielsweise konnten Rhim et al.
anhand eines Mausmodells demonstrieren, dass durch Deletion des Liganden Sonic
hedgehog (Shh), welcher im PDAC unter anderem ein erhdhtes Stromawachstum
verursacht, Pankreaskarzinome zwar ein vermindertes Stroma aufwiesen, aber in der

Konsequenz deutlich aggressiver waren und starker proliferierten (38).



Gleichzeitig ist das PDAC bekannt fur sein immunsuppressives Mikromilieu. Es ist
beispielsweise beschrieben, dass die Major-Histocompatibility-Complex-1- (MHC-I)
Expression im PDAC erniedrigt ist, wodurch Tumorzellen nicht von CD8+ T-Zellen erkannt
werden und dem Immunsystem entfliehen kénnen (39,40), obwohl CD8+ T-Zellen eigentlich
von groBer Bedeutung fir die Bek&mpfung von Tumorzellen sind und hohe Level an CD8+
zytotoxischen T-Zellen in der Nahe von Pankreastumorzellen mit einem verbesserten

Patient:innentberleben einhergehen (41).

Eine Ubersicht Uber die verschiedenen Komponenten des Mikromilieus im
Pankreaskarzinom und seinen Vorlauferldsionen ist in Abb. 1 dargestellt. Weitere
Ausfuhrungen zu den einzelnen Bestandteilen des Mikromilieus finden sich in den

folgenden Abschnitten.

1.2.3.1 Krebs-assoziierte Fibroblasten

Krebs-assoziierte Fibroblasten (cancer-associated fibroblasts, CAFs) stellen die wichtigste
zellulare Komponente des TMEs dar und sind entscheidend fur die Entstehung des
desmoplastischen Stromas im PDAC. Sie kdénnen bis zu 90% der Tumormasse in
Pankreaskarzinomen ausmachen (42). Es lasst sich zwischen krebsférdernden (=

promoting) pCAFs und krebshemmenden (= restraining) rCAFs unterscheiden (43).

pCAFs sind an verschiedenen Prozessen, wie der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT), Tumorzellmigration und -invasion sowie Metastasierung und Angiogenese beteiligt
(42,44,45).

rCAFs sind bisher noch weniger gut verstanden und charakterisiert. Eine Hypothese ist,
dass pCAFs aus rCAFs hervorgehen. Es ist aber auch mdglich, dass beide

Subpopulationen einen unterschiedlichen Ursprung aufweisen (43).

1.2.3.2 Pankreatische Stellatumzellen

Pankreatische Stellatumzellen (PSCs) sind myofibroblasten-&hnliche Zellen im exokrinen
Teil des Pankreas (46). Im gesunden Pankreasgewebe sind sie unter anderem fur die
Produktion von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) verantwortlich und damit fiir den Abbau
und Umbau der extrazellularen Matrix (47). Wéhrend der Karzinogenese kommt es zur
Aktivierung der PSCs, wodurch sie proliferieren (46) und uber verschiedene Signalwege,
beispielsweise Interleukin6-JAK-STAT-vermittelt oder Uber den Sonic-Hedgehog-

Signalweg, zu Desmoplasie filhren kénnen (48). Uber die Sekretion des Chemokins



CXCL12 kdénnen PSCs auch die CD8+ T-Zellmigration in das Tumorstroma vermindern und

so eine immunsuppressive Wirkung ausiben (49).

1.2.3.3 Immunzellen

Myeloide Suppressorzellen (MDSCs) stellen eine heterogene Gruppe unreifer myeloider
Zellen dar (50). Bei Patientiinnen mit PDAC konnten erhohte Level an MDSCs im
peripheren Blut festgestellt werden, was ein pradiktiver Marker fir ein
Chemotherapieversagen sein konnte (51). MDSCs kénnen mitunter durch Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) oxidativen Stress in T-Zellen verursachen und so eine
immunsuppressive Wirkung entfalten (52). Durch Depletion der Aminosédure L-Arginin
mittels der Enzyme Arginase-1 (Arg-1) und NO-Synthase (NOS) kénnen MDSCs auB3erdem

die Vermehrung von T-Zellen hemmen (53).

Makrophagen sind eine heterogene Zellpopulation mit unterschiedlichen funktionellen und
phéanotypischen Besonderheiten (54). Sie kénnen — vermittelt durch Wachstumsfaktoren
wie GM-CSF, Zytokine wie IL-3 und Chemokine wie CXCL12 und CCL2 — zu Tumotr-
assoziierten Makrophagen (TAMs) differenzieren (55,56). TAMs lassen sich in M1- und
M2-Makrophagen unterteilen. M1-Makrophagen haben durch Sekretion
proinflammatorischer Zytokine eine tumorizide Wirkung, wahrend M2-Makrophagen Uber
die Ausschuttung antiinflammatorischer Zytokine die Tumorprogression unterstitzen
(54,57). Ahnlich wie MDSCs kdénnen TAMs (ber Expression von Arginin-1 in den
Metabolismus von T-Zellen eingreifen (58) sowie Uber die Freisetzung von Transforming
Growth Factor beta (TGFB), IL-10 und Prostaglandin E2 (PGE2) regulatorische T-Zellen
(Tregs) rekrutieren und CD8+T-Zellfunktionen hemmen (59). Das Gesamtiberleben von
PDAC-Patient:innen mit einer hohen Anzahl an TAMs mit M2-Phanotyp im Tumorstroma
ist im Vergleich zu Patient:innen mit niedriger Infiltrationsrate von M2-Makrophagen
verklrzt (60).

B-Zellen produzieren Antikdrper und Zytokine und dienen als antigenprésentierende Zellen
(61-63). Eine Subspezies der B-Zellen sind die regulatorischen B-Zellen (Bregs), welche
Uber verschiedene Mechanismen, wie beispielsweise die Freisetzung von IL-10 und IL-35,
eine immunmodulierende Wirkung entfalten kénnen (63—66). Es konnte gezeigt werden,
dass IL-35 produzierende Bregs in der Pathogenese des PDAC einen tumorférdernden
Effekt aufweisen (67).

CD8+ zytotoxische T-Zellen (CTLs) spielen eine essenzielle Rolle in der antitumoralen

Immunantwort. Unter anderem Uber die Freisetzung zytotoxischer Molekile wie Perforin,



Granulysin und Granzyme verursachen CTLs eine Porenbildung in der Zielzelle, woraufhin
Caspasen und Endonukleasen aktiviert werden, welche den programmierten Zelltod
induzieren (68). Sind CTLs jedoch Uber langere Zeit den Tumorneoantigenen exponiert,
kann dies zu einer Erschdpfung der T-Zellen (T-cell exhaustion) fuhren, wodurch es zu einer
erhéhten Expression von Immune-Checkpoint Molekilen wie dem cytotoxic- T-lymphocyte
associated protein 4 (CTLA-4) und programmed cell death protein-1 (PD-1) kommt und ihre
Effektorfunktion vermindert wird (68,69). Tumoren exprimieren zudem PD-L1, den
Liganden fur PD-1, welcher auch in Pankreastumorzellen nachgewiesen werden konnte
(65,70).

CD4+ T-Helfer-Zellen (TH-Zellen) lassen sich in mehrere Subpopulationen mit
unterschiedlichen Funktionen unterteilen. TH-1-Zellen produzieren Interferon-gamma (IFN-
Y) und férdern die Aktivierung von CTLs, Natural Killer (NK-) Zellen und M1-Makrophagen
und unterstitzen damit die Tumorbekédmpfung (71,72). TH-2-Zellen sezernieren unter
anderem IL-4 und IL-13 und tragen somit zur Aktivierung von M2-Makrophagen bei (71),
welche wiederum das Tumorwachstum férdern kénnen (54,57). Uber die Produktion von
IL-4 und IL-5 tragen TH-2-Zellen auBerdem zur Entstehung von Allergien und Asthma, aber
auch zum Schutz vor Parasiten bei (71,72). Im PDAC konnte eine pradominierende TH-2-
Zellinfiltration gegenuber den TH-1-Zellen nachgewiesen werden, was mit einem
reduzierten Uberleben von PDAC Patient:innen einhergeht (73). Eine weitere Untergruppe
der T-Helfer-Zellen sind die TH-17-Zellen, welche unter anderem IL-17 produzieren (71,74)
und insbesondere in fortgeschrittenen Stadien des PDACs verstarkt vorkommen. Sie sind
mit einem kirzeren Gesamtiberleben und dem Auftreten von Metastasen im

Pankreaskarzinom vergesellschaftet (75).

Regulatorische T-Zellen (Tregs) haben die Aufgabe, durch Hemmung der Gbermé&Bigen
T-Zellaktivierung die Selbsttoleranz des Immunsystems zu regulieren und somit
beispielsweise Autoimmunerkrankungen vorzubeugen (76,77). Im Pankreaskarzinom
kénnen Tregs allerdings eine verstarkte Immunsuppression bewirken, in dem sie zum
Beispiel Zytokine wie IL-10 und TGFB sezernieren und damit T-Helferzell-Funktionen
hemmen (78). Sie sind daher mit einer Tumorprogression und Prognoseverschlechterung

assoziiert (79).

Mastzellen sind insbesondere fur IgE-vermittelte allergische Reaktionen und ihre damit
einhergehende Rolle bei Erkrankungen wie allergischem Asthma oder dem atopischen
Ekzem bekannt (80,81). Eine weitere wichtige Funktion haben Mastzellen in der Abwehr

von Pathogenen wie Bakterien und Parasiten (81,82). Im TME werden den Mastzellen
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sowohl pro— als auch antitumorigene Eigenschaften zugeschrieben. Einerseits ist
beschrieben, dass sie Uber die Rekrutierung von Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems antitumorale Effekte verstarken. Andererseits kdnnten sie auch zur
Tumorangiogenese Uber eine Freisetzung von VEGF sowie zum Abbau der EZM durch
Freisetzung von MMPs beitragen, was eine Metastasierung beglnstigen kénnte (83,84).
Es gibt Hinweise darauf, dass Mastzellen auch in der Entstehung und Progression des
PDACs eine Rolle spielen (85,86).

1.2.3.4 Extrazellulare Matrix und Angiogenese

Die Extrazellulare Matrix bildet mit ihren einzelnen Bestandteilen einerseits das nicht-
zellulare Gerust des Mikromilieus und ist andererseits Teil aktiver Prozesse und komplexer
Interaktionen (87,88), wodurch sie auch eine Rolle in der Pathogenese maligner
Erkrankungen spielt (4,34). Die wichtigsten Elemente der EZM sind Proteoglykane,
Kollagene, Elastin, Fibronektin, Laminin und Glykoproteine wie Tenascin und Periostin
(87,88). In der Karzinogenese des PDAC ist Kollagen | beispielsweise ein Hauptbestandteil
der ausgepragten Desmoplasie (89,90), groBe Mengen an Kollagen | sind mit einer
verschlechterten Prognose assoziiert (35). Des Weiteren ist bekannt, dass das
Glykosaminoglykan Hyaluronan (HA) im PDAC deutlich Uberexprimiert ist, was unter

anderem durch Verminderung der Zelladh&sion das Tumorwachstum férdert (91-93).

Auch die Angiogenese, also die Entstehung neuer BlutgefédBe, spielt fur die
Tumorentwicklung eine entscheidende Rolle, da maligne Zellen fiir ein schnelles Wachstum
ausreichend Sauerstoff und Nahrstoffe bendtigen (94,95). Der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor (VEGF) wird durch multiple Signalwege reguliert und ist in der
Angiogenese des PDAC von zentraler Bedeutung. Beispielsweise exprimieren die
Pankreastumorzellen STAT3 als Teil des JAK-STAT-Signalwegs, was zu einer erhdhten
Freisetzung von VEGF fuhrt (96). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Mucin-1 im duktalen Pankreaskarzinom zu einer Hypoxie-induzierten
Angiogenese fuhren kann (97). Therapeutische Anséatze, wie der Einsatz monoklonaler
Antikdrper gegen den Wachstumsfaktor VEGF, sind bisher allerdings Uberwiegend

erfolglos geblieben (98,99).
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Abbildung 1: Molekulargenetische, zellulare und immunologische Ereignisse wéahrend der
Karzinogenese des PDAC

(mit freundlicher Genehmigung von Haberle, L und Opitz, F, Institut fir Pathologie,
Universitatsklinikum Dusseldorf)

1.3 Vorlauferlasionen

1.3.1 Azinar-Duktale Metaplasie (ADM)

Auf der Basis von Untersuchungen genetisch modifizierter Mausmodelle entwickelte sich
die Annahme, dass das duktale Adenokarzinom des Pankreas aus einer Metaplasie-
Neoplasie-Karzinom-Sequenz heraus entsteht. Die metaplastische Komponente stellt
hierbei die sogenannte azinar-duktale Metaplasie (ADM) dar, aus welcher potentiell die
pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN) und konsekutiv das PDAC hervorgehen
kann (100,101).

Charakteristisch fur ADM-Lasionen ist die Transdifferenzierung azinarer Zellen zu einem
duktalen Phénotyp aufgrund von inflammatorischen und fibrotischen Prozessen, wie
beispielsweise bei chronischer Pankreatitis (101,102). Dieser Vorgang ist potentiell

reversibel (101).

Mikroskopisch kommt es bei ADM in frihen Stadien zu einer Abflachung von Azinuszellen.

Spater entwickeln sie neben teilweise noch intakten Azini tubuléare Strukturen, welche dann



schlussendlich von atrophischem, fibrotischem und entzindlichem Gewebe umgeben
werden (102) (siehe Abb. 2).

Wahrend immunhistologisch initial sowohl azindre als auch duktale Marker exprimiert
werden, kommt es in spateren Stadien einerseits zu einem Verlust der Expression azinarer
Marker wie zum Beispiel von Trypsin und Amylase sowie andererseits zu einer Expression
duktaler Marker wie beispielsweise Cytokeratin 7 (CK7) und CK19 (102-104).
Molekulargenetisch finden sich in ADM teilweise KRAS-Mutationen (104,105).

ADM rufen klinisch keine spezifischen Symptome hervor. Hinweise, dass ADM selbst das

Patient:innen Outcome beeinflussen, gibt es nicht (102).

Abbildung 2: Azinar-Duktale Metaplasie (HE-Farbung, 20x VergréBerung)

1.3.2 Pankreatische Intraepitheliale Neoplasie (PaniN)

Die pankreatische intraepitheliale Neoplasie ist eine mikroskopische Vorlauferlasion des
PDAC (100,106), welche sich in low- und high-grade L&sionen unterteilen lasst (107). Low-
grade-PanlIN finden sich insbesondere in Patient:innen Gber 40 Jahre und werden in ca. 16-
80% der Pankreasresektionen ohne Karzinom detektiert (108,109). Wéhrend low-grade-
PanIN eher mit gesunden, sowie Pankreata mit chronischer Pankreatitis oder nichtmalignen
Neoplasien assoziiert sind, treten high-grade-PanIN fast ausschlieBlich in maligne

verandertem Pankreasgewebe auf (105,108,109).

Bei PanIN handelt es sich um duktale L&sionen, sie zeigen also einen duktalen Phénotyp
und haben per definitionem einen maximalen Durchmesser von 0,5 cm (100,110). PanIN
finden sich klassischerweise in peripheren, inter- und intralobuldaren Gé&ngen und
insbesondere low-grade-Lasionen sind haufig in der Ndhe von azinar-duktalen Metaplasien

und fibrotischem Gewebe lokalisiert. Morphologisch weisen PanIN ein hochprismatisches



und muzinreiches Epithel mit mehr oder weniger ausgepragter papilléarer Architektur auf
(106,107) (siehe Abb. 3). Immunhistochemisch sind PanlIN positiv fir Mucin(MUC)5AC und
MUCS, d.h. die Epithelzellen zeigen eine gastrale Differenzierung (100,106).

Wahrend beim PDAC Mutationen der vier Gene KRAS, CDKN2A, TP53 und SMAD4 auf
molekularer Ebene eine entscheidende Rolle spielen (111), finden sich auch in low-grade-
PanIN in Uber 90% der Falle bereits KRAS-Mutationen (112). Seltener kénnen in high-
grade-PanIN auch Mutationen von CDKNZ2A detektiert werden. Alterationen der Gene TP53
und SMAD4 kommen hingegen kaum vor und treten nahezu ausschlieBlich in high-grade-
PanIN auf (113).

Aus Klinischer Sicht bleiben PanIN hédufig unentdeckt, da sie keine Symptome bei
Patient:innen verursachen, radiologisch nicht detektiert werden kénnen und somit lediglich
im Rahmen der histopathologischen Untersuchung von Pankreasresektaten identifiziert
werden. Low-grade-PanIN kommen hé&ufig auch in normalem Pankreasgewebe vor und
entarten selten (106,108,109). High-grade-PanIN finden sich hingegen fast ausschlieBlich
in Verbindung mit PDAC (108). Bei Auffinden von low-grade PanIN im Absetzungsrand
eines Pankreaskarzinomresektats ergibt sich hinsichtlich der Prognose keine Indikation zur
chirurgischen Nachresektion, die Rolle von high-grade PanIN im Absetzungsrand wird
kontrovers diskutiert (114,115).
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Abbildung 3: PanIN (HE-Farbung, 20x VergréBerung)
Abb. 3A: PanIN low grade
Abb. 3B: PanIN high grade
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1.3.3 Intraduktale Papillar-Muzindse Neoplasie (IPMN)

Intraduktale papillar-muzinése Neoplasien (IPMN) z&hlen, gemessen an Daten zu
chirurgischen Resektionen, zu den haufigsten zystischen Lasionen des Pankreas (116—
118). Sie treten bei Mannern und Frauen gleich oft auf (119) und das durchschnittliche Alter

bei Diagnosestellung liegt zwischen dem 60. Und 70. Lebensjahr (120,121).

IPMN lassen sich makroskopisch in Haupt- und Seitengang-IPMN unterteilen (100).
Hauptgang-IPMN entstehen im Ductus pancreaticus und finden sich zumeist im
Pankreaskopf, wohingegen es sich bei den IPMN vom Seitengang-Typ um periphere
Ganglasionen handelt, die ebenfalls haufig im Pankreaskopf, insbesondere im Processus
uncinatus, lokalisiert sind (106). Hauptgang-IPMN sind im Gegensatz zu Seitengang-IPMN
haufiger mit Karzinomen assoziiert, wodurch dieser Unterscheidung eine hohe klinische
Relevanz zukommt (122-124). IPMN werden in low-grade-Lasionen mit geringer oder
mittelgradiger Dysplasie und high-grade Lasionen mit hochgradiger Dysplasie untergliedert
(100).

Von klinischer Seite kénnen insbesondere Hauptgang-IPMN abdominelle Schmerzen,
einen obstruktiven |kterus und auch Gewichtsverlust oder Beschwerden im Sinne einer
chronischen Pankreatitis hervorrufen, wahrend Seitengang-IPMN meist asymptomatisch
sind (123,125).

Bei Auftreten einer Hauptgang-IPMN ohne invasiven Anteil besteht nach vollstandiger
Tumorresektion eine 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 85%, wohingegen Patient:innen mit
Hauptgang-IPMN mit assoziiertem invasivem Karzinom eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
nur ca. 48% aufweisen. Bei letzterem besteht allerdings eine groe Varianz abhangig von

der Art des Karzinoms und des Tumorstadiums (123).

Histopathologisch kénnen IPMN anhand ihrer Morphologie und ihres Immunprofils in drei

Subtypen klassifiziert werden: Gastrale, intestinale und pankreatobiliare IPMN (126).
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Abbildung 4: IPMN (HE-Farbung, 20x VergréBerung)
Abb. 4A: Gastrale IPMN, low grade

Abb. 4B: Gastrale IPMN, high grade

Abb. 4C: Intestinale IPMN, high grade

Abb. 4D: Pankreatobilidre IPMN, high-grade

1.3.3.1 Gastrale IPMN

Die haufigste Subgruppe stellen die gastralen IPMN dar. Die epitheliale Differenzierung
&hnelt der des Magenantrums, zudem besteht eine groBe Ahnlichkeit mit PanIN-Lésionen
(siehe Abb. 4A und B). Zur Unterscheidung von PanIN und kleinen Seitengang-IPMN
werden IPMN als Lasionen = 1 cm definiert, wahrend PanlIN in der Regel auf eine GréBe
von < 0,5 cm beschrénkt sind. Immunhistochemisch kénnen fir gewdhnlich die Muzine
MUCS5AC und MUCG6 detektiert werden (106). Molekulargenetisch werden bei IPMN vom
gastralen Typ in rund der Hélfte der Félle GNAS- und KRAS-Mutationen nachgewiesen
(127). In ca. 10% der Félle finden sich mit den gastralen IPMN assoziierte invasive
Karzinome (128), wobei gastrale IPMN und duktale Adenokarzinome auch zeitgleich ohne
unmittelbare bzw. eindeutige Assoziation auftreten kénnen (sog. concomitant Karzinome).
Zudem sind PDACs, die in Verbindung zu IPMN stehen, haufig kleiner und weniger invasiv,
was auf einer friheren Diagnosestellung oder glnstigeren biologischen Eigenschaften
beruhen kdnnte (129).
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1.3.3.2 Intestinale IPMN

IPMN vom intestinalen Typ finden sich Ublicherweise im Ductus pancreaticus (123) und
fhren durch eine ausgepragte Schleimproduktion mit konsekutiver Verlegung der
Pankreasgénge héaufig zu einer chronisch-obstruktiven Pankreatitis (106). Morphologisch
weisen die Epithelien der intestinalen IPMN Ahnlichkeiten mit villésen Kolonadenomen auf
(siehe Abb. 4C). Immunhistochemisch sind sie positiv fir MUC2, MUC5AC und CDX2
(121,130). Molekulargenetisch treten zumeist (in ca. 74 - 100 % der Félle) GNAS-
Mutationen auf, welche in der Regel bereits in low-grade Lé&sionen detektiert werden
kénnen (127,131). IPMN vom intestinalen Typ sind in ca. einem Drittel der Falle bei
Diagnosestellung mit muzinésen Adenokarzinomen assoziiert. Diese weisen eine bessere
Prognose als die duktalen Adenokarzinome auf, welche wiederum typischerweise eher aus
gastralen oder pankreatobilidren IPMN hervorgehen (106,132,133) oder ohne Assoziation

zu IPMN entstehen.

1.3.3.3  Pankreatobiliare IPMN

IPMN vom pankreatobiliaren Typ kommen wie die intestinalen IPMN typischerweise im
Hauptgang vor und sind insgesamt sehr selten. Sie bilden im Gegensatz zu den intestinalen
IPMN  wenig  Schleim (106,120,134). Pankreatobiliare  IPMN  exprimieren
immunhistochemisch MUC1 und MUC5AC (121,135). Molekulargenetisch finden sich
h&aufig TP53- und KRAS-Mutationen (136). Pankreatobilidre IPMN weisen in der Regel
hochgradige Dysplasien auf, in Uber der Hélfte der Félle liegt bei Diagnosestellung bereits

ein duktales Adenokarzinom vor (137).

1.3.4 Intraduktale Onkozytar-Papillare Neoplasie (IOPN)

Die intraduktale onkozytér-papillare Neoplasie wurde friher als Subtyp der IPMN
aufgefuhrt. Aufgrund molekularer Unterschiede und der besseren Prognose dieser Lasion
wird die IOPN inzwischen gemaB der WHO-Klassifikation zu Tumoren des

Verdauungstrakts von 2019 als eigenstandige Entitat gewertet (138).

IOPN sind sehr seltene Lésionen, die fur gewdhnlich im Pankreashauptgang vorkommen
und im Caput pancreatis zu finden sind (106,139). Sie produzieren wenig Schleim und
haben sowohl zystische als auch solide Anteile. Histologisch weisen sie baumartig
verzweigte Papillen und onkozytare Zellen auf (140,141) (siehe Abb. 5). Die fir IPMN
typischen KRAS- oder GNAS-Mutationen kommen in IOPN selten vor (142,143). In knapp
30% der Falle tritt ein invasives Karzinom auf, welches in der Regel aber mit einer guten

Prognose vergesellschaftet ist (140).
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Abbildung 5: 10PN (HE-Farbung, 20x VergréBerung)

1.3.5 Muzinds-zystische Neoplasie (MCN)

Muzints-zystische Neoplasien (MCN) stellen ca. ein Zehntel der zystischen Lasionen des
Pankreas dar und treten fast ausschlieBlich bei Frauen auf. Typischerweise finden sie sich
im Corpus-Cauda-Bereich des Pankreas als groBe, runde, uni- oder multilokulare

Raumforderungen ohne Verbindung zum Pankreasgangsystem (120,144,145).

Histologisch weisen MCN ein schleimbildendes Epithel und ein charakteristisches
subepitheliales ovarielles Stroma auf (146) (s. Abb. 6). Die Epithelzellen sind positiv fur
CEA und MUC5AC, wahrend das Stroma klassischerweise C")strogen- und
Progesteronrezeptoren, a-Inhibin und Calretinin exprimiert (145,146). In etwa 12% der Félle
liegt eine invasive Komponente vor, bei der sich typischerweise eine Positivitat fur MUC1
zeigt (142,145).

Molekulargenetisch werden insbesondere in low-grade MCN KRAS-Mutationen
beschrieben, wohingegen Alterationen der TP53 und SMAD4-Gene primér in high-grade
MCN Lésionen auftreten (146). Anders als bei IPMN konnten in MCN keine GNAS-

Mutationen gefunden werden (147).

Von klinischer Seite stehen abdominelle Schmerzen im Vordergrund. Auch Symptome wie
Fatigue, Gewichtsverlust oder eine akute Pankreatitis kbnnen auftreten (142). Aufgrund des
Entartungspotentials ist die zu bevorzugende Therapie eine vollstdndige chirurgische
Resektion (148). Bei Vorliegen nicht-invasiver MCNSs liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei

100%, bei Auftreten eines invasiven Karzinoms reduziert sich diese auf 57% (142).

14



Abbildung 6: MCN (HE-Farbung, 20x VergrdBerung)

1.4 Ziele der Arbeit
Fir die Karzinogenese und den spateren Behandlungsverlauf des PDAC spielt neben den
zugrunde liegenden zelluldren und molekularen Regulationsmechanismen auch das

immunologische Mikromilieu eine entscheidende Rolle (32,72).

Ziel der Arbeit ist daher ein tiefergreifendes Verstandnis der Mikroumgebung des PDAC mit
Fokus auf seine Vorlauferlasionen ADM, PanIN, IPMN, IOPN und MCN anhand der
Antikdrper-basierten Untersuchung verschiedener Proteine im Gewebe, die Aufschluss
Uber die koérpereigene Immunantwort und Einfliisse der Vorlduferlasionen und des PDACs

auf das Immunsystem geben.

Konkreter wurde hierbei mittels Multiplex-Immunhistochemie das Verhalten von B-Zellen,
T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen, regulatorischen T-Zellen, Makrophagen und
Mastzellen untersucht. Folglich kbnnen Anséatze zur Charakterisierung und Klassifizierung
der L&sionen neben morphologischen und molekularen Aspekten auch um immunologische

Faktoren ergénzt werden.

Dies bietet einen erweiterten Kenntnisgewinn zur Entstehung und Entwicklung des duktalen
Pankreaskarzinoms und somit die Mdglichkeit, exaktere prognostische Aussagen treffen zu
kénnen sowie gegebenenfalls Ansatzpunkte fur zielgerichtete Therapieformen zu

entschlisseln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Objekttrager

Engelbrecht GmbH (Edermiinde, DE)

Mikrotomklingen

pfm medical AG (KdIn, DE)

Pipettenspitzen

Starlab International GmbH (Hamburg, DE)

ReaktionsgeféaBe (0,2 — 2 ml)

SARSTEDT AG & Co. KG (Numbrecht, DE)

Reaktionsréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, AUT)

Gewebekasetten

R. Langenbrinck GmbH (Emmendingen, DE)

Deckgléaser

Engelbrecht GmbH (Edermiinde, DE)

2.1.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Xylol VWR International GmbH (Darmstadt, DE)
Ethanol VWR International GmbH (Darmstadt, DE)

Wasserstoffperoxid (H202)

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Ziegenserum

Abcam (Cambridge, UK)

DABS,3'-Diaminobenzidine (DAB)

Abcam (Cambridge, UK)

Mayers Hamalaunlésung

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Eukitt® Quick-hardening Mounting Medium

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

Triton-X

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA))

Natriumchlorid

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Tween® 20

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Formaldehyd 10%

neoFroxx GmbH (Einhausen, DE)

2.1.3 Puffer

Puffer
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Citratpuffer (pH6)

10 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
- Puffern am pH-Meter mit NaOH und HCL
- Auffillen mit Aqua dest. auf 11

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer) (pH9)

10 mM Tris

1 mM EDTA

- pH-Werteinstellung am pH-Meter mit NaOH
und HCL

- Auffillen mit Aqua dest. auf 11

Tris-buffered saline-Tween (TBS-T) (pH 7,6)

250mM TRIS

150 mM NaCl

- pH-Werteinstellung am pH-Meter mit NaOH
und HCL

- 0,1% Tween20

Blocking Solution

1% BSA in PBS
10% Ziegenserum
0,1% Triton-X

ARB6 Buffer Working Solution

Fertiglésung (Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA)

Neutral gepuffertes Formalin (NBF) (pH 7)

Formaldehyd 10%

Aqua dest.
NaH2PO4 4 g/L
2.1.4 Gerate und Ausristung
Gerite Hersteller
Pipetten Eppendorf AG (Hamburg, DE)
Mikrotom Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

TCS SP8 STED 3X Fluoreszenzmikroskop

Leica Microsystems (Wetzlar, DE)

Lichtmikroskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena, DE)

Dampfdrucktopf

Fissler GmbH (Idar-Oberstein, DE)

Vortexer

Bender & Hobein AG (Zirich, CHE)

Manual Tissue Arrayer MTA-1

Beecher Instruments, Inc. (Sun Prairie, WI,
USA)

Feinwaage Denver Instrument (New York, NY, USA)

pH-Meter Hanna Instruments Deutschland GmbH
(Véhringen, DE)

Tischzentrifuge Eppendorf AG (Hamburg, DE)
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Wasserbad Labortechnik GmbH+Co. KG (Lonsee-
Ettlenschief3, DE)

2.1.5 Kits

Kit Hersteller

Vectastain ABC Kit IgG Maus

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

Vectastain ABC Kit IgG Kaninchen

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)

Opal 7-Color Manual IHC Kit

Perkin Elmer (Waltham, MA, USA)

2.1.6 Antikorper

Priméare Antikérper

Antikérper Verdiinnung | Hersteller Produktnummer
Anti-CD68 (Monoclonal Mouse; | mIHC 1:100 Dako Deutschland | M0814
Clone KP1) GmbH (Hamburg, DE)
Anti-CD3 (Monoclonal Rabbit; | mIHC 1:60 DCS Innovative | C1597CO0lI
Clone SP7C) Diagnostik-Systeme

GmbH (Hamburg, DE)
Anti-CD20 (Monoclonal Mouse; | mIHC 1:600 Dako Deutschland | M0755
Clone L26) GmbH (Hamburg, DE)
Anti-Tryptase (Monoclonal | mIHC 1:2000 | DCS Innovative | TI868CO1
Mouse; Clone AA1) Diagnostik-Systeme

GmbH (Hamburg, DE)
Anti-CD163 (Monoclonal | mIHC 1:300 Bio-Rad Laboratories | MCA1853
Mouse; Clone EDHu-1) (Hercules, CA, USA)
Anti-CD8 (Monoclonal Mouse; | mIHC 1:125 Dako Deutschland | M7103
Clone C8/1448) GmbH (Hamburg, DE)
Anti-CD4 (Monoclonal Rabbit; | mIHC 1:75 DCS Innovative | CI85ICOI
Clone SP35) Diagnostik-Systeme

GmbH (Hamburg, DE)
Anti-Granzyme B (Monoclonal | mIHC 1:20 Dako Deutschland | M7235
Mouse; Clone GrB-7) GmbH (Hamburg, DE)
Anti-PD1 (Monoclonal Mouse; | mIHC 1:25 Cell Marque (Rocklin, | 315M-96
Clone NAT105) CA, USA)
Anti-FoxP3 (Monoclonal | mIHC 1:400 Abcam (Cambridge, UK) | ab20034
Mouse; Clone 236A/E7)
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Sekundére Antikérper

Antikérper Verdiinnung Hersteller Produktnummer
Pferd Anti-Maus-1gG 1:200 Vector Laboratories | PK-6102
(Burlingame, CA, USA)

Ziege Anti-Kaninchen | 1:200 Vector Laboratories | PK-6102

IgG (Burlingame, CA, USA)

Opal Polymer HRP | Ready-to-use PerkinElmer (Waltham, | NEL744001KT

Maus + Kaninchen MA, USA)

2.1.7 Software

Software Hersteller

Aperio ImageScope Leica Biosystems (Wetzlar, DE)

Microsoft Office Microsoft (Redmond, WA, USA)

FiJl National Institutes of Health (Bethesda, MD,
USA)

LAS X Core Leica Microsystems (Wetzlar, DE)

IBM SPSS Statistics 26 IBM (Armonk, NY, USA)

Zotero 6.0 beta Roy Rosenzweig Center for History and New
Media (Washington, DC, USA)

2.2 Methoden

2.2.1 Kollektiv

Es wurden aus den Archivbestdnden der Diagnostik des Instituts fir Pathologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf von 2008 bis 2019 Formalin-fixierte und in Paraffin
eingebettete Gewebebldcke verwendet und zu einem Kollektiv zusammengestellt. Diese
umfassen Gewebeproben von 76 Patient:innen, deren Pankreasgewebe Meta- oder

Neoplasien sowie teilweise maligne Verédnderungen aufwies.

2.2.2 Schneiden der Paraffinblocke
Die zuvor gekihlten Gewebebldcke wurden am Mikrotom mit einer Schnittdicke von 2 ym
geschnitten und in ein ca. 46°C heiBes Wasserbad tberflhrt, was zur Glattung beitragt. Im

Anschluss wurden die Schnitte auf einen Objekttréager aufgezogen und luftgetrocknet.

19



2.2.3 Immunhistochemie
Die immunhistochemischen Versuche erfolgten primér zur Etablierung der verwendeten
Antikérper an Tonsillengewebe als Voraussetzung fir die anschlieBende Durchfihrung der

fluoreszenzbasierten Multiplex-Immunhistochemie (mIHC).

Die Schnitte wurden zuné&chst fur eine Stunde bei 60°C im Brutschrank getrocknet, um die
Gewebeadhédsion am Objekttrager zu erhéhen. AnschlieBend erfolgte die
Deparaffinisierung des Gewebes fir 30 Minuten in Xylol. Zur Rehydratisierung wurden die
Schnitte dann in eine absteigende Alkoholreihe mit zunachst 100% Ethanol fir 15 Minuten
und anschlieBend 96% sowie 70% Ethanol fir jeweils 5 Minuten Uberfihrt. Daraufhin
wurden die Schnitte kurz in Aqua dest gewaschen. In einem néchsten Schritt erfolgte die
Antigendemaskierung im Dampfdrucktopf fir ca. 15 Minuten je nach Antikérper mit
Citratpuffer (pH6) oder TE-Puffer (pH9). Die Antigendemaskierung dient der
Wiederherstellung der durch den Fixierungsprozess veranderten Epitopkonformation im
Gewebe, wodurch eine  Antigen-Antikbrperbindung  wieder  mdglich  wird.
AnschlieBend wurden die Schnitte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur abgekuhlt,
woraufhin fir 5 Minuten ein Waschschritt mit TBS-T erfolgte. Daraufhin wurde ein 20-
minutiger Peroxidase-Block mit 3% H202 in PBS durchgefiihrt, wodurch die endogene
Peroxidaseaktivitdt im Gewebe gehemmt wird. Nach einem weiteren Waschvorgang mit
TBS-T wurde fir eine Stunde eine Blocking Solution, bestehend aus 10% Ziegenserum,
0,1% Triton und 1% bovinem Serumalbumin in PBS, auf die Schnitte pipettiert. Dadurch
kénnen unspezifische Bindungen vermindert und demzufolge Hintergrundsignale reduziert
werden. AnschlieBend wurde der Primére Antikdrper verdinnt mit Blocking Solution (wie
zuvor beschrieben) auf die Schnitte aufgetragen und fur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nachfolgend wurden die Schnitte erneut in TBS-T gewaschen. Daraufhin wurde
der sekundare, biotinylierte Antikdrper von Vector Laboratories in Abhé&ngigkeit des
Primérantikérpers mit Anti-Maus-IgG oder Anti-Kaninchen-IgG fur 30 Minuten in einer
Verdlnnung von 1:200 auf die Schnitte aufgetragen. Als Né&chstes wurde das ABC-
Reagens zur Detektion des Sekundarantikdrpers vorbereitet. Dieses besteht aus einem
Komplex aus Avidin, der biotinylierten Meerrettichperoxidase und PBS. Nach einem
Waschschritt mit TBS-T wurde das ABC-Reagens auf die Schnitte pipettiert und fur weitere
30 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS-T wurde fur circa 3 bis 4 Minuten
mit einer DAB-LO6sung geféarbt. Diese bestand aus 4 pl Chromogen und 200 ul
Puffersubstrat. Nach kurzem Waschen in Leitungswasser wurde anschlieBend mit
Hamalaunlésung fur 10-15 Sekunden gegengeféarbt. Daraufhin wurden die Schnitte

grundlich unter flieBendem Leitungswasser fur 2 Minuten gewaschen. Nachfolgend wurde
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das Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%, 96% und 100% Ethanol
dehydriert und fur 5 Minuten in Xylol gegeben. Zuletzt wurde je ein Tropfen
Eindeckelmedium von Vectashield auf die Schnitte aufgetragen und das Gewebe mit einem

Deckglaschen bedeckt.

Tabelle 1: Imnmunhistochemie-Protokolle

Priméarantikérper Verdiinnung Antigendemaskierung | Sekundarantikérper
CD3 1:100 Citratpuffer IgG Kaninchen
CDh4 1:75 TE-Puffer IgG Kaninchen
CD8 1200 Citratpuffer IgG Maus
CD20 1:400 TE-Puffer IgG Maus
CD68 1:100 TE-Puffer IgG Maus
CD163 1:400 TE-Puffer IgG Maus
Tryptase 1:1500 Citratpuffer IgG Maus

PD1 1:25 TE-Puffer IgG Maus
FoxP3 1:600 TE-Puffer IgG Maus
Granzyme B 1:20 TE-Puffer IgG Maus

2.2.4 Tissue Microarrays

In Vorbereitung fur die Durchfihrung der Multiplex-Fluoreszenz-Immunhistochemie wurden
aus dem Pankreasgewebe Tissue Microarrays (TMAs) angefertigt. Dabei werden aus
Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten (FFPE)-Blocken bestimmte Zielregionen,
welche zuvor anhand von HE-Schnitten definiert und markiert wurden, mit einem TMA-
Gerét ausgestanzt und in einem leeren Paraffinblock zusammengeflgt (s. Abb. 7A und 7B).
Hierflir wurden Stanzzylinder mit 2 mm Durchmesser verwendet, wodurch sowohl die
Vorlauferldsionen bzw. das Tumorgewebe als auch die umgebende Mikroumgebung
moglichst représentativ abgebildet werden konnte. Als Positivkontrolle wurde
Tonsillengewebe verwendet. Hiervon wurden ebenfalls Gewebeproben auf die TMAs
Uberfuhrt.

Die Verwendung von TMAs im Vergleich zu normalen Gewebeschnitten hat zum einen den
Vorteil, dass weniger Versuchsmaterial benétigt wird und der zeitliche Aufwand der
Versuche vermindert wird. Zum anderen kdnnen die verschiedenen Gewebestanzen im
Vergleich zueinander besser beurteilt werden, weil exakt gleiche Versuchsbedingungen

gegeben sind.
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Abbildung 7: Tissue Microarrays
Abb. 7A: Parrafinblock mit Gewebestanzen
Abb. 7B: HE-Farbung von Tissue Microarrays

2.2.5 Multiplex-Fluoreszenz-Immunhistochemie

Die Multiplex-Fluoreszenz-Immunhistochemie ist eine Methode, welche es erlaubt, mehrere
Antigen-Antikérper-Farbungen gleichzeitig an einer Gewebeprobe durchzufihren. Dies
bietet zum einen den Vorteil, dass insgesamt weniger Gewebe fur die Farbungen bendtigt
wird. Zum anderen kann sich hierdurch auch die Aussagekraft der Farbungen erhéhen, da
Abweichungen zwischen den Versuchsbedingungen vermieden werden und die Farbungen
direkt an einem Gewebe miteinander  verglichen werden kénnen.
Das Prinzip der Multiplex-Immunhistochemie beruht auf der Tyramide Signal Amplification
(TSA). Hierbei entsteht nach vorangehender Antigen-Antikérperbindung eine kovalente,
permanente Bindung zwischen einem Tyramide-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff und den
Tyrosinbindungsstellen des Antigens. Wahrend der Primar- und
Sekundéarantikdrperkomplex durch Hitzebehandlung vom Antigen gel6st werden kann,
bleibt eine permanente Bindung zwischen dem Antigen und dem Fluorophor bestehen. So
kénnen konsekutiv neue Priméarantikérper und neue Fluoreszenzfarbstoffe verwendet

werden, ohne dass die Farbung vorheriger Antigene verloren geht (Abb. 8).
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Abbildung 8: Grundprinzip der TSA-basierten Fluoreszenz-mIHC
Der Sekundarantikdrper bindet zunachst an den mit dem Antigen gebundenen Primérantikdrper.
AnschlieBend erfolgt die Aktivierung und kovalente Bindung des Tyramide-Fluorophors an die
Tyrosinbindungsstellen des Antigens. Unter Hitzeinduktion werden der Primdr — und
Sekundérantikdrper abgelost, das Fluoreszenzsignal verbleibt am Antigen.
(Modifiziert nach Cell Signaling Technology, 2016)

Antigen Tyrosinrest Priméarantikérper

Zunachst wurden die Schnitte fur eine Stunde bei 65°C getrocknet und anschlieBend fur 30
Minuten in Xylol deparaffinisiert. Daraufhin wurden die Objekttréager fir je 10 Minuten in eine
absteigende Alkoholreihe mit 100%, 95% und 70% Ethanol tberfihrt und dann in Aqua dest
gewaschen. AnschlieBend erfolgte ein Schritt zur Fixierung des Gewebes in 10% neutral
gepuffertem Formalin fir 20 Minuten. Nach erneutem Waschen in Aqua dest wurden die
Schnitte in eine Pufferlésung (AR6 Buffer) Uberfihrt und zur Antigendemaskierung fir 15
Minuten bei mittlerer-niedriger Stufe in der Mikrowelle erhitzt. Nachfolgend wurden die
Objekttréager fur 30 Minuten in der Pufferlésung abgekuhlt und dann in Aqua dest und TBS-
T gewaschen. Daraufhin erfolgte ein 20-minutiger Peroxidase-Block mit 3% H202 in PBS.
Nach erneutem Waschen wurde die Antibody Blocking Solution (Fertiglésung) von Perkin
Elmer auf die Schnitte aufgetragen und far 10 Minuten auf den Objekttradgern belassen.
Danach wurde der erste Priméarantikérper (CD20 in Panel 1 bzw. FoxP3 in Panel 2)
verdunnt mit dem Antibody Diluent/Blocking Solution auf die Schnitte pipettiert und Uber
Nacht im Kuhlschrank inkubiert. Am néchsten Morgen wurden die Schnitte flr dreimal zwei
Minuten in TBS-T gewaschen. Dann wurde der Sekundérantikérper (Fertiglésung, Opal

Polymer HRP Maus und Kaninchen Antikérper) aufgetragen und fir 10 Minuten bei
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Raumtemperatur darauf belassen, gefolgt von einem weiteren Waschschritt mit TBS-T. Um
ein Fluoreszenzsignal zu generieren, wurde anschlieBend die Opal Fluorophore Working
Solution, bestehend aus einem Fluoreszenzfarbstoff und Amplification Diluent, im
Verhéltnis 1:100 auf die Schnitte gegeben und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Jeder Fluoreszenzfarbstoff wurde zuvor in je 75 pl Dimethylsulfoxid (DMSO)
aufgeldst und bei -20 Grad Celsius gelagert. Im Anschluss erfolgte wieder ein Waschschritt
in TBS-T. Um einen neuen Primé&rantikérper auftragen zu kénnen, ohne dass es zu einer
ungewollten Bindung des Sekundérantikérpers an den zuvor aufgetragenen
Primérantikbrper kommt, musste der Primér-Sekundér-Antikérperkomplex vom Gewebe
geldst werden. Dies erfolgte durch erneutes Erhitzen der Schnitte fir 15 Minuten in der
Mikrowelle. Nach Abkuhlen der Objekttrager wurde das Protokoll wieder ab dem Schritt,
den Blocking Buffer aufzutragen, neu begonnen. Jeder nachfolgende Priméarantikérper
wurde fur jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und mit einem neuen
Fluoreszenzfarbstoff eines anderen Wellenlangenbereichs markiert. Zum Schluss wurden
die Schnitte mit der 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Working Solution, bestehend aus
zwei Tropfen DAPI und 1ml TBS-T, fiur fanf Minuten gegengefarbt und ein letztes Mal fur je
zwei Minuten in TBS-T und Wasser gewaschen und am Ende mit Eindeckmedium und
einem Deckglaschen bedeckt.

Die Reihenfolge der Priméarantikbrper und die Kombination mit den jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoffen stellte bei der Etablierung der Multiplex-Fluoreszenz-IHC den

entscheidenden Punkt zur Verbesserung der Qualitat der Farbungen dar.

Im Folgenden ist in Tabelle 2 fir Panel 1 und in Tabelle 3 fur Panel 2 die Reihenfolge der
Priméarantikbrper mit der jeweiligen Verdlinnung in der mIHC sowie dem verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff aufgeflhrt. Tabelle 4 stellt die Opal Fluorophore mit ihrer jeweiligen

Wellenlange dar.

Tabelle 2: mIHC-Protokoll Panel 1

Reihenfolge Primérantikdrper Verdiinnung Fluoreszenzfarbstoff
1. CD20 1:600 Opal 540
2. Tryptase 1:2000 Opal 620
3. CD3 1:60 Opal 520
4. CDe68 1:100 Opal 570
5. CD163 1:300 Opal 690
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Tabelle 3: mIHC-Protokoll Panel 2

Reihenfolge Primérantikdrper Verdiinnung Fluoreszenzfarbstoff
1. FoxP3 1:400 Opal 620
2. CDs8 1:125 Opal 570
3. PD-1 1:25 Opal 540
4. CD4 1:75 Opal 520
5. Granzyme B 1:20 Opal 690

Tabelle 4: Opal Fluorophore und ihre Wellenldngen

In

Fluorophor Exzitation (nm) Emission (nm)
Spectral DAPI 358 461
Opal 520 494 525
Opal 540 523 536
Opal 570 550 570
Opal 620 588 616
Opal 690 676 694
Abb. 9 ist exemplarisch das multiplex-gefarbte Immunmikromilieu zweier

Vorlauferlasionen dargestellt.

Abbildung 9: Multiplex-Fluoreszenzfarbung
Abb. 9A: Multiplex-Bild einer PanIN-Lésion
Abb. 9B: Multiplex-Bild einer intestinalen IPMN high grade Léasion
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2.2.6 Datenverarbeitung

Das Mikroskopieren der geféarbten Multiplex-Proben erfolgte mit dem Leica TCS SP8 STED
3X Konfokalmikroskop. Dieses erlaubt eine optimale Anpassung an die
Anregungswellenlédnge der jeweiligen Fluorophore und ein simultanes Einsetzen mehrerer

Anregungslinien.

Die Bilderfassung fur die nachfolgende Auswertung wurde im Anschluss mit der Leica LAS

X Softwareplattform durchgefuhrt.

Zur Auswertung der Farbungen wurde schlieBlich die Software FlJI/Imaged verwendet.
Da sich die Farbungen je nach Marker hinsichtlich Morphologie, Gr6B8e und Intensitat
unterschiedlich verhalten und zudem teilweise veradnderte Bedingungen, z.B. durch
unterschiedlich starke Hintergrundsignale bestanden, war es erforderlich, fir jeden Marker
eine separate Analyse durchzuflhren. Hierfir wurden, in Zusammenarbeit mit dem Center
for Advanced Imaging der Heinrich-Heine-Universitat, fur alle Marker individuelle Makros
zur automatisierten Bildanalyse codiert. Anhand dieser wurden unter anderem
GréBenminima und -maxima festgelegt, Threshold-Einstellungen angepasst sowie

Hintergrundfarbungen reduziert (s. Abb. 10).
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Abbildung 10: Auswertung mit Leica LAS X und ImageJ

Abb. 10A: Fluoreszenzgefarbtes Bild nach Erfassung mit der Leica LAS X Software
Abb. 10B: Erkennung der einzelnen Zellen (rot umrandet) nach Bildanalyse mit ImagedJ
Abb. 10C: Exemplarischer Ausschnitt eines Makros fiir den Marker CD3

2.2.7 Statistische Auswertung

Nach der Auszéhlung der Farbungen wurden die Daten in Exceltabellen tberflhrt. Die
Werte wurden zur besseren Vergleichbarkeit dann auf die Gesamtzellzahl (anhand von
DAPI-Féarbungen) sowie die jeweilige Gewebeflache normiert. Die statistische Auswertung
erfolgte im Anschluss mit SPSS. Nach Widerlegung der Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk-Test wurde der nicht-parametrische Datensatz bei

Vorliegen von mehr als zwei Gruppen weiter mit dem Kruskal-Wallis-Test und im Anschluss
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mit der Dunn-Bonferroni-Korrektur als post-hoc Analyse ausgewertet. P-Werte unter 0,05

wurden als statistisch signifikant gewertet (p <0,05="*, p <0,01 =**, p < 0,001 = ***).

2.3 Ethikvotum

Die Verwendung der Gewebeproben wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitdt Dusseldorf im Rahmen des Ethikvotums
»Molekulare Analysen zur malignen Progression von Tumoren an FFPE-Gewebeproben
aus Altbestanden der Diagnostik (Pathologie), welche nicht mehr flr die Diagnostik benétigt
werden“ mit dem Aktenzeichen 3821 genehmigt. Die Verarbeitung der Proben erfolgte

pseudonymisiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Antikorper

Die verwendeten Immunmarker wurden zun&chst mittels klassischer Immunhistochemie an

Tonsillengewebe etabliert. Die Ergebnisse sind in Abb. 11 abgebildet.

Abbildung 11: Immunhistochemische Etablierung der Marker an Tonsillengewebe. Zeiss
Axioskop 2 plus. VergréBerung: 20x

Im Anschluss konnten die Marker dann fir die fluoreszenzbasierte Multiplex-
Immunhistochemie optimiert und mit dem Leica TCS SP8 STED 3X Konfokalmikroskop
aufgenommen werden. Im Folgenden (Abb. 12) sind die einzelnen Marker nach der

Etablierung an Tonsillengewebe dargestellt.
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Tryptase

Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der einzelnen Marker
Tonsillengewebe. Leica TCS SP8 Mikroskop, VergréBerung: 20x




3.2 Deskriptive Analyse der Patient:innencharakteristika

Von 76 Patientinnen wurden je nach vorhandener Diagnose insgesamt 221
Gewebeproben verwendet. Davon enthélt das Kollektiv 69 Proben von Normalgewebe, 108
Vorlauferlasionen und 44 Tumorproben (= PDAC, davon jeweils 22 aus zentralen und 22
aus peripheren Tumoranteilen). Im Detail sind die Informationen nachfolgend in Tabelle 5

und Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 5: Deskriptive Analyse nach Patient:innen. Aufgelistet ist die Anzahl der Patient:innen
mit Alter und Geschlecht. Die Altersangaben beziehen sich auf das Alter bei Diagnosestellung in
Jahren.

Patient:innen Alter Geschlecht
gesamt Minimum | Maximum | Median | Mittelwert | Mannlich Weiblich
76 26 84 72 67 41% 59%

Tabelle 6: Deskriptive Analyse nach Diagnosen. Aufgelistet sind die Anzahl und der
prozentuale Anteil der verschiedenen diagnostizierten Vorlduferldsionen sowie Normalgewebe und
PDAC (= Tumor zentral und Tumor peripher) mit Alter und Geschlecht der Patient:innen. Die
Altersangaben beziehen sich auf das Alter bei Diagnosestellung in Jahren.

Geschlecht Alter
weiblich mannlich Gesamt
Anzahl Prozent | Anzahl Prozent | Anzahl Median | Minimum | Maximum
Diagnose  Normalgewebe 41 59,4% 28 40,6% 69 73 26 84
ADM 9 56,3% 7 43 8% 16 72 55 &3
PanIMN low grade 13 52,0% 12 48,0% 25 74 37 83
PanIN high grade 3 42.9% 4 57.1% 7 77 64 81
Gastrale IPMN low 17 60,7% 11 39,3% 28 75 56 84
grade
Gastrale IPMN high 5 71,4% 2 28,6% 7 76 56 83
grade
Intestinale IPMN low 3 60,0% 2 40,0% 5 74 57 82
grade
Intestinale IPMN high & 66,7% 3 33,3% 9 67 55 74
grade
Pankreatobilidre IPMMN 0 0,0% 1 100,0% 1 67 67 67
IOPN 1 100,0% 0 0,0% ¥ 76 76 76
MCN low grade 7 87.5% 1 12,5% 8 46 26 64
MCN high grade 1 100,0% 0 0,0% 1 37 37 37
Tumor zentral 11 50,0% 11 50,0% 22 76 37 83
Tumor peripher 11 50,0% i 50,0% 22 76 64 83
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3.3 Testung auf Normalverteilung

Zunachst wurden die Daten mittels Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk-Tests auf
Normalverteilung untersucht. Wie der untenstehenden Tabelle 6 zu entnehmen ist, ergab
sich fur alle Werte eine Signifikanz von 0,0. Somit konnte gezeigt werden, dass die Daten
bei p < 0,05 nicht normalverteilt sind. Folglich wurden fur die weitere Auswertung nicht-

parametrische Tests verwendet.

Tabelle 7: Test auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-wilk

Statistik df Signifikanz | Statistik df Signifikanz
CD3 143 213 000 B28 213 000
Co20 291 213 000 a5l 213 000
CDBE 153 213 000 LB55 213 000
Tryptase ,195 213 000 g9 213 000
D163 142 213 L0000 857 213 000
CD4 194 213 000 B3 213 000
PD1 350 213 ,000 384 213 000
CDE 160 213 000 847 213 000
FoxP3 276 213 000 593 213 000
GranzymeB ,301 213 000 479 213 000

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

3.4 Zellen der angeborenen Immunantwort

Als Mastzellmarker wurde Tryptase genutzt. Die Anzahl der Mastzellen war in allen
Vorlauferlasionen mit der Ausnahme von MCN signifikant erhdéht im Vergleich zu
Normalgewebe. Besonders statistisch signifikant waren die Unterschiede von ADM (p <
0,001), PanIN (p < 0,001), gastralen IPMN (p < 0,001) und intestinalen IPMN (p < 0,05)
verglichen mit Normalgewebe. Im Verhaltnis zu MCN fanden sich in allen Vorlauferlésionen
(mit Ausnahme von intestinalen IPMN) signifikant gesteigerte Mastzellzahlen (siehe Abb.
13). Ebenso war die Anzahl der Tryptase+ Mastzellen in gastralen IPMN im Vergleich zu

Tumorgewebe signifikant erhéht (p < 0,05).
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Abbildung 13: Vergleich der Tryptase+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlduferldsionen
und Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-
Test. Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p <
0,05, ** =p < 0,01, *** =p < 0,001

Zur Detektion von Makrophagen im Allgemeinen wurde CD68 als Marker verwendet. Dabei
zeigten sich grundséatzlich in allen Vorlduferlasionen mehr CD68 positive Zellen im
Vergleich zu Normalgewebe. Signifikant erhdht waren die Makrophagen in ADM (p <0,001),
PanIN (p < 0,05) sowie PDAC (p < 0,001) im Verhéltnis zu Normalgewebe. High-grade
PanIN zeigten einen erhéhten Median der CD68+ Farbungen im Vergleich zu PanIN low
grade Lé&sionen, der Unterschied war jedoch nicht signifikant. Weiterhin fanden sich im
Verhéltnis zu gastralen IPMN vermehrt Makrophagen in ADM (p < 0,05) und PDAC (p <
0,05).

33



50,00% ! *
| wews |

40,00%

30,00%

|
|
20,00%
10,00% i
00%
o
5 g
= 3
= =]
=2

CD68

z > 3 3 o = 2
s B 8 2 5 8 8
3 = g & £ = ¥
% 5 5 B
8 > & 5
S T ° &
m = < =
g = = T
=z m
%
=
=
Diagnose

Abbildung 14: Vergleich der CD68+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferlasionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.
Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ™" =p < 0,001

Zusatzlich wurde CD163 zur immunhistochemischen Farbung von M2-Makrophagen
genutzt. Wie in Abb. 15 zu sehen ist, lieBen sich im Vergleich zu Normalgewebe
insbesondere deutliche Anstiege der CD163+ Zellen in ADM (p < 0,07) und Tumorgewebe
(p < 0,001) feststellen. Die anderen Vorlduferlasionen wiesen eher niedrige CD163+
Zellzahlen auf. Die Anzahl der CD163+ Zellen war zudem im PDAC im Vergleich zu

gastralen IPMN signifikant erhdht (p < 0,007).
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Abbildung 15: Vergleich der CD163+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlduferldsionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.

Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ** =p<0,001
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Abbildung 16: Vergleich der CD68+ (hellblau) und CD163+ Zellen (dunkelblau) zwischen
Normalgewebe, zentralen und peripheren Tumoranteilen. Die CD68+ und CD163+ Zellen sind
im Tumorgewebe signifikant erhéht im Vergleich zu Normalgewebe.
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Abbildung 17: CD68+ Zellen (pink) und CD163+ Zellen (lila) in der Fluoreszenz-
Immunhistochemie im Vergleich zwischen Normalgewebe und PDAC zentral und peripher.
Reprasentative Abbildung. Es finden sich mehr CD68+ und CD163+ Zellen im Tumorgewebe als im
Normalgewebe. Grauféarbung: DAPI. VergroBerung: 20x

3.5 Zellen der erworbenen Immunantwort

Zur Untersuchung von B-Zellen wurde das Protein CD20 als genereller B-Zell-Marker

verwendet.
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Im Median zeigten sich, wie auch Abb. 18 zu entnehmen ist, die CD20+ B-Zellen in
samtlichen Vorlauferlasionen sowie auch dem PDAC deutlich niedriger im Vergleich zu den
CD3+ T-Zellen.
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Abbildung 18: Median der CD3+ Zellen (dunkelblau) im Vergleich zu CD20+ Zellen (hellblau).
Graphische Darstellung der Mediane im gruppierten Balkendiagramm. Uber alle dargestellten
Vorlauferldsionen hinweg sowie im Normalgewebe und dem Tumorgewebe ist der Median der
CD20+ Zellen gegenlber den CD3+ Zellen deutlich geringer.

Wie in Abb. 19 graphisch dargestellt, wurde Normalgewebe mit Vorlduferlasionen und
Gewebeproben des PDAC im Hinblick auf CD20 positive Zellen verglichen. Die CD20-
Zellzahl (B-Zellzahl) zeigte sich in allen Vorlauferldsionen und im Tumorgewebe im
Vergleich zum Normalgewebe signifikant erhdéht. Es fanden sich signifikant mehr B-Zellen
in ADM (p < 0,001), PanIN (p < 0,001), gastralen IPMN (p < 0,001), intestinalen IPMN (p <
0,01), MCN (p < 0,05) und Tumor (p < 0,001) im Verhaltnis zu Normalgewebe.

Tendenziell zeigten sich bei genauer Differenzierung des Dysplasiegrades im Median mehr
positive CD20 Zellen in den high-grade L&sionen von PanIN, gastralen und intestinalen

IPMN verglichen mit den korrespondierenden low-grade Lasionen.
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Abbildung 19: Vergleich der CD20+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferlasionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.
Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ™" =p < 0,001

In Abb. 20 sind vergleichend die Unterschiede zwischen den Vorlauferlasionen,
Normalgewebe und Tumorgewebe im Hinblick auf die CD3-Zellzahl, stellvertretend fur die
Gesamtheit der T-Zellen, dargestellt. Es konnte ein signifikanter Anstieg der T-Zellzahl von
ADM (p <0,001), PanIN (p < 0,001) und gastralen IPMN (p < 0,001) verglichen mit
Normalgewebe festgestellt werden. High-grade PanIN wiesen im Verhéltnis zu low-grade
PanIN im Median tendenziell mehr CD3+ Zellen auf. Ebenso fanden sich signifikant mehr

T-Zellen in Tumorgewebe im Vergleich mit Normalgewebe (p < 0,001).
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Abbildung 20: Vergleich der CD3+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferlasionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.
Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ™ =p<0,001
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IPMIN gastric low grade IPMN gastric high grade

Abbildung 21: CD3+ Zellen (gelb) in der Fluoreszenz-immunhistochemie im Vergleich
zwischen Normalgewebe, ADM, PanIN high grade sowie gastralen IPMN low und high grade.
Représentative Abbildung. Es finden sich mehr CD3+ Zellen in den aufgefiihrten Vorlauferlasionen
als im Normalgewebe. Graufarbung: DAPI. VergréBerung: 20x

Stellvertretend fir den Anteil an zytotoxischen T-Zellen wurde CD8 als Marker fur die
Immunhistochemie verwendet. In Abb. 22 sind die verschiedenen Lasionen jeweils im
Bezug auf die CD8-Zellzahl dargestellt. Es lieBen sich nach statistischer Auswertung
signifikante Anstiege der Anzahl an CD8+ Zellen von ADM (p < 0,01), PanIN (p < 0,07) und
gastralen IPMN (p < 0,001) verglichen mit Normalgewebe ableiten, wobei sich in high-grade

Panin und low-grade gastralen IPMN jeweils tendenziell hdhere Mediane zeigten.

Als weiterer Marker wurde zur genaueren ldentifizierung der zytotoxischen T-Zellen
Granzyme B genutzt. Im Rahmen der Multiplex-IHC konnten hier allerdings (bei positiver
externer Kontrolle an normalem Tonsillengewebe) nur wenige Pankreaszellen geférbt
werden und es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten

Vorlauferlasionen, Tumor— und Normalgewebe.
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Abbildung 22: Vergleich der CD8+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferlasionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.

Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ™ =p<0,001
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Abbildung 23: Vergleich der CD3+ (hellblau) und CD8+ Zellen (dunkelblau) zwischen
Normalgewebe, ADM und PanIN high grade. Die CD3+ und CD8+ Zellen sind in ADM und PanIN
high grade signifikant erhéht im Vergleich zu Normalgewebe.
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Abbildung 24: Vergleich der CD3+ (hellblau) und CD8+ Zellen (dunkelblau) zwischen
Normalgewebe, gastralen IPMN low grade und high grade. Die CD3+ und CD8+ Zellen sind in
low grade gastralen IPMN signifikant erhéht im Vergleich zu Normalgewebe. Fur gastrale IPMN high
grade ergeben sich im Vergleich keine signifikanten Zellzahlverédnderungen.
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Abbildung 25: CD8+ Zellen (pink) in der Fluoreszenz-immunhistochemie im Vergleich
zwischen Normalgewebe, ADM, PanIN high grade sowie gastralen IPMN low und high grade.
Représentative Abbildung. Es finden sich mehr CD8+ Zellen in den aufgefiihrten Vorlauferlasionen
als im Normalgewebe. Graufarbung: DAPI. VergréBerung: 20x

Zur Evaluation der T-Helferzellen wurde CD4 als Marker verwendet. In Abb. 26 dargestellt
ist die Zahl der CD4+ Zellen verglichen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen und
Tumorgewebe. Es zeigten sich signifikant hbhere T-Helfer-Zellzahlen in ADM-L&sionen (p
< 0,01), PanIN (p < 0,01), gastralen IPMN (p < 0,05) sowie PDAC (p < 0,0017) im Vergleich

zu Normalgewebe.
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Abbildung 26: Vergleich der CD4+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferlasionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.
Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ™" =p < 0,001

FoxP3 wurde als Marker flur die regulatorischen T-Zellen verwendet. Wie in Abb. 27
dargestellt, fanden sich insgesamt sowohl im Normalgewebe als auch in den
Vorlauferlasionen und dem PDAC geringe FoxP3-Zellzahlen. Es ergab sich im Vergleich zu
Normalgewebe eine signifikante Vermehrung der FoxP3+ Zellen in ADM (p < 0,01), PanIN
(p < 0,05), gastralen IPMN (p < 0,07) und Tumor (p < 0,001).
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Abbildung 27: Vergleich der FoxP3+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferlasionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.
Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ™" =p < 0,001

Zur Evaluation der Rolle von Immune-Checkpoints im PDAC und seinen Vorlauferlasionen
wurde PD-1 als Marker genutzt. Es konnten signifikante Steigerungen der PD-1+ Zellen fur
ADM (p < 0,05), PanIN (p < 0,01) gastralen IPMN (p < 0,01) und PDAC (p < 0,05) im
Vergleich zu Normalgewebe festgestellt werden (vgl. Abb. 28). Insgesamt waren (bei
positiver externer Kontrolle an normalem Tonsillengewebe) nur wenige PD-1+ Zellen in den

verschiedenen Pankreasgeweben zu identifizieren.
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Abbildung 28: Vergleich der PD-1+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen und
Tumor ohne Beriicksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels Kruskal-Wallis-Test.
Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, **
=p<0,01, ** =p < 0,001
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4 Diskussion

Das Tumormikromilieu im PDAC stellt einen wichtigen Faktor in Bezug auf die
Tumorprogression und -metastasierung dar (32,33). Insgesamt wird das PDAC
Uberwiegend zu den immunsuppressiven Tumorentitaten gezéhlt (149,150). Dies deckt sich
weitestgehend mit unseren Ergebnissen, welche zeigen, dass das Immuninfiltrat sowohl in
zentralen als auch peripheren Tumoranteilen im Vergleich zu Normalgewebe verstarkt
durch FoxP3+ Zellen, CD4+ T-Zellen sowie CD68+/CD163+ Makrophagen charakterisiert

ist.

Gleichzeitig gibt es bislang nur wenige Daten zur Untersuchung friher Stadien der
Tumorgenese des PDACs. In dieser Promotionsarbeit wurden Bestandteile des
angeborenen und adaptiven Immunsystems und ihr Verhalten im Verlauf der Entstehung
des PDAC mit Fokus auf verschiedene Vorlauferldsionen genauer untersucht. Wir konnten
zeigen, dass die Zusammensetzung der Immunzellen in Vorlduferlasionen des PDAC sehr
heterogen ist. Dies gibt Hinweise darauf, dass Immunzellen eine aktive Rolle in der
Karzinogenese des PDAC spielen und die Entwicklung des PDAC einer dynamischen

Beziehung zwischen dem Immunmikromilieu und epithelialen Zellen unterliegt.

Im Folgenden sollen die erarbeiteten Ergebnisse dieses Promotionsprojekts in den Kontext
der wissenschaftlichen Datenlage eingeordnet werden. Hierfir werden zunéchst die Zellen
der angeborenen Immunantwort, gefolgt von den Zellen der erworbenen Immunantwort,
naher beleuchtet. Im Anschluss werden weitere wichtige Aspekte zu Unterschieden der
jeweiligen Vorlauferlasionen sowie zur klinischen Relevanz und Herausforderungen bzw.

Limitationen der Arbeit dargestellt.

4.1 Rolle von Makrophagen in Vorlauferlasionen des duktalen Pankre-

askarzinoms
Die Zahl der CD68+ Makrophagen stieg im eigenen Patient:innenkollektiv in ADM, PanIN
(vor allem high-grade) und PDAC im Vergleich zu Normalgewebe signifikant an. Die
CD163+ M2-Makrophagen kamen vor allem in ADM und PDAC gehéauft vor. Eine Erklarung
fur die hohen Zahlen an Makrophagen in ADM kénnten die Forschungsergebnisse von Liou
et al. sein (151,152). Sie konnten zeigen, dass Makrophagen eine wichtige Rolle in der

Transdifferenzierung von Azinuszellen hin zu ADM spielen. Dies geschieht unter anderem
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durch Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie z.B. Tumornekrosefaktor (TNF) und
durch Enzyme wie MMP9. Wie auch in unseren Ergebnissen dargestellt, konnten Liou et
al. in einer weiteren Studie auch eine starke Présenz an CD68+ Makrophagen im
Mikromilieu von PanIN feststellen. Dabei handelte es sich in der Umgebung von ADM
priméar um M1-Makrophagen, wéhrend die Makrophagen um PanIN Lasionen Gberwiegend
M2-polarisiert waren. Als entscheidender Faktor fur die Polarisierung der Makrophagen
konnte IL-13 identifiziert werden (153). Das verstarkte Vorkommen von M2-Makrophagen
im Mikromilieu von PanIN zeigte sich in unserem Kollektiv jedoch nicht bzw. nur in
Tendenzen. Konkordant mit unseren Resultaten fanden auch Clark et al. sowohl in PanIN
als auch im PDAC erhdhte Zahlen an Makrophagen (154). In einer Studie von Bastea et al.
wurde Pomalidomid, ein Medikament aus der Gruppe der Immunmodulatoren, welches
durch Herabregulation des Transkriptionsfaktors Interferon regulatory factor 4 zu einer
Erniedrigung der M2-Makrophagenzahlen fihrt, an M&usen getestet. Dies bewirkte durch
die Reduktion der M2-Makrophagen eine deutliche Verringerung von Fibrose in PanIN
Lésionen (155). Eine Vielzahl an Studien konnte bereits belegen, dass hohe Level an M2-

Makrophagen zu einem schlechteren Outcome bei PDAC Patient:innen fihren (60,156).

4.2 Rolle von Mastzellen in Vorlauferlasionen des duktalen

Pankreaskarzinoms

In dieser Promotionsarbeit fanden sich in ADM, PanIN sowie gastralen und intestinalen
IPMN signifikante Steigerungen der Mastzell-Zahlen im Vergleich zu Normalgewebe.
Interessanterweise wiesen MCN und PDAC im Verhéltnis hierzu nur sehr geringe Anteile
an Mastzellen auf. Dies lasst die Vermutung zu, dass Mastzellen wahrend der
Karzinogenese in den genannten Vorlauferldsionen eine Rolle spielen, jedoch bei Auftreten
des Karzinoms im Verlauf weniger relevant werden. Ein anderes Erklarungsmodell kénnte
die Arbeit von Chang et al. sein (157). Konkordant zu unseren Ergebnissen fanden sie
ebenso einen erhdhten Zustrom von Mastzellen in die Mikroumgebung von PanIN
Lasionen. Wéahrend die Mastzellen um PanIN gleichmaBig verteilt waren, zeigte sich im
PDAC eine Akkumulation der Mastzellen vor allem am Infiltrationsrand des Tumors, sodass
es im eigenen Kollektiv aufgrund der ungleichméBigen Verteilung womdglich zu einer
erschwerten Erfassung durch die Verwendung von TMAs und die Software-basierte
Analyse gekommen sein kénnte. Zwar wurde durch die Nutzung von Proben aus peripheren
und zentralen Tumoranteilen im eigenen Kollektiv versucht, dies zu berlcksichtigen,

dennoch kdnnte es potentiell zu Einschrankungen gekommen sein.
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Esposito et al. konnten bereits mehrfach einen Zusammenhang zwischen
Mastzellaktivierung, chronischer Pankreatitis und PDAC feststellen (158—160). Andere
Studien konnten in vitro sogar eine Unterstitzung des Tumorwachstums durch Mastzellen
(161) sowie eine Mastzell-begtinstigte Chemotherapie-Resistenz im PDAC durch TGF-beta
Aktivierung zeigen (162).

4.3 Rolle der T— und B-Zell-vermittelten Immunreaktion in Vorlauferla-

sionen des duktalen Pankreaskarzinoms

Die T-Zell-vermittelte Immunantwort zeigte sich in unseren Ergebnissen in allen Geweben
(Normalgewebe, Vorlduferlasionen und PDAC) préadominant im Vergleich zur B-Zell-
vermittelten Immunreaktion. Dies lasst darauf schlieBen, dass B-Zellen im Mikromilieu von
Pankreasgewebe grundsatzlich eine untergeordnete Rolle spielen und nur einen geringen
Einfluss auf die Karzinogenese haben. Dennoch konnten wir, trotz insgesamt geringer B-
Zellzahlen, in Teilen eine signifikante Dynamik feststellen. Das Mikromilieu von ADM,
PanIN, IPMN und MCN wies verglichen mit Normalgewebe signifikant mehr CD20+ Zellen

auf.

Insgesamt ist die Datenlage zur Rolle von B-Zellen im PDAC und vor allem seinen
Vorlauferlasionen allerdings noch spérlich. Eine Studie von Pylayeva-Gupta et al. weist
darauf hin, dass B-Zellen, welche in PanIN und PDAC von humanen und murinen
Gewebeproben gefunden wurden, Uber eine IL-35 vermittelte Immunreaktion die
Tumorproliferation im PDAC unterstitzen (67). Andere Daten suggerieren, dass hohe Level
an CD20+ B-Lymphozyten im PDAC mit einem verbesserten Uberleben der Patient:innen
einhergehen konnten (163). So wird die Notwendigkeit deutlich, genauer zwischen den
einzelnen B-Zell-Subpopulationen und ihren unterschiedlichen pro— und antitumorigenen
Wirkungen zu differenzieren. Limitierend ist an dieser Stelle auch, dass die meisten
durchgefuhrten Untersuchungen zur Relevanz der B-Zellen im PDAC an Mausmodellen

oder sehr kleinen Patient:innenkollektiven erfolgt sind (164).

Die T-Zell-vermittelte Immunantwort war in unseren Ergebnissen bezogen auf CD3 als
allgemeiner T-Lymphozyten-Marker verglichen mit Normalgewebe neben hohen T-
Zellzahlen im Tumorgewebe interessanterweise auch in einigen Vorlduferlasionen des
PDAC sehr prasent. Im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe fanden sich in dieser
Promotionsarbeit signifikant gesteigerte Pan-T-Zellzahlen fur ADM, PanIN sowie gastrale
IPMN. Ebenso konnten Clark et al. an einem Mausmodell bereits zum Zeitpunkt der

Entstehung von PanIN-Lasionen eine Zunahme der CD3+ Zellen in der Mikroumgebung

49



ermitteln (154). Auch in einer Studie von Sadozai et al., in der das TME von PDAC-Proben
von Langzeitiberlebenden (long term survivors, LTS) und nicht-Langzeitiiberlebenden
(Non-LTS) verglichen wurde, konnte in der Gruppe der LTS ein Immunmikromilieu unter
anderem reich an CD3+ und CD4+ Zellen festgestellt werden (165). Dadurch wird deutlich,
dass T-Lymphozyten eine groBe Relevanz im PDAC besitzen. Unsere Daten zeigen
dariber hinaus, dass es bereits in sehr frihen Stadien der Karzinogenese zu

Veranderungen der T-Zell-Antwort kommt.

An dieser Stelle bedarf es einer genaueren Differenzierung der verschiedenen T-Zell-
Populationen mit ihren unterschiedlichen Funktionen, worauf im folgenden Abschnitt ndher

eingegangen werden soll.

4.4 Rolle der CD8+ - und CD4+ T-Zellen in Vorlauferlasionen des

duktalen Pankreaskarzinoms

CD8+ Zellen werden durch Interaktionen mit Antigenen, welche auf anderen Zellen Uber
den MHC-I-Komplex prasentiert werden, aktiviert. Durch Sekretion verschiedener Enzyme,
kénnen die dann aktivierten zytotoxischen T-Zellen Tumorzellen angreifen. Daher spielen
sie eine wichtige Rolle in der antitumoralen Immunantwort (68,150). Die CD8+
zytotoxischen T-Zellen zeigten sich in unseren Ergebnissen insbesondere in ADM, PanIN
und gastralen IPMN (vor allem low-grade) erhéht im Vergleich zu gesundem
Pankreasgewebe. Interessanterweise fand sich im PDAC kein wesentlicher Anstieg der
CD8+ Zellen im Vergleich zum Normalgewebe. Zytotoxische T-Zellen scheinen also in der
Karzinogenese des PDAC einer groBen Dynamik zu unterliegen. Unsere Ergebnisse
suggerieren, dass die beginnende pankreatische Karzinogenese (in Stadien der
Vorlauferlasionen ADM, PanIN und low grade IPMN vom gastralen Subtyp) zunéchst eine
aktive Reaktion der zytotoxischen T-Zellen triggert, die dann im spéateren Verlauf wieder
unterdruckt wird. Zu &hnlichen Ergebnissen kam eine Studie von Roth et al., welche die
Immunlandschaft von IPMN low- und high-grade im Vergleich zu PDAC mittels
Immunhistochemie (IHC) untersuchten (766). Sie konnten feststellen, dass die
immunologische Mikroumgebung in IPMN low-grade im Vergleich zu PDACs reich an CD8+
T-Lymphozyten ist. Auch Bernard et al. konnten in ihrer Studie ein pro-inflammatorisches
Mikromilieu reich an CD8+ zytotoxischen T-Zellen in low grade IPMN feststellen, welches
im Verlauf der Progression zum PDAC zunehmend verloren ging (167). Dies spricht dafur,
dass es im Rahmen der Entstehung des invasiven Pankreaskarzinoms zu einer T-Zell-
Erschépfung mit konsekutiver Apoptose (68) kommen kénnte. Ebenso sind weitere CTL-

supprimierende Mechanismen, beispielsweise durch Expression von PD-L1 in

50



Tumorzellen, bekannt (168). Yamamoto et al. konnten dartber hinaus zeigen, dass MHC-
I-Komplexe im PDAC durch Autophagozytose degradiert werden (40). Gleichzeitig bieten
sich durch diese Erkenntnisse Uber das Verhalten der zytotoxischen T-Zellen wahrend der
Karzinogenese Ansatze fur Therapieregime, die die antitumorale Immunitat bereits in

Vorstufen des PDACs starken kénnten.

Zur Rolle von zytotoxischen T-Zellen in PanIN finden sich derzeit insgesamt nur wenige
Daten. Wé&hrend wir insbesondere in high grade PanIN hohe CD8+ T-Zellzahlen
nachweisen konnten, zeigte eine altere Studie von Clark et al. an einem Mausmodell hierzu
kontrére Ergebnisse (154). Dies kénnte allerdings dadurch zu erklaren sein, dass Clark et
al. Inihrer Studie — im Gegensatz zu dieser Promotionsarbeit — nicht genauer zwischen low

und high-grade PanIN Lasionen unterscheiden.

Die CD4+ T-Zellen fanden sich in unseren Ergebnissen insbesondere im Mikromilieu von
ADM, PanlIN, gastralen IPMN und invasivem Karzinom signifikant gesteigert im Vergleich
zu normalem Pankreasgewebe. Dies weist darauf hin, dass es bereits ab Beginn der
Entstehung von metaplastischen L&sionen zu einer veranderten Immunantwort kommt.
Interessanterweise fand sich auch eine signifikante Steigerung der FoxP3+ Zellen in den
0.9. Vorlauferlasionen und Tumorgewebe. Die Entwicklung eines immunsuppressiven
Milieus in der Karzinogenese des PDAC scheint also bereits sehr frih, auf der Ebene
metaplastischer Verédnderungen, in Gang gesetzt zu werden. Sowohl fir ADM, als auch
PanIN und gastrale IPMN kénnen wir im eigenen Patient:innenkollektiv allerdings auch eine
gesteigerte antitumorale Immunantwort durch CD8+ Zellen feststellen, sodass die
immunologische Reaktion wahrend der Tumorgenese des PDAC nicht linear in eine
Richtung zu verlaufen scheint. Konkordant mit unseren Ergebnissen gibt es bereits
vielfache Evidenz dafir, dass die Immunantwort im PDAC stark durch FoxP3+CD4+ Tregs
geprégt ist. Diese Daten zeigen auch, dass es im Verlauf der Karzinogenese zu einer
Zunahme der Tregs von low-grade zu high-grade Lé&sionen in PanIN und IPMN kommt
(154,166,169). Letzteres konnten wir am eigenen Kollektiv - bei genauerer Differenzierung
des Dysplasiegrades - mit einer signifikanten Zunahme der FoxP3+ Zellen verglichen mit
Normalgewebe fir PanIN high-grade nachweisen, wahrend die FoxP3+ Zellen in low-grade
PanIN nur in Tendenzen zunahmen. Signifikante Unterschiede zwischen low und high

grade PanlN selbst fanden sich in unseren Daten allerdings nicht.

Weiterhin konnten wir vermehrt PD-1+ Zellen in ADM, PanIN, gastralen IPMN und PDAC
finden. Dies stimmt Uberein mit den Ergebnissen von Winograd et al. (70), welche eine

erhdhte Expression von PD-1 und PDL-1 in murinen PDACs nachweisen konnten. Zur Rolle
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von Immune-Checkpoints in Vorlauferldsionen des PDAC ist hingegen insgesamt wenig
bekannt. Allerdings sei zu erwéhnen, dass der Einsatz von Immune-Checkpoint-Inhibitoren

im PDAC im Gegensatz zu anderen Tumorentitaten bislang kaum erfolgreich ist (170).

4.5 Unterschiede zwischen low- und high grade PanIiN und IPMN

Lasionen

Im Vergleich der einzelnen Vorlduferlasionen konnten wir interessanterweise tendenziell
einen Abfall der Immuninfiltration im Gewebe von low-grade gastralen IPMN zu high-grade
gastralen IPMN feststellen. So war zwar die Anzahl an B-Zellen und zytotoxischen T-Zellen
in low-grade gastralen IPMN signifikant zu Normalgewebe erhéht, nicht aber in gastralen
IPMN mit hochgradiger Dysplasie. Dies kénnte darin begrindet sein, dass hochgradig
dysplastische IPMN ein deutlich erhdhtes Risiko aufweisen, in ein invasives Karzinom
Uberzugehen (100) und daher bereits auf Ebene der high-grade gastralen IPMN vermehrt
immunsuppressive Signalkaskaden ausgel6st werden, welche potentiell die spezifische
Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen und B-Zellen hemmen kénnten. Bekréftigt wird
diese Hypothese auch durch die Ergebnisse von Bernard et al. (167). Es sei allerdings
auch erwéhnt, dass die Anzahl an high-grade gastralen IPMN (n=7) in diesem
Patientenkollektiv im Vergleich zu low-grade gastralen IPMN (n=28) deutlich geringer war.
Im direkten Vergleich fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen low - und high-
grade IPMN.

Im Gegensatz dazu wiesen in PanIN Uberwiegend die L&sionen mit hochgradiger Dysplasie
eine signifikant erhéhte Immunzellinfiltration verglichen mit Normalgewebe auf. Dabei
handelte es sich einerseits um CD8+ zytotoxische T-Zellen, andererseits um CD68+
Makrophagen und FoxP3+ Tregs. Auch hier ist ein direkter Vergleich aufgrund der
unterschiedlichen GréBe der betrachteten Gruppen (n=25 in low grade PanIN vs. n=7 in
high grade PanIN) nur eingeschrankt mdglich. Das Immunzellinfiltrat aus Makrophagen und
Tregs in high-grade PanIN entspricht allerdings eher dem des PDACs. Dies erscheint in
Anbetracht der Tatsache, dass high-grade PanIN in den allermeisten Féllen bereits in
Verbindung mit einem invasiven Karzinom auftreten (105,108), als nachvollziehbar.
Signifikante Unterschiede zwischen low — und high-grade Lé&sionen lieBen sich im eigenen

Kollektiv auch in PanIN nicht feststellen.
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4.6 Heterogenitat der Immunantwort in Vorlauferlasionen des duktalen

Pankreaskarzinoms

Wahrend in den vorherigen Abschnitten Uberwiegend die eher aktive Immunantwort in
ADM, PanIN und gastralen IPMN diskutiert wurde, stellt sich die Frage nach dem
immunologischen Verhalten zweier weiterer wichtiger Gruppen von Vorlauferlasionen des
PDACs, den intestinalen IPMN und MCN. Hierbei konnten wir feststellen, dass diese beiden
Neoplasien durch eine weniger ausgepragte Immunantwort gekennzeichnet sind.
Insgesamt gibt es kaum wissenschaftliche Daten zum immunologischen Mikromilieu von
intestinalen IPMN und MCN.

Eine mogliche Erklarung fur das unterschiedliche immunologische Verhalten von gastralen
und intestinalen IPMN liefert die Studie von Liffers et al (171). Sie konnten in ihrer
Publikation anschaulich darstellen, dass diese beiden IPMN-Subtypen sich in vielerlei
Hinsicht unterscheiden. So weisen gastrale und intestinale IPMN sehr heterogene
molekulare Eigenschaften auf. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass der Notch-
Signalweg zwar in der Entstehung von gastralen, nicht aber von intestinalen
Vorlauferldsionen eine Rolle spielt. AuBerdem wurde die Hypothese aufgestellt, dass
(neben den bekannten molekulargenetischen Ereignissen) auch exogene Faktoren wie
Gallereflux und ein verandertes Mikrobiom einen intestinalen Phanotyp beglnstigen
kénnten, wéhrend gastrale IPMN primar durch endogene Einflisse, wie Mutationen,
entstehen. Dies lasst die Behauptung nachvollziehbar erscheinen, dass den
unterschiedlichen Entstehungswegen der Vorlduferlasionen auch unterschiedliche

Mikromilieus zugrunde liegen.

Das eher immun-inaktive Mikromilieu von MCN kénnte ebenso in der Entstehungsweise
dieser Vorlauferlasion begriindet sein. Seit langem existiert die Theorie, dass MCN
urspringlich aus Keimstrang-Gewebe hervorgehen und durch hormonelle Dysbalancen
aktiviert werden kénnen (144,172-174). Diese hormonabhéngige Entwicklung hat im
Gegensatz zu den Entstehungsursachen anderer Vorlauferldsionen womdglich einen

geringen Einfluss auf die Mobilisierung von Immunzellen.

4.7 Anwendbarkeit im klinischen Alltag

Das vorwiegende Therapieregime im PDAC besteht in fortgeschrittenen Stadien derzeit
primar aus der Applikation von Chemotherapeutika oder - in spezifischen Féllen - einer
kombinierten Radiochemotherapie, welche allerdings zumeist nur wenige Monate an

Lebensverlédngerung fur die Patientiinnen bieten (175-178). Obwohl die genetischen
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Veréanderungen im PDAC inzwischen gut charakterisiert werden konnten und multiple
Ansétze zur molekularen Subtypisierung existieren (179—-181), gibt es (abgesehen von dem
Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP)-Inhibitor Olaparib bei Keimbahn-BRCA-Mutationen
im metastasierten PDAC (182) sowie Inhibitoren der im Pankreaskarzinom sehr seltenen
KRAS-G12C-Mutation (183)) bislang keine zugelassenen Therapeutika, die erfolgreich
gegen Pankreaskarzinom-typische Mutationen, wie beispielsweise in den Genen KRAS,
SMAD4, CDKNZ2A und TP53, eingesetzt werden kénnen (184—187). Dadurch sind in den
letzten Jahren zunehmend auch Therapieansétze in den Fokus gerlckt, welche auf das
Tumormikromilieu des PDACs Einfluss nehmen. So gibt es beispielsweise Versuche, das
Stroma, bzw. die ausgepragte desmoplastische Reaktion als eines der groBen
Schllisselereignisse in der Karzinogenese des PDAC, zum medikamentdsen Angriffspunkt
zu machen (149). Es wurden unter anderem MMP-Inhibitoren als potentielle Therapeutika
getestet, welche allerdings in klinischen Studien keinen wesentlichen Uberlebensvorteil fiir
Patient:innen erbrachten (188—190). Auch spezifischere Ansétze, wie die Nutzung von
rekombinanter Hyaluronidase zum Abbau von Hyaluronan als wichtigem Bestandteil der
EZM, zeigte klinisch keine klaren Erfolge (191). Aufgrund des generell immunsuppressiven
Milieus von Pankreaskarzinomen zeigen auch Therapien mit den mittlerweile in vielen
anderen soliden Malignomen erfolgreich eingesetzten Immuncheckpoint-Inhibitoren in den

meisten Pankreaskarzinomen keine uberzeugende Wirkung (192).

Daruber hinaus werden auch zunehmend verschiedene Strategien verfolgt, die direkt die
immunsuppressiven Zellen des TMEs in den Fokus nehmen (149). Unter anderem konnte
festgestellt werden, dass Cyclophosphamid ein geeignetes Mittel darstellt, um Tregs zu
unterdrticken (193). Versuche zur Eliminierung immunsuppressiver Zellen existieren auch
zu TAMs. Dies funktioniert beispielsweise Uber den Colony-stimulating factor 1 receptor
(CSF-1R), ein Rezeptorprotein, das von TAMs exprimiert wird und in diversen
Tumorentitdten bei Vorhandensein CSF-1R+ Makrophagen mit einem schlechten
Patient:innentberleben assoziiert ist (194—196). In PDAC-Mausmodellen konnte gezeigt
werden, dass eine Hemmung von CSF-1R die Effizienz von Immune Checkpoint-Inhibitoren
verbessert (197).

Um die Effektivitat solcher zielgerichteter Immuntherapeutika zu steigern, kénnte es in
Anbetracht des derzeit schlechten klinischen Outcomes des PDACs durchaus sinnvoll sein,
bei Hochrisikokonstellationen bereits bei der Entstehung von Vorlauferldsionen zu agieren
und das zunehmend immunsuppressive Mikromilieu friilher zu modulieren. Ein Problem

stellt hierbei allerdings immer noch die fehlende Mdoglichkeit rechtzeitiger diagnostischer
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Verfahren zur Erkennung von Vorlauferldsionen dar. IPMN kénnen zwar mittels
Schnittbildgebung diagnostiziert werden (106) und endoskopische Anséatze zur
Friherkennung auch von PanIN haben sich in den letzten Jahren deutlich weiterentwickelt,
sind aber noch lange nicht ausgereift (198). Die primare Schwierigkeit ergibt sich allerdings
dadurch, dass die Entstehung von PanIN - und haufig auch IPMN - klinisch inapparent
verlauft (106), sodass zystische Pankreaslésionen wie IPMN in der Schnittbildgebung oft
lediglich Zufallsbefunde darstellen. Nichtsdestotrotz lassen radiomics — und liquid biopsy
basierte Ansétze die Hoffnung zu, dass eine Friherkennung in Zukunft méglich sein kénnte
(199-202).

4.8 Technische Herausforderungen und Limitationen der Arbeit

Die fur diese Promotionsarbeit gewéhlte Methode zur Analyse des Immunmikromilieus ist
die TSA-basierte Multiplex-lImmunhistochemie. Im Vergleich zur konventionellen IHC bietet
die mIHC einige Vorteile. So kann durch die parallele Farbung mehrerer Marker an einem
Objekitrager Gewebe eingespart werden. Dies kann bei selten vorkommenden Lasionen,
an welchen ggf. verschiedene Untersuchungen durchgefihrt werden sollen (wie z.B. in
unserem Fall pankreatobiliare IPMN oder IOPN), essenziell sein. Auch bietet die mIHC die
Moglichkeit fur Co-Lokalisationsanalysen, um Zelltypen genauer charakterisieren zu
kénnen. Andererseits existieren bei der mIHC auch einige technische Herausforderungen
gegenuber der klassischen IHC. So kommt es durch lédngere Bestrahlung eines
Fluorophors mit dem Anregungslicht zu einem Verlust der Fluoreszenz (sog.
Photobleaching) (203). Fluoreszenzgefarbte Préaparate verlieren somit Uber die Zeit an
Qualitdt und eignen sich in der Regel nicht fir Langzeitlagerungen. Auch eine
Autofluoreszenz von Gewebe kann die genaue Analyse und Auswertung behindern.
Weiterhin kénnen bleedthrough - bzw. crosstalk-Phanomene in der mIHC auftreten. Dabei
werden Signale in benachbarten Farbkanélen sichtbar, wenn die verwendeten Fluorophore
sich in ihrer Anregungs— oder Emissionswellenldange ahneln (204). AuBerdem sind zur
Visualisierung und Detektion mehrerer Fluorophore spezialisierte Fluoreszenzmikroskope
notwendig, die die genaue Anpassung von Filtersets auf die jeweiligen Fluorophore
zulassen. Wie auch Gorris et al. in ihrer Studie beschreiben, ist ein weiterer potentiell
limitierender Faktor fur die Validitdt von Multiplex-Farbungen die Reihenfolge der Priméar-
Antikdrper, da diese Einfluss auf die Signalintensitat der einzelnen Marker nehmen kann
(205).

Eine Limitation der Arbeit stellt die statische Analyse dar, da die Gewebeproben alle an

einem bestimmten Zeitpunkt enthommen wurden. Andererseits I&sst die Untersuchung von
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low- und high-grade Vorlauferldsionen durchaus eine dynamische Beurteilung der

Karzinogenese zu.

Eine weitere methodische Schwierigkeit bestand in dieser Promotionsarbeit in der
komplexen Auswertung der Datenséatze. Dies erfolgte mit automatisierten Makros, welche
individuell fur jeden Marker codiert wurden. Die Notwendigkeit der Individualisierung ergibt
sich dadurch, dass die Intensitat der Farbungen sowie die Gré6Be und Morphologie der
jeweils angeférbten Zellen unterschiedlich ist. Diese Automatisierung bietet zwar einerseits
eine Objektivierbarkeit und Zeitersparnis in der Auswertung, andererseits ist ein gewisser

Verlust der Genauigkeit nicht zu vermeiden.

Statt ganzen Gewebeschnitten wurden in dieser Arbeit TMAs verwendet. Dies bietet den
Vorteil, dass zeit — und kosteneffektive Analysen unter gleichen Farbebedingungen mdglich
sind, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse verbessert. Die Gr6Be der Stanzen wurde
dabei so gewéhlt, dass ein mdglichst repréasentativer Bereich der untersuchten L&sion und
deren Mikroumgebung zur Verfligung steht. Nichtsdestotrotz entsteht dadurch das Risiko,
dass Informationen Uber das TME durch die bloBe Betrachtung eines kleinen Ausschnitts

aufgrund der rdumlichen Heterogenitéat des Immunzellverhaltens verloren gehen (206).

Einschrankungen ergeben sich auch durch die KollektivgréBe. Seltenere Lasionen, wie
pankreatobilidre IPMN und IOPN, waren im Kollektiv nur einmal vorhanden und wurden
trotz begrenzter Aussagefahigkeit der Vollstdndigkeit halber aufgefihrt. Gleichzeitig sind
sie klinisch aber aufgrund ihrer Seltenheit auch von geringerer Relevanz. Die gr6Bten
Gruppen des Kollektivs stellten in dieser Arbeit PanIN und gastrale IPMN dar, welche auch
zu den haufigsten intraduktalen Pankreasneoplasien z&hlen (106). Dennoch waére in
Zukunft die Untersuchung gréBerer Kollektive und auch insbesondere gréBerer Zahlen

anderer IPMN-Subgruppen und MCN winschenswert.

Der Fokus wurde in dieser Promotionsarbeit auf die gréBten und wichtigsten Gruppen der
Immunzellen gesetzt. So wurden unter anderen M2-Makrophagen, B-Lymphozyten,
Zytotoxische T-Zellen und TH-Zellen untersucht. Wie in den Abschnitten 4.1 bis 4.6 deutlich
wurde, ist die Immunlandschaft im TME des PDAC aber deutlich komplexer. Die einzelnen
Zellen kdénnen in Abhangigkeit der ausgeldsten Signalkaskaden unterschiedliche pro— als
auch antitumorigene Eigenschaften aufweisen (71,207,208), so dass eine detaillierte

Subcharakterisierung der Zelltypen zur genaueren Klassifizierung zukdnftig sinnvoll wére.
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4.9 Schlussfolgerung und Ausblick
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Teile des Immunmikromilieus verschiedener
Vorlauferlasionen des duktalen Pankreaskarzinoms untersucht und mit Normalgewebe und

PDAC verglichen. Zusammenfassend konnten wir folgende Feststellungen machen:

1. Die T-Zell-vermittelte Immunantwort ist in allen untersuchten Lasionen pradominant.

2. Das PDAC st durch ein immunsuppressives Mikromilieu, gepréagt durch
CD4+/FoxP3+ T-Zellen und CD163+/CD68+ Makrophagen, gekennzeichnet.

3. Bereits zum Zeitpunkt des Auftretens von Metaplasien ist eine groBe Dynamik in der
Immunzelllandschaft erkennbar.

4. Gastrale IPMN, ADM und PanIN sind reich an CD3+/CD8+ Zellen.
MCN und intestinale IPMN gehéren zu den weniger immunaktiven L&sionen.
Das sowohl zeitlich als auch rdumlich heterogene Immuninfiltrat in PDAC-
Vorlauferldsionen und dem PDAC gibt Hinweise auf eine dynamische Beziehung
zwischen dem Immunomikromilieu und epithelialen Zellen wéahrend der

Karzinogenese des duktalen Pankreaskarzinoms.

In Zukunft wéren Untersuchungen zu weiteren Immunzellen, wie beispielsweise den
neutrophilen Granulozyten und myeloiden Suppressorzellen, von Relevanz. Auch eine
detailliertere Kenntnis Uber Immun-Checkpoints in Vorlauferldsionen des PDAC ware
wulnschenswert. Darliber hinaus ist fir ein tiefergehendes Versténdnis der durch diese
Arbeit erlangten Ergebnisse eine weitere Subtypisierung der B-Zellen und CD4+/CD8+ T-
Lymphozyten notwendig, um die jeweilige Rolle der einzelnen Zellpopulationen genauer

differenzieren zu kénnen.

Um auch die Interaktionen zwischen den Immunzellen und den Stromazellen in den
Vorlauferldsionen des PDACs besser zu verstehen, sollten die bisherigen Ergebnisse
zukinftig auch um Marker flur Krebs-assoziierte Fibroblasten und pankreatische

Stellatumzellen erganzt werden.

Ein weiterer Aspekt wéare, neben der quantitativen Analyse auch qualitative Analysen zur
Interaktion, Distribution und Funktionalitat der Zellen des Mikromilieus durchzufiihren, um
die genauen Mechanismen hinter der Dynamik des Immunzellverhaltens besser begreifen

zu koénnen.

Ein potentieller Ansatzpunkt wére auBerdem, an gr6Beren Kohorten das Vorhandensein

von Subtypen innerhalb der Vorlauferlasionen zu evaluieren, wie sie unter anderem Bailey

57



et al. (180) und Collisson et al. (181) auch fir das PDAC identifizieren konnten. Ebenso
sinnvoll wére eine Korrelation der Ergebnisse mit molekularen Erkenntnissen zu den

Vorlauferlasionen des PDACs.

Zukunftig ist auch ein Vergleich mit internen Daten zu murinen Vorlauferldsionen
vorgesehen, um die eigenen Ergebnisse zu bestétigen und auf die bisherigen Erkenntnisse

aufzubauen.
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Tumor ohne Berlcksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test. Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt
(Median, 25. Und 75. Perzentile). *=p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001

Abbildung 23: Vergleich der CD3+ (hellblau) und CD8+ Zellen (dunkelblau) zwischen
Normalgewebe, ADM und PanIN high grade. Die CD3+ und CD8+ Zellen
sind in ADM und PanIN high grade signifikant erhéht im Vergleich zu
NOrMAIGEWEDE. ... 42

Abbildung 24: Vergleich der CD3+ (hellblau) und CD8+ Zellen (dunkelblau) zwischen
Normalgewebe, gastralen IPMN low grade und high grade. Die CD3+ und
CD8+ Zellen sind in low grade gastralen IPMN signifikant erhéht im
Vergleich zu Normalgewebe. Fir gastrale IPMN high grade ergeben sich
im Vergleich keine signifikanten Zellzahlveranderungen. ..............ccc...... 42

Abbildung 25: CD8+ Zellen (pink) in der Fluoreszenz-Immunhistochemie im Vergleich
zwischen Normalgewebe, ADM, PanIN high grade sowie gastralen IPMN
low und high grade. Repréasentative Abbildung. Es finden sich mehr CD8+
Zellen in den aufgefuhrten Vorlauferldsionen als im Normalgewebe.
Grauféarbung: DAPI. VergroBerung: 20X........cccuueeiviiiiieieeeeeeeiiiiieeeeeeeens 43

Abbildung 26: Vergleich der CD4+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen und
Tumor ohne Berlcksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test. Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt
(Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001

Abbildung 27: Vergleich der FoxP3+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen
und Tumor ohne Berlcksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung
mittels Kruskal-Wallis-Test. Die Daten sind graphisch als Boxplots
dargestellt (Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, ** =p < 0,01, ***
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Abbildung 28: Vergleich der PD-1+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen und

Tumor ohne Berlcksichtigung des Dysplasiegrades. Berechnung mittels
Kruskal-Wallis-Test. Die Daten sind graphisch als Boxplots dargestellt
(Median, 25. Und 75. Perzentile). * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001



8 Anhang

Anhang 1: Opal Multiplex-Immunhistochemie Protokoll

Preparation: Bake Slides at 65°Cfor Lhoro.n.

1, Deparaffinization Xylal ix 10min
2, Descending alcohol series Enl 1, 959, Minaein J0m 10 min each
and then Agua dest
3. Fix 10% Meutrzl buffered Farmalin 20 min
4, Wash Agua dest rinse
5, Antigen demasking AR buffer 15 min, let cool 15-30 min

4. Wash Agqua dest, TRS-T rinse

7. Peroxidase Block 3% H202 in PBS 10 min

B. Wash TBST b min

9. Blocking Blocking buffer 10 min st AT
10. Prim. antibody in Prim. AB Working Solution ihatRT
11, Wash TBS-T & min

12, Scd. antibody Polymer HRP Ms+Rb L0 minat AT
13, Wash TBS-T G min

14. Signal generation Opal Fluorophore Working Solution | 13 min at RT
15, Wash TBS-T & min

16, MWWT/AB-Stripping AR buffer 15 min, let cool 15-30 min

17. Detection of next target

Restart Protocol at Step B

continue with step 18 after
detection of all targets

1E. Counterstaining DAPI Working Solution 5 minat AT
19, Wash TBST, Water 2 min each
20. Maunting Coverslip slides
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Anhang 2: Vergleich der Tryptase+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen und

Tumor unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.
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Anhang 3: Vergleich der CD68+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlduferldsionen und

Tumor unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.

L

k%

L

¥ w

ﬁ‘mid'_i"

50,00%

40,00%

30,00%

10,00%

00%

Tumor peripher
Tumor zentral

MCN high grade

MCN low grade

IOPN

Pankreatobiliare IPMN

Intestinale IPMN high grade

Diagnose

Intestinale IPMN low grade
Gastrale IPMN high grade
Gastrale IPMN low grade
PanIN high grade

PanIN low grade

ADM

Normalgewebe

83



Anhang 4: Vergleich der CD163+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlduferlasionen und

Tumor unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.
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Anhang 5: Vergleich der CD20+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlduferldsionen und

Tumor unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.
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Anhang 6: Vergleich der CD3+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorladuferldsionen und Tumor

unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.
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Anhang 7: Vergleich der CD8+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorladuferldsionen und Tumor

unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.
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Anhang 8: Vergleich der CD4+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen und Tumor

unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.
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Anhang 9: Vergleich der FoxP3+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferlasionen und

Tumor unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.
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Anhang 10: Vergleich der PD1+ Zellen zwischen Normalgewebe, Vorlauferldsionen und

Tumor unter Beriicksichtigung des Dysplasiegrades.

R

0
T
|
{1l
_
I
— 1
]
an 2
- |
———
—0
-
| 1
5 5 & 5 £ &
Tad

Tumor peripher
Tumor zentral

MCN high grade

MCN low grade

10PN

Pankreatobiliare IPMN

Intestinale IPMN high grade

Diagnose

Intestinale IPMN low grade
Gastrale IPMN high grade
Gastrale IPMN low grade
PanIN high grade

PanIN low grade

ADM

Normalgewebe

87



Danksagung

Zuerst mochte ich meiner Doktormutter Frau Prof. Dr. Irene Esposito daflir danken, dass
ich ein Promotionsprojekt zu einem solch spannenden und aktuellen Thema unter ihrer
Supervision durchfiihren konnte. Frau Prof. Esposito hat mir durch ihre Zielstrebigkeit und
ihr Engagement immer wieder geholfen, tber mich hinauszuwachsen. Auch die Mdglichkeit,
meine Arbeit im Rahmen zweier Kongresse als Prasentation vorstellen zu durfen, war fur

mich eine besondere Erfahrung.

Weiterhin méchte ich meinen herzlichsten Dank an Frau Dr. Lena Héaberle aussprechen,
die mir zu fast jeder Tages- und Nachtzeit als Mentorin und Freundin zur Seite stand und

mich durch ihre zugewandte und professionelle Art tber viele Hirden gefuhrt hat.

Mein Dank gilt auch Herrn Dr. Martin Schlensog, insbesondere flr die Einarbeitung und die
weitere Unterstiitzung im Verlauf des Projekts. Ebenso bedanken mdchte ich mich bei Frau
Dr. Frederike Opitz fur ihr Engagement. Auch beim restlichen Laborteam bedanke ich mich

herzlich.

AuBerdem mdchte ich Herrn Dr. Jelle Postma und Herrn Dr. Sebastian Hansch aus dem
Center for Advanced Imaging fur die Einfihrung in das SP8-Mikroskop und Unterstltzung

beim Kodieren der Makros meinen Dank aussprechen.

Bei der Dusseldorf School of Oncology mdchte ich mich herzlich fir das gewéhrte
Stipendium und die damit einhergehende finanzielle Unterstitzung sowie den

wissenschaftlichen Input bedanken.

Ein groBes Dankeschén geht an Carolin Miller fir die gegenseitige Hilfestellung und
Freundschaft sowie an Johanna, Kathi und Caro fur die tolle gemeinsame Zeit. Ohne euch

waren die Monate im Labor nicht dieselben gewesen.

SchlieBlich bedanke ich mich von Herzen bei meiner Familie und meinen Freunden fir die
positiven Worte und die Unterstitzung Gber all die Jahre. Ein ganz besonderer Dank geht
an Klaus, ohne den ich die ganzen Excel-Rohdaten niemals bewéltigen hétte kbnnen, sowie

an meine Mama, die mir dieses Studium erst ermdglicht hat.

Ich bin sehr stolz und dankbar, fir mein Forschungsprojekt den Promotionspreis der

Deutschen Gesellschaft fur Pathologie 2021 erhalten zu haben.



