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1 Einleitung

1.1  Das cholangiozelluldre Karzinom

Das cholangiozelluldre Karzinom (CCA) ist ein primérer maligner Lebertumor, der dem
Gallenganssystem entspringt. Je nach anatomischer Lage des Primértumors ldsst er sich
unterteilen in das intrahepatische (iICCA) und das extrahepatische cholangiozellulire Karzinom
(eCCA). Letzteres lésst sich erneut in das perihildre (pCCA) und das distale cholangiozelluldre
Karzinom (dCCA) einteilen. Unabhingig von der Unterteilung ist der Tumor mit einer
schlechten Prognose und begrenzten Behandlungsmoglichkeiten assoziiert. Aufgrund der
geringen Symptomatik in den Friihstadien, wird die Krankheit meist zu spit diagnostiziert (1).
Die intra- und extrahepatischen CCAs unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Entitit, und damit
auch ihrer histologischen und klinischen Erscheinung. In dieser Arbeit wird der Schwerpunkt

auf das intrahepatische cholangiozelluldre Karzinom gelegt.

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das cholangiozelluldre Karzinom ist ein seltener Tumor, welcher fiir 3% aller gastrointestinalen
Malignome verantwortlich ist. Die Privalenz zeigt geografische Unterschiede, mit den
hochsten Zahlen in den Siidostasiatischen Léndern (2). So lésst sich die hochste Inzidenz im
Nordosten Thailands mit 85 Neuerkrankten pro 100.000 Einwohnern im Jahr auffinden.
Weitere Lénder mit einer hohen Inzidenz sind China mit 7,6 oder Siidkorea mit 8,8 pro 100.000
Einwohner (3). Die Inzidenz in den westlichen Lindern fillt im Vergleich dazu deutlich
geringer aus. In Deutschland betriagt die Zahl der jéhrlichen Neuerkrankungen 3,2, in den USA
2,05, in Frankreich 2,94 und England 3,10 pro 100.000 Einwohner (4). Weltweit steigt die
Inzidenz und die Mortalitét fiir das intrahepatische cholangiozelluldre Karzinom deutlich an,
wihrend bei dem extrahepatischen cholangiozelluldren Karzinom eine Abnahme der Inzidenz
beobachtet wird (5). Das Risiko der Erkrankung nimmt mit dem Alter zu und ist in der 7.

Lebensdekade am hochsten. Ménner sind dabei etwas hdufiger betroffen als Frauen (6).

Von allen Gallengangskarzinomen macht das iCCA 5-10% aus. 15-20% betrigt der Anteil an
den priméren Leberkarzinomen (6). In den meisten Fillen wird von einer de novo Entstehung
ausgegangen. Dennoch existieren bereits bekannte Risikofaktoren, welche die Ausbildung

eines ICCA begiinstigen konnen (7). Dazu gehort eine Infektion mit Leberegeln (Opisthorchis
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viverrini und Clonorchis sinensis), welche vor allem in den asiatischen Léndern den wichtigsten
Risikofaktor darstellt (8). Dieser Parasit ist in Japan und Siidostasien endemisch, wobei

geschétzt 8-10% der chronisch Infizierten im Verlauf einen CCA entwickeln (9).

Als weiterer Risikofaktor ist die primar sklerosierende Cholangitis (PSC) zu nennen. So betragt
fiir Patienten mit PSC das kumulative Jahresrisiko, einen CCA zu entwickeln, 1,5% (10). Die
CCA Prévalenz unter PSC-Erkrankten betrdgt dabei 10-20% (11). Das Risiko im Laufe ihres
Lebens einen CCA zu entwickeln ist fiir diese Patienten im Vergleich zu der

Normalbevolkerung um den Faktor 398 erhoht (12).

Eine chronische Infektion mit dem Hepatitis B (HBV) oder Hepatitis C Virus (HCV) birgt das
Risiko, sowohl ein hepatozelluldres Karzinom (HCC) als auch ein iCCA zu entwickeln (13).
Dabei gibt es auch hier regionale Unterschiede: Wihrend in den westlichen Lindern eine

starkere Assoziation mit HCV besteht, ist in Asien die endemische Infektion mit HBV fiir das

iCCA verantwortlich (14).

Angeborene Fehlbildungen des Gallengangsystems wie Gallengangszysten oder das Caroli-
Syndrom sowie Hepatolithiasis als Folge chronischer bilidrer Infektionen, stellen weitere
Risikofaktoren dar. Laut einer Metaanalyse erhoht die Leberzirrhose nicht nur das Risiko eines
HCC, sondern ebenfalls das eines iCCA (14). Eine weitere Metaanalyse zeigte, dass 16% aller

1CCA-Patienten eine Leberzirrhose aufweisen (15).

Zu den metabolischen Risikofaktoren zdhlen unter anderem Diabetes Mellitus (DM) Typ 2,
Ubergewicht, arterielle Hypertonie, die nichtalkoholische Fettlebererkrankung und schwerer
Alkoholkonsum (mehr als 80 g/Tag) sowie das Rauchen; Thorotrast, Nitrosamine, Dioxin,
Asbest, Vinylchlorid und 1,2-Dichlorpropan-haltige Losungsmittel gehdren dabei zu den

umweltbezogenen Risikofaktoren (2, 7, 14).

Den meisten Faktoren gemein ist ihr Potenzial, eine chronische Entziindung im Lebergewebe
und den Gallengéngen hervorzurufen. Die damit einhergehende Zellproliferation erhdht
ithrerseits die Wahrscheinlichkeit einer malignen Entartung. In den westlichen Léndern besteht
in 50% der CCA-Fille kein eindeutiger Zusammenhang zwischen den Risikofaktoren und der
Krebsentstehung. Deshalb muss davon ausgegangen werden, dass es weitere, bislang

unentdeckte Risikofaktoren gibt, die einen Einfluss auf die steigende Inzidenz ausiiben (2).

-10 -



1.1.2  Klinik und Diagnostik

Die Klinik des iCCA ist unspezifisch. Im Frithstadium der Erkrankung sind die Patienten haufig
asymptomatisch. Im Verlauf koénnen sich Symptome wie abdominale Schmerzen,
Nachtschweill und Gewichtsverlust zeigen (3). Zeichen einer Cholestase wie dunkler Urin,
Hellfarbung des Stuhls, Pruritus und Ikterus sind selten und erst zu beobachten, wenn bereits
eine Obstruktion groBerer Gallenwege vorliegt (6, 3). So ist beispielsweise Ikterus als
Erstsymptom lediglich in 10-15% der Fille nachweisbar (16). Die Diagnose eines iCCA wird
in 20-25% zufillig gestellt (17).

Die iCCA Diagnostik stiitzt sich einerseits auf die Klinik und andererseits auf die bildgebenden
Verfahren und die Biopsie (16). Zu der Bildgebung gehoren Ultraschall, Computertomografie
(CT), Magnetresonanztomografie (MRT) und 18-Fluoro-Desoxyglukose-Positronen-
Emissions-Tomografie ('*FDG-PET). Ultraschall hat eine hohe Detektionsrate fiir iCCA, ist
allerdings nicht sehr zuverléssig. Aufler einer Erweiterung der Gallenwege oberhalb der Lasion
existieren keine weiteren spezifischen Faktoren, die eine Unterscheidung von einem HCC
ermoglichen konnten (18). Auch in der Kontrastmittelsonografie weisen ca. 50% der iCCA-
Félle ein @hnliches Verhalten zum hepatozelluldren Karzinom auf: Hypervaskularitdt in der
arteriellen Phase gefolgt von einem Wash-out in der spiten Phase (19). Allerdings zeigt das
1CCA im Gegensatz zum HCC ein schnelleres Einsetzen (<60 Sekunden) und auch eine starkere

Intensitédt des Auswaschphidnomens (19, 20).

In CT erscheint das iCCA als eine hypodense Lésion mit randstindiger Kontrastmittel-
Anreicherung in der arteriellen Phase und fortschreitender homogener Kontrastmittel-
Aufnahme in der spéten Phase (21). Dies ldsst sich durch den aktiven Tumorwachstum in der
Peripherie und dem fibrotischen Zentrum eines iCCA erkliren (22). Zu weiteren
Charakteristika gehoren Kapselretraktion, GefaBinfiltration, periphere Cholangiektasien oder

Satellitenldsionen (16).

Dank eines leberspezifischen Kontrastmittels und diffusionsgewichteten Sequenzen (DWI) ist
die MRT eine weitere Art der Bildgebung, die zur Differenzierung zwischen iCCA und HCC
genutzt werden kann. In der T1-Wichtung erscheint das iCCA hypointens, in der T2-Wichtung
hyperintens (16).

BEDG-PET eignet sich am besten zur Darstellung okkulter Fernmetastasen,

Lymphknotenmetastasen oder Rezidiven (23). Aufgrund dhnlicher, zur Entstehung von HCC
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und iCCA beitragender Risikofaktoren, bendtigt es zur weiteren Differenzierung bei bereits
bestehendem bildgebendem Verdacht auf ein intrahepatisches Karzinom einer weiteren
histologischen Differenzierung. Hierfiir ist eine Feinnadelbiopsie unerldsslich (3, 24). Diese ist

minimal invasiv und wird mit Ultraschall durchgefiihrt (16).

Tumormarker wie das Carbohydrat Antigen 19-9 (CA 19-9) und das carcinoembryonale
Antigen (CEA) finden derzeit Anwendung in der Diagnostik des iCCA. Allerdings weisen sie
weder eine hohe Sensitivitidt noch eine hohe Spezifitit auf und eignen sich somit nicht zum
Tumornachweis. So betrigt die Sensitivitit des CA 19-9 fiir iCCA 62% und die Spezifitit 63%
(25). Auch finden sich erhohte Werte von CA 19-9 bei Patienten mit Gallengangsobstruktion
oder bakterieller Cholangitis, 10% aller Patienten sind sogar nicht in der Lage, diesen Marker
zu synthetisieren (26, 27). Dennoch stehen sehr hohe CA 19-9 Spiegel (1000 U/ml; normal <37
U/ml) im Zusammenhang mit metastasierten oder nicht resektablen iCCA, und kénnten damit
dem Staging der Erkrankung dienen (3, 26). In den letzten Jahren wurden immer mehr
potenzielle Biomarker wie Nukleinséuren (cell free DNA, RNA), Zytokine (Zytokeratin-19-
Fragmente, Matrix-Metalloproteinase-7) oder zirkulierende Tumorzellen zur Fritherkennung

eines iCCA vorgeschlagen. Diese miissen jedoch weiter untersucht werden (27).

1.1.3  Tumorklassifikation

1.1.3.1 Mabkroskopische Einteilung

Abhingig vom Entstehungsort lidsst sich das CCA in das intrahepatische (1ICCA), das perihilére
(pCCA) und das distale cholangiozelluldre Karzinom (dCCA) einteilen. Das iCCA ist ein
Malignom, das definitionsgeméal in der Peripherie der Gallenwege zweiter Ordnung entsteht
(28). Je nach Wachstumsmuster und &uBlerer Erscheinung ldsst es sich wiederum in drei
Hauptgruppen unterteilen: Mass-forming (MF), Periductal infiltrating (PI) und Intraductal
growth (1G) (29, 30) (Abbildung 1 und Abbildung 2).
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Abbildung 1: Klassifikation der CCAs; A: Die Unterteilung der CCAs je nach anatomischer Lage der
Lision. B: Die unterschiedlichen Wachstumstypen des iCCA (7)

Der MF-Typ stellt dabei den haufigsten Typ dar (ca. 65% der iCCAs) und zeichnet sich durch
eine gut umschriebene, knotenartige Lésion mit fester, grauer Konsistenz aus. Satellitenknoten
und intrahepatische Metastasen konnen im selben oder kontralateralen Leberlappen vorhanden
sein (6, 28). Der Ursprung liegt in kleineren Gallengdngen. Der MF-Typ kann relativ grofe
Mafe annehmen, auf der Schnittfliche kann man zentrale Nekrosen oder Muzin sehen (30). Fiir
diese Form sind keine pridinvasiven Lédsionen bekannt (6, 7). Der PI-Typ (6% der iCCAs)
hingegen wichst entlang groferer Gallengénge. Dies fiihrt zur Obstruktion der betroffenen und
gleichzeitiger Dilatation peripherer Gallenwege. Vorausgehende Prikanzerose ist hdufig die
bilidre intraepitheliale Neoplasie (BilIN). Der IG-Typ (4% der iCCAs) entwickelt sich aus einer
intraduktalen papilldren Neoplasie der Gallenwege (IPNB). Der Tumor zeigt polypoides oder
papilldres Wachstum und findet sich innerhalb eines Gallengangs. Sowohl der PI- als auch der
IG-Typ entspringen den groBeren Gallengéingen. Alle drei Wachstumsarten existieren ebenfalls
in Mischformen. Die mit Abstand hiufigste Kombination wird aus dem MF- und dem PI-

Wachstum gebildet (25% der iCCAs) (28, 30).
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Abbildung 2: Verschiedene Wachstumstypen in der makroskopischen Darstellung; A: Mass-
forming-Typ; zu sehen ist ein multinoduldres, das Leberparenchym einnehmendes Wachstum. B:
Periductal infiltrating-Typ; Tumor hat sich entlang gréBerer Gallengénge bei einem Patienten mit PSC
ausgebreitet. C: Intraductal growth-Typ; Tumor zeigt papillares Wachstum in dem dilatierten Lumen
eines intrahepatischen Gallengangs. D: Gemischter Tumor mit MF- und PI-Wachstum (6)

1.1.3.2 Histologische Einteilung

Histologisch findet man in der Regel ein miBig- bis hochdifferenziertes tubulidres
Adenokarzinom (31). Dennoch ist das intrahepatische cholangiozellulire Karzinom ein
heterogenes Karzinom, das histologisch in zwei Subtypen eingeordnet werden kann: Tumoren,
die aus groferen Gallengiingen entspringen und eine zentrale Lage aufweisen (Large bile duct
type) (Abbildung 3A) und die, die ihren Ursprung in kleinen Gallengdngen haben und in der
Peripherie zu finden sind (Small bile duct type) (Abbildung 3B) (30). Beide Typen
unterscheiden sich in ihren klinischen, pathologischen und molekularen Eigenschaften. Diese

sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Abbildung 3: Histologische Subtypen des iCCA; A: Large bile duct Typ; die zylindrischen
Tumorzellen sind in grofen papilliren Driisen arrangiert. Das desmoplastische Stroma ist sehr
ausgeprigt, wihrend die Kern-Plasma-Relation niedrig ist. In den groen Lumina ist extrazellulires
Muzin zu sehen. B: CCA vom small bile duct Typ; der Tumor zeigt typischerweise tubuléres bis
kleindriisiges Wachstum und ist reich an Zellen. Das Stroma ist spérlich ausgebildet, die kuboidalen
Tumorzellen enthalten wenig Zytoplasma. Das angrenzende Leberparenchym ist in der rechten oberen
Ecke sichtbar (Pfeilspitzen). 200-fache Vergroferung
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Histologischer Subtyp
Wachstumsmuster

Ursprung

Ursprungszellen

Klinische Symptome

Assoziierte Risikofaktoren
Priakanzerosen

Tumorzellen

Morphologie

Muzin Produktion

Perineuralscheideninfiltration

Lymphgefaflinvasion

Tumornekrose

Large bile duct type

PL IG
grof3e intrahepatische

Gallenginge

Cholangiozyten und
peribilidre Driisen

schmerzloser Ikterus,
dunkle Urinfarbe,
abdominale Schmerzen
PSC, Hepatolithiasis,
Leberegel

BilIN, IPNB

zylindrische Zellen

papillédres oder
papillotubuldres
Adenokarzinom; diffuse
Tumorfibrose

++
++
++

+

Small bile duct type

MF

kleinere interlobuldre oder
septale Gallenginge
muzin-negative kuboidale
Cholangiozyten, hepatische
Stammzellen, reife
Hepatozyten
unspezifische abdominale
Symptome, oft
Zufallsbefund
chronische virale Hepatitis,
Leberzirrhose

unbekannt

niedrig zylindrisch bis
kuboidal
tubulidres Adenokarzinom,
mit oder ohne trabekulére
Foci; zentrale
Tumorsklerose

+-

+-

+/-

Tabelle 1: Die Einteilung der iCCAs in die histologischen Subtypen und ihre Charakteristika (6,
26, 32-34); PI: pediductal infiltrating; IG: intraductal growth; MF: mass-forming; PSC: primér
sklerosierende Cholangitis; BilIN: bilidre intraepitheliale Neoplasie; IPNB: intraduktale papillére
Neoplasie der Gallenwege
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1.1.3.3 TMN-Klassifikation und Grading

Die TNM-Klassifikation und die Stadieneinteilung fiir das intrahepatische cholangiozellulire

Karzinom sind folgendermallen definiert (35):

T - Primértumor:
X

TO

Tis

Tla

T1b

T2

T3

T4

N - regioniire Lymphknoten:
NX

NO

N1

M - Fernmetastasen:

MO

M1

Stadium I T1

Stadium IA Tla

Stadium IB T1b

Stadium II T2

Stadium IITA T3

Stadium I1IB T4
Jedes T

Stadium IV Jedes T

Primértumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fiir Primértumor

Carcinoma in situ (intraduktaler Tumor)

Solitirer Tumor 5 cm oder weniger in grofiter
Ausdehnung ohne Gefaflinvasion

Solitdrer Tumor mehr als 5 cm in grofter Ausdehnung
ohne GefiBlinvasion

Solitdrer Tumor mit intrahepatischer GefaB3invasion oder
multiple Tumoren mit oder ohne Geféflinvasion
Tumor(en) mit Perforation des viszeralen Peritoneums

Tumor mit direkter Invasion extrahepatischer Strukturen
Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden
Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

Regionidre Lymphknotenmetastasen

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
NO MO
N1 MO
Jedes N Ml

Tabelle 2: UICC/AJCC Einteilung des intrahepatischen cholangiozelluliiren Karzinoms (8.
Auflage) (35); UICC: Union for International Cancer Control; AJCC: American Joint Committee on
Cancer; T: Tumor; N: Nodus; M: Metastasen

- 16 -



Das Grading beschreibt den Differenzierungsgrad der Tumorzellen. Beim iCCA gibt es drei
Stufen, die laut WHO folgendermaflen definiert sind (36):

Gl gut differenziert uniforme Tubuli, gut differenziertes Adenokarzinom
mit oder ohne mikropapilldre Strukturen

G2 méBig differenziert méBig unregelmifBige tubuldre Driisen mit kribriformen
Arealen und/oder Strangen

G3 schlecht differenziert hochgradig unregelmiflige verzweigte tubulére

Strukturen mit ausgepréigter Kernpolymorphie

1.1.4 Therapie und Prognose

Das intrahepatische CCA ist insgesamt mit einer schlechten Prognose verbunden. Die meisten
Patienten weisen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits eine fortgeschrittene Erkrankung auf und
sterben innerhalb der ersten 12 Monate an Leberversagen, Tumorkachexie oder Sepsis. Die 5-

Jahres-Uberlebensrate betriigt dabei weniger als 5% (37).

Die einzige Therapie mit kurativem Ansatz stellt die chirurgische Resektion des iCCA dar (38).
Diese kommt aber nur in Frage, wenn sowohl die technische als auch die funktionelle
Operabilitit des Patienten gewihrleistet ist (26). Ublicherweise hat weniger als ein Drittel aller
1ICCA-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose einen resektablen Tumor (39). Nach der
Resektion betriigt die mediane krankheitsfreie Uberlebenszeit 26 Monate, die Rezidivrate liegt
bei 60-65% (40, 41). Die 5-Jahres-Uberlebensrate nach der operativen Entfernung des Tumors
betrdgt zwischen 22% und 44% (39). Griinde fiir die schlechte Prognose und das hohe
Rezidivrisiko stellen unter anderem die TumorgroBBe, GefaBBinvasion, Lymphknotenmetastasen,
multiple Tumoren, Leberzirrhose, schlechte Differenzierung der Tumorzellen und ein positiver

Resektionsrand dar (42, 43).

Aufgrund der hohen Rezidiv- und der schlechten 5-Jahres-Uberlebensrate (< 25%) ist die
Lebertransplantation als potenziell kurativer Ansatz irresektabler iCCAs sehr umstritten.
Dennoch kann sie bei Patienten mit begleitender Leberzirrhose oder einer Tumorgréfie < 2 cm

unter Studienbedingungen erwogen werden (24, 44, 45).

Das cholangiozelluldre Karzinom ist ein chemoresistenter Tumor. Die Mechanismen dieser
Chemoresistenz sind physiologisch und bereits in gesunden Cholangiozyten zu beobachten, die

sich vor toxischen Verbindungen aus dem Blut und Galle schiitzen (46). Nichtsdestotrotz kann
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eine systemische Chemotherapie sowohl zur Verbesserung der Lebensqualitit als auch zu einer
Verlédngerung der Lebensdauer der Patienten mit fortgeschrittener CCA-Erkrankung beitragen
(47). In der Vergangenheit wurde die Effizienz verschiedener Chemotherapeutika in mehreren
Studien untersucht. Allerdings schlossen diese meist auch extrahepatische cholangiozellulédre
Karzinome ein, was die Aussagekraft der Ergebnisse fiir das iCCA allein einschrénkt. Die
BILCAP (Adjuvant Capecitabine for Biliary Tract Cancer) Phase III Studie zeigte eine
Verbesserung des Gesamtiiberlebens bei Patienten, die nach einer Resektion eine adjuvante
Chemotherapie mit Capecitabin erhielten (48). Seit 2019 wird von den internationalen
Leitlinien eine adjuvante Therapie mit Capecitabin fiir 6 Monate nach der Resektion empfohlen
(24, 49). Die systemische Chemotherapie findet auch bei nicht resektablen oder metastasierten
Tumoren in Form einer palliativen Therapie Anwendung. Dabei zeigen die neuesten Studien
eine Uberlegenheit einer Kombinationstherapie von Gemcitabin und Cisplatin mit einer
spezifischen Antikdrpertherapie entweder mit Durvalumab oder Pembrolizumab, was sich in
den neuesten Empfehlungen der deutschen Leitlinie widerspiegelt (24). In der Placebo-
kontrollierten Phase-III Doppelblindstudie TOPAZ-1 beispielsweise konnte eine bessere
Ansprechrate der Therapie in der Gruppe Gemcitabin + Cisplatin und Durvalumab (26,7%)
gegentiber der alleinigen Therapie mit Gemcitabin + Cisplatin (18,7%) aufgezeigt werden (50).
Auch die Kombinationstherapie mit dem zweiten bisher zugelassenen Antikorper
Pembrolizumab erwies sich als iiberlegen. Dabei zeigte die randomisierte, ebenfalls Placebo-
kontrollierte  Phase-II Doppelblindstudie KEYNOTE-966 ein erhohtes medianes
Gesamtiiberleben von 12,7 Monaten in der Pembrolizumab und Gemcitabin + Cisplatin Gruppe

verglichen mit der Gemcitabin + Cisplatin Gruppe mit 10,9 Monaten (51).

Bei Kontraindikationen fiir eine Antikorpertherapie mit den beiden oben genannten
Chemotherapeutika soll auf die alleinige Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin
zuriickgegriffen werden (24). In einer Studie mit 410 Patienten wurde die Wirksamkeit einer
Gemcitabin/Cisplatin Therapie mit einer Gemcitabin-Monotherapie verglichen. In der
Gemcitabin/Cisplatin Gruppe zeigte sich ein signifikant lingeres Gesamtiiberleben als in der
Vergleichsgruppe (11,7 vs. 8,1 Monate) (52). In einer Metaanalyse dieser Studie zusammen mit
einer Phase-II-Studie aus Japan erwies sich die Kombination aus den beiden
Chemotherapeutika ebenfalls als wirksam (53, 54). Falls Cisplatin beispielsweise wegen
Niereninsuffizienz kontraindiziert ist, ist eine Kombination aus Gemcitabin und Oxaliplatin
moglich (55, 56). Als Zweitlinientherapie kann eine Kombination aus drei Chemotherapeutika:

Folinsédure, 5-Fluorouracil und Oxaliplatin (FOLFOX) in Erwdgung gezogen werden. In einer
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Phase III Studie aus England wurde an 162 Patienten mit fortgeschrittenem CCA gezeigt, dass
eine Zweittherapie mit FOLFOX das Gesamtiiberleben der Patienten verbessert (57).

Lokoregionale Therapieverfahren wie die Radiofrequenzablation (RFA), die transarterielle
Chemoembolisation (TACE) oder die selektive interne Radiotherapie (SIRT) mit Yttrium-90
(°°Y) konnen zur Therapie kleiner irresektabler iCCA-Lisionen geeignet sein (58). Patienten,
die beispielsweise eine TACE mit Cisplatin erhielten, zeigten im Vergleich zu denjenigen, die
symptomatisch behandelt wurden, ein signifikant lingeres Gesamtiiberleben (12,2 versus 3,3
Monate) (59). Auch die hepatisch-arterielle Infusion (HAI) von Floxuridin ist eine
vielversprechende Methode. Laut einer Studie mit 104 iCCA-Patienten zeigte die Kombination
von HAI mit systemischer Chemotherapie ein medianes Gesamtiiberleben der Patienten von
30,8 Monaten; das Gesamtiiberleben der Patienten, die ausschlieBlich Chemotherapie erhielten

betrug dagegen lediglich 18,4 Monate (60).

In zahlreichen Tumorentitidten hat der zusitzliche Einsatz der sogenannten zielgerichteten
Therapien zu der Standardchemotherapie die Ansprechrate des Tumors und die
Gesamtiiberlebenszeit der Patienten signifikant erhoht. Fiir das cholangiozelluldre Karzinom
empfiehlt die deutsche Leitlinie bei einem fortgeschrittenen Tumorleiden sowie bei Versagen
der Erstlinientherapie die Vorstellung in einem molekularen Tumorboard mit dem Ziel einer
molekularen Charakterisierung des Tumors. So soll beispielsweise bei einer Isocitrat-
Dehydrogenase 1 (IDHI1) Mutation eine Therapie mit dem spezifischen IDHI1-Inhibitor
Ivosidenib erfolgen. Auch Patienten mit genetischen Alterationen im Fibroblast growth factor
receptor 2 (FGFR2) sollen der Leitlinie zufolge eine Therapie mit einem der beiden
zugelassenen FGFR-Inhibitoren Futibatinib oder Pemigatinib erhalten (24). Den Hintergrund
bilden Daten aus verschiedenen Studien, in welchen molekular gerichtete Therapien in
cholangiozelluliren Karzinomen einen Uberlebensvorteil fiir die betroffenen Patienten
darstellten. In einer Phase-III Studie konnte ein signifikant lingeres progressionsfreies
Uberleben (2,7 Monate vs. 1,4 Monate) sowie Gesamtiiberleben (10,3 vs. 7,5 Monate) in der
Gruppe derjenigen Patienten, die Ivosidenib Therapie erhielten, festgehalten werden (61). Der
FGFR-Inhibitor Futibatinib wurde in einer Phase-I1 Studie mit insgesamt 103 iCCA-Patienten
mit einer Mutation im FGFR2-Gen getestet. Dabei wiesen 42% aller Patienten ein gutes
Ansprechen auf die Therapie auf, das mediane Gesamtiiberleben betrug 21,7 Monate (62). Auch
der zweite zugelassene FGFR-Inhibitor Pemigatinib wurde in einer Phase-II Studie an 108
Patienten mit {iberwiegend intrahepatischen cholangiozelluldren Karzinomen untersucht. Dabei

zeigten 35,5% der Patienten ein Ansprechen auf die Therapie (63). Andere bisher untersuchte
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zielgerichtete Substanzen richten sich unter anderem gegen Angio- und Lymphangiogenese,
Tumormikromilieu, Signaltransduktionswege oder andere genetische Alterationen wie

Mikrosatelliteninstabilitat oder BRAF V600E Mutation.

Ein weiterer Ansatz stiitzt sich auf das Immunsystem. Antikorper, die sich gegen
Immuncheckpoint-Rezeptoren wie CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)
oder PD-1 (programmed cell death protein 1) und seinen Liganden PD-L1 richten, haben sich
bei der Therapie von einigen Tumoren (malignes Melanom, nichtkleinzelliges
Bronchialkarzinom, Nierenzellkarzinom, klassisches Hodgkin-Lymphom oder
Urothelkarzinom) bewéhrt und etabliert. Eine Studie, die eine molekulare Phenotypisierung
von 239 Gallengangs- und Gallenblasentumoren vorgenommen hat, fand heraus, dass in 45,2%
der Fille eine erhohte Ausprigung von Immuncheckpoint-Molekiilen vorliegt (64). Eine
weitere Studie zeigt eine Uberexpression von PD-1/PD-L1 in intrahepatischen CCA (65). Im
Folgenden werden die Prinzipien der PD-1/PD-L1 Immuncheckpoint-Therapie genauer

erlautert.

1.2 PD-1/PD-L1

Der PD-1/PD-L1 Signalweg ist ein Kontrollmechanismus, dessen Aufgabe es ist, eine
ibermdfBige Immunantwort des Korpers zu unterbinden, welche ihrerseits zur

Gewebszerstorung oder Autoimmunitit fithren kann.

1.2.1 PD-1/PD-LI Signalweg

Der PD-1 Rezeptor, auch bekannt als CD279, ist ein Transmembranprotein vom Typ I, das auf
den aktivierten T-Zellen, B-Zellen, natiirlichen Killerzellen, Monozyten und dendritischen
Zellen zu finden ist. Es besteht aus 288 Aminosduren und ist 55 kDa schwer (66, 67). Der
programmed death ligand 1 (PD-L1 oder B7-H1, CD274) ist der Ligand zu PD-1. Er ist
ebenfalls ein Transmembranprotein vom Typ I und umfasst 290 Aminosduren, bei einem
Gewicht von 40 kDa (67). Die konstitutive, also dauerhafte, Expression des PD-L1 findet man
in unterschiedlichen Konzentrationen auf T- und B-Lymphozyten, antigenprisentierenden
Zellen oder Makrophagen. Der Ligand ist auBerdem auf nicht hdmatopoetischen Zelltypen wie
Gefallendothel, Herzmuskelzellen, pankreatischen Inselzellen, Hepatozyten und

immunprivilegierten Zellen wie sie in der Plazenta, im Hoden oder in der Cornea zu finden
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sind, vorhanden. Die induzierte Expression findet im Rahmen einer Entziindung auf
hidmatopoetischen Zellen, Endothel- und Epithelzellen statt (68, 69). Als Induktoren dienen
dabei proinflammatorische Zytokine wie Interferon-y (IFN-y) oder Tumornekrosefaktor-o

(TNF-a) (68).

Bindet der Ligand PD-L1 an seinen Rezeptor PD-1 wihrend einer gleichzeitigen Aktivierung
des T-Zellrezeptors, wird eine Signalkaskade ausgelost (Abbildung 4). Dabei werden zunéchst
die Tyrosinreste der zwei intrazelluliren Doménen von PD-1 phosphoryliert, was zu der
Bindung der beiden Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 (Src homology 2 domain—containing
tyrosine phosphatase 1/2) flihrt. Diese wiederum sorgen flir eine Dephosphorylierung des
Proteinkomplexes CD3( (cluster of differentiation 3 {) und der Kinasen PKC6 (Proteinkinase
C0) und ZAP70 (Zeta-assoziiertes Protein von 70 kD), welche ihrerseits das T-Rezeptorsignal
inhibieren. Zum einen geschieht dies durch die Hemmung der fiir die Proliferation und
Differenzierung der T-Zelle wichtigen ERK (extrazelluldr regulierte Kinase) - Signalkaskade
(70, 71). Zum anderen wirkt PD-1 den kostimulatorischen Effekten des CD28 - Rezeptors
(cluster of differentiation 28) entgegen. Durch die Dephosphorylierung der CK2 (casein kinase
2) kommt es zur Aktivierung von PTEN (Phosphatase und Tensin homolog). Diese ist ein
physiologischer  Antagonist zu der PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) und der
Serin/Threoninkinase Akt und inhibiert somit die von dieser Signalkaskade abhingigen
Glukosestoffwechsel, Zytokinsynthese und Uberleben der Zelle (72). Durch die Inhibition der
Proteinkinase CO wird die Interleukin-2 (IL-2) Produktion gehemmt (71).
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Abbildung 4: Die PD-1/PD-L1 Signalkaskade in einer T-Zelle wihrend einer Antigenpriisentation
von einer APC (67, 68); APC: Antigenprisentierende Zelle; CD: cluster of differentiation; CK2:
Caseinkinase 2; IL-2: Interleukin-2; ERK: extrazellulér regulierte Kinase; MEK: MAPK/ERK Kinase;
MHC: major histocompatibility complex; PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase; PKC6: Proteinkinase C6;
PLC-y: Phospholipase C-y; PTEN: Phosphatase und Tensin homolog; Raf: rapidly accelerated
fibrosarcoma; Ras: Rat sarcoma; SHP2: Src homology 2 domain—containing tyrosine phosphatase 2;
TCR: T-Zellrezeptor; ZAP70: Zeta-assoziiertes Protein von 70 kD

1.2.2  Bedeutung von PD-1/PD-LI1 fiir Autoimmunitdt und Infektion

Der PD-1/PD-L1 Signalweg ist fiir die Entwicklung der zentralen und peripheren
Immuntoleranz wesentlich. Dabei werden die autoreaktiven Lymphozyten in einer negativen
Selektion sowohl in priméren (Thymus, Knochenmark) als auch in sekundéren lymphatischen
Organen (Lymphknoten, Milz) eliminiert (73). In einer Reihe von Studien mit Knockoutcluster
Maiusen fand man heraus, dass das Fehlen des PD-1 Rezeptors zur Autoimmunitit mit
Krankheitsbildern wie Arthritis, Glomerulonephritis oder dilatative Kardiomyopathie mit
Myokarditis fiihrt (74, 75). In einer anderen Studie wurde der PD-1/PD-L1 Signalweg bei
Maiusen, die genetisch fiir die Entstehung eines autoimmunen Diabetes mellitus Typ 1
pradisponiert sind, blockiert. Hier zeigte sich eine Induktion und Progression der Erkrankung

(76). Beim menschlichen Organismus wird ein Zusammenhang zwischen einigen autoimmunen
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Erkrankungen und genetischem Polymorphismus in den PD-1/PD-L1 Genen vermutet. Dazu
gehoren unter anderem systemischer Lupus erythematodes, multiple Sklerose, rheumatoide

Arthritis oder Morbus Basedow (77-80).

Auch fiir virale und bakterielle Infektionen spielt der PD-1/PD-L1 Signalweg eine wichtige
Rolle. So kommt es etwa wihrend einer chronischen Entziindung der Magenschleimhaut durch
eine Helicobacter pylori Infektion zu einer verstirkten PD-L1 Expression auf den gastralen
Epithelzellen. Dadurch wird die T-Zellproliferation und IL-2 Produktion unterdriickt und
infolgedessen die Immunantwort abgeschwicht (81). Nicht-parenchymale Leberzellen wie
Kupffer-Zellen oder sinusoidale Endothelzellen sorgen mit ihrer PD-L1 Expression fiir eine
langsamere Reduktion der viralen Last im Rahmen einer Hepatitis (82). Bei HIV (humanes
Immundefizienz-Virus) Infizierten korreliert die Ausprigung des PD-1 Rezeptors mit der
Funktion der virus-spezifischen CD8" T-Zellen, der Schwere der Krankheit und der Viruslast
(83, 84).

1.2.3  Tumorimmunologie und PD-LI-Expression auf iCCA

Bereits 1909 beschrieb Paul Ehrlich die Fiahigkeit des Immunsystems, die Entstehung und das
Wachstum entarteter Zellen einzuddmmen (85). Das Versténdnis fiir die Tumorimmunologie
wuchs in den darauffolgenden Jahren stark. So stellten Sir Macfarlane Burnet und Lewis
Thomas im Jahre 1970 die Theorie von der sogenannten , Immuniiberwachung® (/Immune
Surveillance) auf, laut welcher das Immunsystem mittels tumor-assoziierten Antigenen
Tumorzellen erkennen und eliminieren kann (86). In der Tat sind die tumorinfiltrierenden
Lymphozyten in der Lage dazu, in das Tumorgewebe einzudringen und dieses in Schach zu
halten oder gar eine Regression zu induzieren. Dadurch wird ein Selektionsdruck auf die
Tumorzellen ausgeiibt, dem sie sich zu entziehen versuchen. Aufgrund der genetischen
Instabilitét gelingt es manchen Tumoren, einen ,,7umor-Escape “ Phanotyp zu entwickeln. Dies
erlaubt ihnen, sich der Uberwachung durch das Immunsystem zu entziehen und ungehindert
weiterzuwachsen (87). Eine dieser Entkommensstrategien ist die Expression des PD-L1
Liganden auf der Tumor-Zelloberfliche und die somit eintretende Suppression der umgebenden

Immunozyten.

Die PD-L1 Expression wurde bereits auf verschiedenen Tumorentitidten wie zum Beispiel dem
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, malignen Melanom, Ovarialkarzinom, Mammakarzinom

oder Urothelkarzinom nachgewiesen. Auch das cholangiozelluldre Karzinom macht sich diesen
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Mechanismus zunutze. In einer Studie mit 54 iCCA-Patienten zeigten 39 (72%) eine positive
immunhistochemische PD-L1 Féarbung auf den Tumorzellen und 34 (63%) auf den
tumorassoziierten Makrophagen (88). Hier konnte man auch einen direkten Zusammenhang
zwischen der Auspriagung des Liganden auf den Tumorzellen und dem schlechteren Uberleben
der Patienten nachweisen. In einer weiteren Studie mit 58 iCCA-Patienten zeigten die typische
Féarbung lediglich 5 Félle (9%) auf den Tumorzellen und 31 Fille (53%) auf den Immunzellen
(89). In beiden Studien wurden allerdings ausschlieBlich diejenigen Proben als positiv gewertet,

bei welchen mindestens 5% der Tumorzellen eine positive Farbung aufwiesen.

Ebenfalls interessant ist die Tatsache, dass hohere PD-L1 Expression auf den Tumorzellen mit
einer schlechteren Zelldifferenzierung und fortgeschrittenerem Tumorstadium in Verbindung

steht (65).

1.2.4 PD-1/PD-LI Inhibitoren in der Immuntherapie

Die Interaktion zwischen dem Rezeptor PD-1 und seinem Liganden PD-L1 kann mit
spezifischen Antikorpern unterbunden werden (Abbildung 5). In zwei grofleren Studien zu
Anti-PD-1-Antikdrpern und Anti-PD-L1-Antikorpern zeigten die darin untersuchten soliden
Tumoren (unter anderem malignes Melanom, nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom und
Nierenzellkarzinom) gute Ansprechraten auf die Therapie (90, 91). Die derzeit zugelassenen

PD-1/PD-L1-Immuncheckpoint-Inhibitoren sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Wirkstoff Handelsna- Zielstruk- Indikation .Zulassungs-
me tur jahr
kolorektales Karzinom,
Osophaguskarzinom,

Magenkarzinom, klassisches
Hodgkin-Lymphom,
malignes Melanom, Kopf-
Nivolumab Opdivo® PD-1 Halstumoren, nicht- 2015
kleinzelliges
Lungenkarzinom, malignes
Pleuramesotheliom,
Nierenzellkarzinom,
Urothelkarzinom
kolorektales Karzinom,
Keytruda®  PD-1 Osophaguskarzinom, 2015
Magenkarzinom, klassisches

Pembrolizu-
mab
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Hodgkin-Lymphom,

malignes Melanom, Kopf-

Halstumoren, nicht-

kleinzelliges

Lungenkarzinom,

Nierenzellkarzinom,

Urothelkarzinom,

Zervixkarzinom,

Endometriumkarzinom,

dreifach negatives

Mammakarzinom

Merkelzellkarzinom,
Avelumab Bavencio® @ PD-LI Nierenzellkarzinom, 2017

Urothelkarzinom

hepatozelluldres Karzinom,

nicht-kleinzelliges

Lungenkarzinom,
Atezolizumab  Tecentrigq®  PD-L1 Kleinzelliges 2017
Lungenkarzinom,
Urothelkarzinom, dreifach
negatives Mammakarzinom
hepatozelluldres Karzinom,
nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom,
kleinzelliges
Lungenkarzinom, bilidre
Tumoren
Basalzellkarzinom,
Plattenepithelkarzinom,
Cemiplimab Libtayo® PD-1 nicht-kleinzelliges 2019

Lungenkarzinom,

Zervixkarzinom

Durvalumab Imfinzi® PD-L1 2018

Dostarlimab Jemperli®  PD-1 Endometriumkarzinom 2021

Plattenepithelkarzinoms des
Osophagus,
Tislelizumab Tevimbra®  PD-1 Adenokarzinomen des 2023
Magens oder
gastrodsophagealen
Ubergangs
Plattenepithelkarzinoms des
Toripalimab Loqgtorzi®  PD-1 Osophagus, 2024

Nasopharynxkarzinom
Retifanlimab Zynyz® PD-1 Merkelzellkarzinom 2024
Tabelle 3: Derzeit in der EU zugelassene PD1/PD-L1-Immuncheckpoint-Inhibitoren (92-97)
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Abbildung 5: Blockade des PD-1 bzw. des PD-L1 durch spezifische Antikérper (98); A:
Regelrechtes Andocken des PD-L1 am PD-1 Rezeptor mit der dazugehorigen hemmenden Wirkung auf
die T-Zelle; B: Hemmung des PD-1 Rezeptors bzw. des PD-L1 mit spezifischen Antikérpern. Die
Inhibition der T-Zelle entféllt somit.

Die Immuncheckpoint-Inhibitoren verursachen unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAW)
autoimmuner Art und kdnnen somit alle Organsysteme betreffen. In einer Ubersichtsarbeit wird
berichtet, dass insgesamt 86% aller Patienten unter Nivolumab Behandlung Nebenwirkungen
jeden Grades aufzeigen, 17-21% der Patienten erleiden schwerwiegende bis lebensbedrohliche
Nebenwirkungen. Die haufigsten Nebenwirkungen betreffen die Haut (46%) und duflern sich
in Pruritus oder einem Exanthem. Auch die Autoimmunkolitis (22%) und Endokrinopathien
wie Thyreoiditis oder Hypophysitis (17%) zdhlen zu den UAWs. Zu den selteneren
Nebenwirkungen gehdren Pankreatitis, Hepatitis, Pneumonitis, Nephritis und neurologische
Storungen. Durch den friithzeitigen Einsatz von Glukokortikoiden lassen sich schwerwiegende
Komplikationen vermeiden und die Dauer der Nebenwirkungen verkiirzen. Die meisten UAWs

lassen sich jedoch mit gutem Management beherrschen (92).
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1.3 RAS- (KRAS/NRAS) und BRAF-Mutationen in iCCA

Der Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg ist eine Signaltransduktionskaskade. Sie ist fiir die
Proliferation und Differenzierung jeder Korperzelle unabdingbar (Abbildung 4) und ist in etwa
30% der menschlichen Krebserkrankungen iiberaktiv (99). Die fiir die Ras- und Raf-Proteine
kodierenden Gene wie KRAS (Kirsten rat sarcoma), NRAS (neuroblastoma RAS) und BRAF (B
(Isoform B1) rat fibrosarcoma) konnen dabei mutieren und zu einer Daueraktivierung der

Proteine fithren. Dies veranlasst die Zelle dazu, sich unkontrolliert zu teilen und zu entarten.

Ungefiahr 62% aller iCCAs gehdren zu einem proliferativen Typ, mit Aktivierung von
onkogenen Signalkaskaden und der daraus resultierenden schlechteren Prognose (100). KRAS
-Mutationen gehoren dabei zu den hiufigeren Mutationen in iCCA (9-25%) (64, 101, 102).
Erwédhnenswert ist, dass KRAS-Mutationen eher im Large bile duct Typ (23%) als im Small
bile duct Typ (1%) entstehen (103). Andere Mutationen wie NRAS und BRAF sind deutlich
seltener. NRAS ist in 3-9% (101, 102) und BRAF in etwa 3-6% der Félle mutiert (102, 104).
Dabei beschriankt sich die BRAF-Mutation interessanterweise auf das intrahepatische CCA
(104).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das intrahepatische cholangiozelluldre Karzinom tritt zwar selten auf, ist jedoch mit einer sehr
schlechten Prognose verbunden. Die Therapiemoglichkeiten sind aufgrund einiger
Besonderheiten des Tumors begrenzt, nicht zuletzt, weil der Grof3teil der Patienten sich zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits in einem fortgeschrittenen Tumorstadium befindet. Die
weltweit steigende Inzidenz des Tumors macht es notwendig, das Wissen dariiber zu erweitern
und neue Therapieansétze zu erforschen. Neue Hoffnung bringen die zielgerichteten Therapien,
darunter auch die Inhibition des Immuncheckpoint-Rezeptors PD-1 und seines Liganden PD-
L1. In Anbetracht der komplexen Tumorbiologie des iCCA und dem bisher wenig erforschten
Zusammenspiel mit dem Immunsystem, ergaben sich in dieser Arbeit folgende

Fragestellungen:

1. Welche klinischen Charakteristika zeigen die Patienten und iiben diese einen
Einfluss auf die Uberlebenszeit aus?

2. Wie hoch ist die PD-L1 Expression auf Tumorzellen und auf den tumorspezifischen
Immunzellen im iCCA?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen PD-L1 Expression auf
den Tumorzellen bzw. auf den tumorspezifischen Immunzellen und der
Uberlebenszeit der Patienten?

4. Ab welcher Expressionsstirke von PD-L1 auf den Tumorzellen bzw. auf den
tumorspezifischen Immunzellen ist ein schlechteres Outcome der Patienten zu
erwarten?

5. Wie héufig sind KRAS-, NRAS- und BRAF-Mutationen bei iCCA vorhanden und

haben diese einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten?

So sollen in einem ersten Schritt die histopathologischen und klinischen Daten zu 190 Patienten
zusammengetragen und retrospektiv analysiert werden. Der RAS- bzw. RAF-Mutationsstatus
wird mittels Sequenzierung als zusitzliche Variable erhoben. In einem weiteren Schritt soll in
dieser Arbeit mittels Immunhistochemie die PD-L1 Expression auf den Tumorzellen und
Immunzellen ausgewertet werden. Mit den Uberlebensdaten einer vorhergehenden Dissertation
vom selben Patientengut soll zum Schluss der Zusammenhang zwischen den klinischen

Charakteristika, der PD-L1 Auspriagung und dem Outcome der Patienten untersucht werden.
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2  Material und Methoden

2.1  Erstellung einer iCCA-Datenbank

Gegenstand der Untersuchung waren 190 intrahepatische CCA-Patientenproben, die im
Zeitraum von 1996 bis 2018 im Institut fiir Pathologie der Universitit Regensburg

diagnostiziert wurden.

2.1.1 Erhebung der Patientendaten

Zunichst wurde aus den bereits vorhandenen Patientendaten (gesammelt von Fr. Dr. Simone
Stock im Rahmen ihrer Promotion (105)) von Patienten mit Lebertumoren aus dem Institut fiir
Pathologie der Universitdt Regensburg eine Excel-Datei mit den iCCA-Fillen erstellt. Dabei
wurden Daten wie Alter, Geschlecht und Tumoreigenschaften (Tumorgrofle, TNM-
Klassifikation, Grading) erfasst. Aulerdem wurden folgende Vorerkrankungen berticksichtigt:
PSC, sekundér sklerosierende Cholangitis (SSC), Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und Hepatitis
B. Die Excel-Tabelle wurde zudem um folgende Informationen aus der vorhergehenden
Doktorarbeit ergdnzt: Vorerkrankungen wie arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, aber auch
Adipositas, wobei die Letztgenannte anhand des BMI des Patienten (errechnet basierend auf
den jeweiligen Grofen- und Gewichtsangaben) festgestellt wird. Ebenfalls wurde mithilfe der
Sterbedaten aus dem Tumorzentrum die Uberlebenszeit der einzelnen Patienten ab dem

Zeitpunkt der Resektion beriicksichtigt.

Im nichsten Schritt wurden alle 190 Falle erneut histologisch beurteilt. Dabei wurde besonders
auf den Zustand der umgebenden Leber, sowie auf Besonderheiten des Tumors geachtet.

Folgende Daten wurden zusétzlich in der Tabelle aufgenommen:

- Fibrosegrad der Leber, Einteilung nach dem Ishak-Score (Tabelle 4)

- Vorhandensein einer Steatosis hepatis oder einer Hepatitis

- Vorhandensein von Alpa-1-Antithrypsin-Mangel oder einer Eiseniiberladung
- Vorhandensein von Prianeoplasien (BilIN, IPNB)

- Weitere Auffilligkeiten (Cholestase, Cholangitis, von-Meyenburg-Komplexe)
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Score Beschreibung
0 Keine Fibrose

1 Fibrose Expansion einzelner Portalfelder mit oder ohne kurze fibrose Septen

2 Fibrose Expansion der meisten Portalfelder mit oder ohne kurze fibrése Septen

3 Fibrose Expansion der meisten Portalfelder mit einzelnen portoportalen Septen

4 Fibrose Expansion der meisten Portalfelder mit deutlicher Briickenbildung porto-
portal und porto-zentral

5 Deutliche Briickenbildung (porto-portal und/oder porto-zentral) mit einzelnen

Knoten (inkomplette Zirrhose)
6 Zirrhose (wahrscheinlich oder definitiv)
Tabelle 4: Ishak-Score (106)

2.1.2  Auswahl der Paraffinblocke

Nachdem jeder Fall einzeln unter dem Mikroskop betrachtet wurde, wurden die ausgewéhlten
Paraffinblocke mit Tumorgewebe der iCCA aus dem Archiv entnommen und einer gesonderten

Sammlung hinzugefiigt.

2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Grundlagen der Methodik

Die Immunhistochemie stellt eine in der Pathologie hiufig angewandte Methode dar, welche
vor allem in der Tumordiagnostik nicht mehr wegzudenken ist. Die Immunhistochemie macht
sich die Spezifitdt und Affinitdt immunologischer Reaktionen zunutze. So wird es moglich, die
Epitope gesuchter Antigene prézise zu lokalisieren und sichtbar zu machen. Das Prinzip lédsst
sich in zwei Schritte aufteilen. Im ersten Schritt wird der primire Antikorper auf das Gewebe
gegeben. Dieser bindet spezifisch an das Epitop des gesuchten Antigens. Im zweiten Schritt
werden diese Antigen-Antikorper-Bindungsstellen sichtbar gemacht. Dies wird durch die
Zugabe eines zweiten Antikorpers, der spezifisch an den priméren Antikorper bindet und

aufgrund seiner Markierung visualisiert werden kann, moglich (Abbildung 6) (107).
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Markermolekiil
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{ primérer Antikorper
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Abbildung 6: Grundlagen der Imnmunhistochemie (107). Sowohl der primére als auch der sekundére,
markierte Antikdrper binden an ihren spezifischen Antigenen.

2.2.2  Immunhistochemische PD-L1 Fdrbung

2um diinne Schnitte wurden mit dem Rotationsmikrotom HistoCore AUTOCUT (Leica
Biosystems) auf SuperFrost Plus®-Objekttrager (Fa R. Langenbrinck GmbH) aufgezogen,
getrocknet und anschliefend mit Himatoxylin-Eosin (HE) geférbt. AnschlieBend wurde eine
immunhistochemische PD-L1 Farbung (anti-PD-L1 antibody 28.8, abcam, 1:100) (BenchMark
ULTRA, Fa Roche Diagnoctics) angefertigt. Die immunhistochemische Farbung wurde mit den
bereits etablierten Féarbeprotokollen durchgefiihrt. Das ausfiihrliche Farbeprotokoll ist Tabelle

5 zu entnehmen.

Arbeitsschritt PD-L1 Fiarbung

1 Entparaffinierung: Objekttrager Temperatur von 72°C auf mittlere
Temperaturen erhéhen

2 Hitzevorbehandlung

3 Ultra CC1: Erwdrme Objekttrager auf 95°C und inkubiere fiir 4 Minuten
4 CC1 48 Minuten

5 Vor-Priméirperoxidase-Hemmer

Primdr Antikorper: Coverslip auftragen, einen Tropfen von Antikorper

6 auftragen und fiir 44 Minuten inkubieren

7 Gegenfarbung: 1 Tropfen von Hématoxylin auftragen, liquid coverslip
aufragen und flir § Minuten inkubieren

] Nach-Gegenfirbung: 1 Tropfen von Bluing Reagent auftragen, liquid

coverslip auftragen und fiir 4 Minuten inkubieren

Tabelle 5: Firbeprotokoll fiir die automatisierte PD-L1 Firbung; CC1: Cell Conditioner Nr.1, Tris/
EDTA/Borat-Puffer, pH=8-8,5

-31 -



2.2.3  Auswertung der PD-L1 Fdrbungen

Die Auswertung der Expression von PD-L1 erfolgte anhand der Bestimmung des Tumor Cell
Score (TC) und des Immune Cell Score (IC). Der Tumor Proportion Score (TPS)/bzw. TC
(Tumor Cells) gibt das Verhiltnis der PD-L1 positiv gefarbten Tumorzellen bezogen auf alle

vitalen Tumorzellen an und wird in Prozent angegeben.

Bei der Angabe der Immunzellen (Immune Cells; IC) werden alle Immunzellen, die eine PD-
L1-Farbung jeglicher Intensitdt aufweisen und sich im Tumor oder in intratumoralem und
benachbartem peritumoralem Stroma befinden, bei der Auswertung beriicksichtigt. Der Wert

wird in Prozent angegeben und auf das Tumorareal bezogen.

Beide Scores wurden gewihlt, um die unterschiedliche Expression von PD-L1 sowohl auf den
Tumorzellen als auch auf den tumorspezifischen Immunzellen (Makrophagen, Lymphozyten,
dendritischen Zellen) abzudecken. Zu allen immunhistochemischen Reaktionen wurde ein HE-
Schnitt angefertigt. So konnte man die Lage, Groe und weitere Eigenschaften des Tumors

vergleichen. Die Interpretation der PD-L1-Farbung beinhaltet folgende Regeln:

- Es wird der relative Anteil PD-L1 positiver Tumor- (TC) oder Immunzellen (IC)
bezogen auf die gesamte Tumorfliche bewertet.

- Es wird der gesamte Schnitt ausgewertet.

- Als positiv gilt in Tumorzellen eine membranire Farbung, diese kann partiell oder
zirkulér sein.

- Bei Immunzellen gilt neben der membrandren Fiarbung auch eine granuldre Expression
als positiv.

- Auch eine schwach positive Féarbereaktion wird als positiv gewertet (108).

In Abbildung 7 ist die Positivkontrolle fiir die PD-L1-Féarbung dargestellt.

-32-



Abbildung 7: Positivkontrolle der PD-L1-Firbung der Tonsille. Deutlich zu erkennen ist der
Gradient der Farbung zwischen dem Kryptenepithel (Pfeil), welches eine starke Farbereaktion zeigt,
und den Makrophagen (Pfeilspitze) in den Keimzentren mit moderater Farbung (108). A: 20-fache
Vergroferung, B: 100-fache VergroBerung

Bei der Auswertung von PD-L1 wurde in folgenden Schritten bewertet:

0%

<1%

1 bis<5%

6 bis <10%

11 bis <15%

16 bis <20%

21 bis <25%

26 bis <30

>30%

2.3 DNA- und RNA-Extraktion aus den Tumorproben

Fiir die DNA- und RNA-Extraktion wurde formalin-fixiertes, paraffin-eingebettetes Gewebe
(FFPE) von den 190 iCCA-Fillen verwendet.
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2.3.1 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Die fur die DNA- und RNA-Extraktion verwendeten Arbeitsmaterialien sind in Tabelle 6

aufgefiihrt.

Verbrauchsmaterialien/Geriite Firma

AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (50) QIAGEN, Hilden, Deutschland

Methylenblau Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Milli-Q 18,2 Millipore, Eschborn, Deutschland

Xylol VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA

Ethanol absolute VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, USA
SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am

Ethanol 99%

Inn, Deutschland
2-Propanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Nuclease-free water Massachusetts, USA

Objekttrager Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland

Surgical Blade no. 11 Feather, Osaka, Japan

Safe Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ThermoStat Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ThermoMixer® C Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centrifuge 5430 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Scientific Industries, Bohemia, New York,

Vortex-Genie 2T USA

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien fiir die DNA-/RNA-Extraktion

2.3.2 Entparaffinierung und Mikrodissektion

Die zur Verfiigung stehenden Paraffinblocke wurden zunéchst mittels eines Microm HM 430
Schlittenmikrotoms (Thermo Scientific) in 5 pm dicke Schnitte geschnitten. Nach einer kurzen
Verweildauer auf einer Warmeplatte wurden die Proben entparaffiniert. Dafiir wurden diese

einer absteigenden Xylol/Alkoholreihe in der folgend genannten Reihenfolge unterzogen:

- 20 Minuten in Xylol

- 10 Minuten in 100% Ethanol
- 10 Minuten in 98% Ethanol
- 10 Minuten in 70% Ethanol

AnschlieBend wurden die Schnitte in entionisiertem Wasser abgespiilt und in einer
Methylenblauldsung eingefarbt. Zu einer besseren Orientierung wurden wihrend der

Mikrodissektion die bereits angefertigten HE-Schnitte zur Hilfe genommen. Dabei wurde
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vorher unter Sicht im Mikroskop der Tumor markiert. Diese Stelle wurde mithilfe eines sterilen
Skalpells abgetragen und in einer 1,5 ml Eppendorf Tube mit einer Losung aus 150 ul PKD-
Puffer und 10 pl Proteinkinase K {iberfiihrt. Die Tubes wurden dann bei 56°C fiir 15 Minuten
inkubiert und anschlieBend fiir 3 Minuten auf Eis gelegt. Als ndchstes wurden die Proben fiir
15 Minuten bei 20000 g zentrifugiert. Das hierdurch entstehende Pellet wurde fiir die Isolation
der DNA gebraucht. Der Uberstand wurde abpipettiert und zur Isolation der RNA

weiterverarbeitet.

2.3.3  Isolierung mittels AllPrep DNA/RNA FFPE Kit

Zur RNA-Extraktion wurde der fliissige Uberstand zunéchst fiir 15 Minuten bei 80°C inkubiert.
Nach Zugabe von 320 pl RLT-Puffer und 720 pl Ethanol wurde die Probe in eine RNeasy
MinElute Spinsdule iibertragen, welche in ein 2 ml Sammelréhrchen platziert war. Nach dem
abzentrifugieren wurde die Sdule mit 350 ul FRN-Puffer gereinigt und anschlieBend mit
DNase-Losung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Gabe von 500 pl
FRN-Puffer wurde das Enzym-Puffer-Gemisch abzentrifugiert und erneut auf die Saule
gegeben. Es folgte zweimaliges Waschen der Sédule mithilfe des RPE-Puffers und
anschlielendes Trocknen der Sdule durch 5 miniitiges Zentrifugieren. Eluiert wurde die RNA

mit 30 pl nukleasefreiem Wasser.

Fiir die DNA-Extraktion wurde das Pellet in 40 pl Proteinkinase K und 180 pul ATL-Puffer
resuspendiert und erst fiir 1 Stunde bei 56°C und anschlieend fiir zwei Stunden bei 90°C
inkubiert. Als nichstes wurden je 200 pul AL-Puffer und Ethanol hinzugegeben und die gesamte
Losung auf eine QIAmp MinElute Spinsdule libertragen. Nach dem Abzentrifugieren dieser
wurden nun nacheinander je 700 pul von dem AW-1-Puffer, AW-2-Puffer und von dem Ethanol
aufpipettiert und abzentrifugiert. Nach 5 miniitiger Trocknung der Sédule durch Zentrifugation

wurde die DNA mit 100 pl ATE-Puffer eluiert.

2.4 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der eluierten RNA und DNA erfolgte mithilfe des DS-11 FX+
Spectrophotometer/Fluorometer der Firma DeNovix (Wilmington, USA). Dabei wurden 2 pl
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des jeweiligen Fluats eingesetzt. Die theoretische Grundlage der photometrischen
Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz:

. E
e-d
Dabei steht c fiir die Konzentration in mol I, E fiir die Extinktion (oder Absorption), d fiir die
Schichtdicke der Losung in cm und ¢ fiir den molaren Extinktionskoeffizient in I mol™! cm.
Nukleotide absorbieren Licht bei 260 nm. Der gemessene Wert bei dieser Wellenldnge
eingesetzt in der oben genannten Gleichung gibt die Konzentration der Probe an. Allerdings
macht dieser Wert keine Aussage iiber die Qualitdt der Probe. Aus diesem Grund werden
zusitzlich die Absorptionswerte bei 230 nm (Absorptionsmaximum von moglichen
Kontaminanten wie Zucker, Salze, Phenole oder Detergenzien) und bei 280 nm
(Absorptionsmaximum von Proteinen) hinzugezogen. Dabei bildet man den Quotienten aus den
jeweiligen Werten zu der bei 260 nm gemessenen Absorption. Von einer guten Qualitét geht
man aus, wenn der Quotient A260/A280 1,8-2,0 betrdgt und der Quotient A260/A230 >2,0 ist
(109). In Abbildung 8 ist der Absorptionsverlauf dreier DNA-Proben dargestellt.

Kurve c[ng/ul] A260 A260 A260

3 A280 A230
— 176,322 3,5264 1,89 2,74

119,750  2,3950 1,80 2,85

83,284 1,6657 1,80 2,19

10 mm Absorbance
N

220 240 2é0 280 300 320 340

Wavelength

Abbildung 8: DNA-Konzentrationsbestimmung. Zu sehen sind die Absorptionskurven dreier DNA-
Proben. Daneben ist eine Tabelle mit der Angabe von Konzentration des jeweiligen DNA-Eluats, dessen
Absorbanz bei 260 nm und die Quotienten 260/280 und 260/230 zu sehen. Alle drei weisen den
typischen Kurvenverlauf einer Nukleinsdure mit einem Hohepunkt bei 260 nm auf. Die Werte des
Quotienten 260/280 befinden sich stets zwischen 1,8-2,0. Der Quotient 260/230 ist bei allen Proben
>2,0. Man kann bei diesen DNA-Proben also von einer guten Reinheit ausgehen.
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2.5 High Resolution Melting (HRM)

Die DNA, die aus den 190 Fillen extrahiert worden ist, wurde als nédchstes mittels der HRM-
Methode auf das Vorliegen von Mutationen im KRAS-Gen, NRAS-Gen und BRAF-Gen

untersucht.

2.5.1 Grundlagen der Methodik

Die High Resolution Melting Methode ist eine quantitative Schmelzkurvenanalyse, die
spezifisch und sensitiv genug ist, um Verdnderungen in der DNA zu identifizieren. Dabei wird
die DNA-Probe zundchst mittels PCR amplifiziert und danach von ca. 50°C auf 95°C erhitzt. Das
Schmelzen der DNA wird in 0,5°C-Schritten in einer Schmelzkurve aufgezeichnet. Das
Schmelzverhalten wird bestimmt durch den unterschiedlichen Gehalt der Basen Cytosin und

Guanin, der DNA-Lénge und der Basensequenz (110).

Im menschlichen Organismus existieren jeweils zwei Kopien eines Gens, genannt Allele.
Normalerweise hat man auf beiden Allelen einen sogenannten Wildtyp (wt) ohne Mutationen,
folglich die gleiche Basenabfolge auf beiden Allelen. Hat ein Individuum eine Mutation in einem
bestimmten Genabschnitt, verdndert sich die Basenabfolge und somit das Verhalten der
zugehorigen DNA wihrend des Schmelzvorgangs. Befindet sich die Mutation in einem der beiden
Allele, ist das Individuum heterozygot. Besitzt es die gleiche Mutation auf beiden Allelen, ist es
homozygot, unterscheidet sich aber vom wt. Dies kann man mithilfe von HRM-Schmelzkurven
darstellen. Homozygote Varianten unterscheiden sich lediglich durch ein X-Achsen-Shift (blaue
und rote Kurve in Abbildung 9). Heterozygote Varianten dagegen erscheinen als Verdnderungen
im Schmelzkurvenverlauf (griine Kurve). Neben der normalisierten Schmelzkurvendarstellung
werden HRM-Daten gerne als Differenzkurven dargestellt, um den Unterschied zwischen den

Schmelzprofilen desselben Genotyps visuell zu verdeutlichen (111).
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Normalized Melt Curve

Normalized RFU

Temperature °C

Difference Curve
0.15 | : : : : : : :

0.10 -+

0.05

Difference RFU

0.00 +--

Temperature °C

Abbildung 9: Drei Schmelzkurven in ihrem beispielhaften Verlauf (111); A: Normalisierte
Schmelzkurve. Die blaue Kurve stellt den Wildtyp dar (auf beiden Allelen ist die Base Guanin in einem
Genabschnitt zu finden: GG). Die rote Kurve, die einen dhnlichen Verlauf hat, jedoch auf der X-Achse
verschoben ist, stellt eine homozygote Variante dar (auf beiden Allelen ist die Base Thymin statt Guanin
eingebaut: TT). Die griine Kurve zeigt eine heterozygote Variante des Wildtyps und unterscheidet sich
deutlich in ihrem Verlauf (eines der Allele hat die Base Thymin statt Guanin als Baustein: GT). B:
Differenzkurve. Hier sind die unterschiedlichen Kurvenverldufe deutlicher zu erkennen. G: Guanin; T:
Thymin; RFU: Relative Fluorescence Units
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2.5.2  Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Die Arbeits- und Verbrauchsmaterialien fiir die HRM-Methode sind in Tabelle 7 aufgefiihrt, in

Tabelle 8 sind zusitzlich alle bendtigten Primer mit Sequenz aufgefiihrt.

Verbrauchsmaterialien/Gerite Firma

KRAS PCR-Primer fiir Kodon 12-13

KRAS PCR-Primer fiir Kodon 59-61

KRAS PCR-Primer fir Kodon 117

KRAS PCR-Primer fiir Kodon 146 Biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
NRAS PCR-Primer fir Kodon 12-13

NRAS PCR-Primer fiir Kodon 59-61

BRAF PCR-Primer fiir Kodon 600

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

ErgoOne® E Mehrkanal-Pipette 0,5-10 ul STARLAB, Hamburg, Deutschland

Precision Melt Supermix
iTaq DNA Polymerase

Nuclease-free water

Multipette® E3x Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Combitips advanced® 1.0 mL Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Cetrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
. . neolab Migge GmbH, Heidelberg,
Axygen® Micro und PCR-Plattenzentrifuge Deutschland
Hard-Shell® PCR Plates, 96-Well Low- Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Profile, Semi-Skirted Deutschland
) Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Optically Clear Heat Seal Deutschland
PX1™ PCR Plate Sealer Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

System Deutschland

Precision Melt Analysis™ Software Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

CFX Maestro™ Software Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien fiir das High Resolution Melting
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Name
KRAS-12-13-for
KRAS-12-13-rev
KRAS-59-61-for
KRAS-59-61-rev
KRAS-117-for
KRAS-117-rev
KRAS-146-for
KRAS-146-rev
NRAS-12-13-for
NRAS-12-13-rev
NRAS-59-61-for
NRAS-59-61-rev
BRAF-Ex15-for
BRAF-Ex15-rev

Sequenz (5'2 3")
TGTAAAACGACGGCCAGTNNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
CAGGAAACAGCTATGACCTAAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
TGTAAAACGACGGCCAGTCCTGTCTCTTGGATATTCTCG
CAGGAAACAGCTATGACCCCTCATGTACTGGTCCCTCAT
TGTAAAACGACGGCCAGTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATG
CAGGAAACAGCTATGACCAGCCTGTTTTGTGTCTACTGTTCT
TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGGACTTAGCAAGAAGTTATGG
CAGGAAACAGCTATGACCTGCAGAAAACAGATCTGTATTTAT
TGTAAAACGACGGCCAGTCTTGCTGGTGTGAAATGACTGAG
CAGGAAACAGCTATGACCTGGATTGTCAGTGCGCTTTTC
TGTAAAACGACGGCCAGTGAAACCTGTTTGTTGGACATACTG
CAGGAAACAGCTATGACCTCGCCTGTCCTCATGTATTG
TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
CAGGAAACAGCTATGACCTCCAGACAACTGTTCAAACTGAT

Tabelle 8: PCR-Primer fiir HRM-Mutationsanalyse; for: forward; rev: reverse

2.5.3 HRM-Untersuchung der Patienten-DNA

Insgesamt wurde die eluierte Patienten-DNA auf das Vorhandensein von 7 Mutationen
untersucht: KRAS 12-13, KRAS 59-61, KRAS 117, KRAS 146, NRAS 12-13, NRAS 59-61 und
BRAF'. Dabei wurde die DNA zunéchst auf eine Mutterplatte pipettiert, aus welcher die Proben
dann mittels einer Mehrkanalpipette auf Tochterplatten verteilt wurden. Fiir jede Mutation
wurde eine eigene Tochterplatte genutzt. Bei jedem Durchlauf wurden zusitzlich zwei
Positivkontrollen (mit der jeweiligen Mutation belastetes menschliches DNA-FEluat), zwei
Negativkontrollen (Wildtyp-DNA) und zwei Kontrollen ohne DNA-Matrizen mituntersucht
(Non Template Control). Bei der Auswertung der Schmelzkurven wurden die Proben einzeln
mit den Positiv- und Negativkontrollkurven verglichen. Alle DNA-Proben, die ein klares
positives Ergebnis oder ein unklares Ergebnis aufwiesen, wurden im Anschluss mittels

Sequenzierung aufgeschliisselt.

2.6 DNA-Sequenzierung

Mithilfe der DNA-Sequenzierung wird die genaue Basenabfolge eines DNA-Abschnittes
bestimmt. Fiir die Sequenzierung der mutierten und unklaren Proben kam in dieser Arbeit
hauptsichlich die Sangersequenzierung zum Einsatz. Fiir 12 KRAS 12-13 sowie 3 BRAF Fille
wurde aufgrund nicht zufriedenstellender Ergebnisse aus der Sangersequenzierung zusétzlich

dazu die Pyrosequenzierung durchgefiihrt.
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2.6.1 Sanger-Sequenzierung

2.6.1.1 Grundlagen der Methodik

Die Sanger-Sequenzierung, auch als Kettenabbruchmethode bekannt, startet mit der
Anlagerung eines Primers an einen DNA-Abschnitt mit bereits bekannter Sequenz. Von diesem
markierten Primer ausgehend, katalysiert eine DNA-Polymerase die Replikation mit
Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs). Zusétzlich befinden sich in der Losung in
geringer Konzentration Nukleotide, die als Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs)
vorliegen. Diesen fehlt der 3'-OH-Anteil. Da allerdings eine Kettenverlangerung nur am 3’-
OH-Ende eines Nukleotids erfolgen kann, kommt die Synthese an der Einbaustelle eines
solchen dANTP zum Stillstand (Kettenabbruch). Durch das Zufallsprinzip werden die
fluoreszenzmarkierten ddNTPs an verschiedenen Stellen der replizierten DNA-Stringe
eingebaut, es entstechen so unterschiedlich lange Syntheseprodukte (112). Das
Sequenzierungsgerit kann nun mit Kapillarelektrophorese und einem Laser die genaue Sequenz

des DNA-Abschnittes ablesen und in einem Chromatogramm darstellen (Abbildung 10).

Abbildung 10: Ausschnitt aus einem Chromatogramm. Das hier replizierte Gen ist KRAS 59-61.
An der Uberlappung eines blauen und eines griinen Peaks auf der Position 183 A>C (Pfeil) kann man
die Mutation erkennen.

2.6.1.2 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien/Gerite Firma

KRAS PCR-Primer fur Kodon 12-13

KRAS PCR-Primer fir Kodon 59-61

KRAS PCR-Primer fiir Kodon 146 Biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
NRAS PCR-Primer fir Kodon 12-13

BRAF PCR-Primer fiir Kodon 600

M13 Sequenzierungsprimer Biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland

iProof High Fidelity MasterMix Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

) ) o Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

iProof High-Fidelity DNA Polymerase Deutschland

-4] -



DMSO 100%

Agarose, 2,5 g gelost in 100 ml TAE-Puffer

GelGreen® Nucleic Acid Stain, 10,000X in
Water

Tris-Acetate-EDTA-Puffer, 50x Solution

Ready-to-use 100 BP DNA Ladder
6x DNA Loading Buffer (blue)
BigDye® Terminator v1.1

Cycle Sequencing RR-100
BigDye® Terminator v1.1, v3.1
5xSequencing Buffer

Hi-Di™ Formamide

Nuclease-free water

QIAquick® PCR Purification Kit

DyeEx® 2.0 SpinKit (250)

Safe Lock Tubes 1,5 ml

Hard-Shell® PCR Plates, 96-Well Low-
Profile, Semi-Skirted

FrameStar® 96 Well Semi-Skirted PCR Plate
ABI® Style

Optically Clear Heat Seal
Spezial-Silikon-Septa-96er-Matte, schwarz
Kern FCB 6K0,02B Tisch-Waage

Sub-Cell® GT Cell

PowerPac™ 300, Electrophoresis Power
Supply
FV-2400
Vortex
Heraeus Biofuge Pico

Mikro-Spin,  Minizentrifuge/-

Axygen® Micro und PCR-Plattenzentrifuge
PX1™ PCR Plate Sealer

T100™ Thermal Cycler

ChemiDoc™ MP Imaging System

ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Life Science, St. Louis,
Missouri, USA

Biotium, Fremont, Kalifornien, USA

Fischer BioReagents, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Biotium, Fremont, Kalifornien, USA
Biotium, Fremont, Kalifornien, USA
Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

4titude Ltd, Wotton, UK

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

nerbe plus GmbH, Winsen, Deutschland
KERN & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Biosan, Medical-Biological Research &
Technologies, Riga, Lettland

DJB Labcare, Newport Pagnell, UK
neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Foster City, Kalifornien, USA

Tabelle 9: Geriite und Verbrauchsmaterialien fiir die Sanger-Sequenzierung
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Name Sequenz (5" 3")

ﬁléﬁ(i_ 12- TGTAAAACGACGGCCAGTTGTGACATGTTCTAATATAGTCACATT
ﬁléff\; 12- CAGGAAACAGCTATGACCACCAGTAATATGCATATTAAAACAAGA
KRAS-59-

61-for TGTAAAACGACGGCCAGTGACTGTGTTTCTCCCTTCTC

gﬁf eSV-59- CAGGAAACAGCTATGACCAGCTTATTATATTCAATTTAAACCCAC
KRAS-146-

for TGTAAAACGACGGCCAGTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATG
iﬁAS‘ 146- CAGGAAACAGCTATGACCAGAAGCAATGCCCTCTCAAG

NRAS-12-

13-for TGTAAAACGACGGCCAGTTGATTACTGGTTTCCAACAG

NRAS-12-

13-rev CAGGAAACAGCTATGACCTGGTGGGATCATATTCATCT

BRAF-for CTAAACTCTTCATAATGCTTGCTC
BRAF-rev  TCTAGTAACTCAGCAGCATCTCA

M13 F TGTAAAACGACGGCCAGT
M13 R CAGGAAACAGCTATGACC
?:rq'BRAF ©  ACTCTTCATAATGCTTGCTCTG
Seq-BRAF-

rev ATAGCCTCAATTCTTACCATCCAC

Tabelle 10: Primer fiir PCR und die Sanger-Sequenzierung; for: forward; rev: reverse; F: forward,;
R: reverse

2.6.1.3 Polymerasekettenreaktion und Aufreinigung des Produkts

Fiir die DNA-Mutationsanalyse muss zundchst der gewlinschte DNA-Abschnitt amplifiziert
werden. Dafiir eignet sich die Polymerasekettenreaktion (PCR), die auf drei sich

wiederholenden Schritten beruht (112):

1. Denaturierung: Die DNA wird auf etwa 95°C erhitzt. Dabei trennen sich die
komplementiren DNA-Stringe voneinander.

2. Annealing (Hybridisierung der Primer): Jeder der beiden Primer ndhert sich dem
spezifischen Bereich des DNA-Stranges an. Die optimale Temperatur fiir diesen
Vorgang hangt von der Basenzusammensetzung und der Lange der Primer ab. Diese

liegt in der Praxis bei 56°C.
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3. Elongation: Mithilfe thermostabiler Polymerase und freier Nukleotide werden die
Primer an ihrem freien 3"-OH-Ende verlidngert. Dies geschieht bei einer Temperatur

von 72°C.

Die 30 pl des Reaktionsvolumens setzten sich in dieser Arbeit aus 15 pl Mastermix und 2 pl
Template DNA, je 0,3 ul von den forward bzw. reverse Primern, sowie 1,5 ul Dimethylsulfoxid
(DMSO) und 10,9 ul H,O zusammen. Es folgten 35 Amplifikationszyklen mit dem T100™
Thermal Cycler in folgenden Phasen: Denaturierung (10 Sekunden bei 98°C), Annealing (30
Sekunden bei 60°C) und Elongation (30 Sekunden bei 72°C). Mithilfe des QIAquick PCR
Purification Kits wurde das PCR-Produkt auf 40 ul Eluat aufgereinigt.

2.6.1.4 Herstellung des Agarose-Gels und Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde fiir die Uberpriifung des aufgereinigten PCR-Produkts eingesetzt.
Diese Methode beruht auf der Wanderung von geladenen Teilchen im elektrischen Feld in einer
Matrix aus Agarosepolymeren. Die Laufstrecke der DNA-Fragmente ist dabei umgekehrt

proportional zum Logarithmus ihrer Linge (112).

Mittels Agarose, welche zundchst aufgekocht und anschlieBend auf 40°C abgekiihlt wurde,
TAE Puffer (40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)) und 1,5 pl
GelGreen Nukleinsdure Farbstoff wurde ein 2,5%iges Agarosegel hergestellt. In das erste Slot
des Gels wurden 5 pl Standard DNA-Leiter bis 100 Basenpaaren (bp) pipettiert. Die restlichen
Slots wurden mit einem Gemisch aus 5 pl PCR-Produkt und 3 pl Gelladepuffer beladen.
Letzteres erhoht die Dichte der Probe und férbt sie ein. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
Spannung von 110 V fiir 40 Minuten. AnschlieBend wurde das Gel mittels ChemiDocTM MP
Imaging System sichtbar gemacht und digital erfasst. In Abbildung 11 ist beispielhaft die
Gelelektrophorese von neun KRAS 59-61 PCR-Produkten dargestellt.
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Abbildung 11: Gelelektrophorese der KRAS 59-61 PCR-Produkte. Im ersten Slot befindet sich
Standard-DNA-Leiter bis 100 bp, in den Slots 2 bis 10 die amplifizierten DNA-Fragmente mit der
erwarteten Lange von 246 bp. bp: Basenpaare

2.6.1.5 Sanger-Seguenzierungsreaktion und Aufreinigung des Produkts

Fiir die Sequenzierungsreaktion wurde eine Losung mit 20 pul Gesamtvolumen vorbereitet.
Darin enthalten waren 2 pl vom aufgereinigten PCR Produkt als Template (DNA-Template), 2
ul von dem M13 F oder R Primer (je 3,2 uM), und je nach Linge des DNA-Abschnittes eine
Mischung aus Premix (BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing), Sequenzierungspuffer
(BigDye Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing Buffer) und H,O. Das Sequenzierprogramm
erfolgte nach folgenden Angaben: Denaturierung bei 96°C fiir 15 Sekunden, Annealing bei
50°C fiir 30 Sekunden und Elongation bei 60°C fiir 4 Minuten. Dieser Zyklus wurde 25 Mal
wiederholt. Das Produkt wurde anschlieBend nach Angaben des DyeEx 2.0 SpinKits

aufgereinigt.
2.6.1.6 Sequenzierung mittels Genetic Analyzer

Fiir den Sequencer wurden in die Wells einer speziellen Platte je 20 ul Formamide und 5 pl des
aufgereinigten Sequenzierungsprodukts pipettiert. Die Platte wurde mit einer Silikonmatte
verschlossen und in den ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer zur Sequenzierung
gegeben.

- 45 -



2.6.2 Pyrosequenzierung

2.6.2.1 Grundlagen der Methodik

Bei der Pyrosequenzierung erfolgt die Neusynthese eines komplementiren DNA-Stranges wie
bei der Sanger-Sequenzierung mithilfe einer DNA-Polymerase. Dabei wird das 5'-Ende mit
spezifischem Primer, an den Biotin gekoppelt wurde, ligiert. Uber die Streptavidin-markierten
»magnetic beads* wird der DNA-Strang durch die hohe Affinitét zu Biotin festgehalten. Nach
dem Binden des Primers beginnt nun der Einbau der einzelnen Nukleotide durch eine
Polymerase. Dabei werden die Nukleotide der Reihe nach zugegeben. Ausschlieflich durch die
Verbindung eines Nukleotides mit dem Template werden Pyrophosphate (PPi) freigesetzt. Das
Pyrophosphat wiederum wird von dem Enzym ATP-Sulfurylase in ATP umgewandelt, welches
anschlieBend zur Spaltung von Luciferin zu Oxyluciferin durch das Enzym Luciferase genutzt
wird. Die letzte Reaktion produziert eine Lichtemission, welche schlieBlich als ein
Lumineszenzsignal detektiert und als Pyrogramm dargestellt wird (Abbildung 12). Somit wird
der Einbau jeder einzelnen Base in Echtzeit aufgezeichnet, bei Homozygotie entsteht
entsprechend ein stirkeres, bei Heterozygotie ein in der Fluoreszenzintensitit reduzierteres

Signal. Somit gelingt die genaue Identifizierung von Mutationen (113).

,/,y

. Polymerase

_

PPi Licht
TT "(\_Sulfurylase_/,)
L ATP D

Luciferase

Zeit

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Pyrosequenzierungskaskade (114). Der Einbau des
Nukleotids setzt Pyrophosphat (PPi) frei, dieses wird von Sulfurylase zur Synthese von ATP genutzt,
welches wiederum von dem Enzym Luciferase unter Emission von Fluoreszenz verbraucht wird. Es
entsteht ein Fluoreszenzsignal, welches im Pyrogramm erkennbar wird.
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2.6.2.2 Arbeits- und Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien/Geriéte

KRAS PCR-Primer fiir Kodon 12-13, for, rev-

Biotin und Pseq

BRAF PCR-Primer fiir Kodon 600, for, rev-

Biotin und Pseq

BSA (bovine serum albumin)
High Resolution Melting Master Mix

Taq DNA Polymerase

PyroMark® Annealing Buffer
PyroMark® Binding Buffer

PyroMark® Wash Buffer, concentrate
PyroMark® Denaturation Solution
PyroMark® Gold Q24 Reagenzien
Streptavidin Sepharose High Performance

Nuclease-free water

Sartorius Tacta Pipetten 10-1000 pl
SafeSeal SurPhob Spitzen 10-1250 pl
Safe Lock Tubes 1,5 ml

AZENTA cap met 24-well

ATENTA PCR Seal, clear adhesive film

PyroMark® Q24 Plate
Eppendorf Thermomixer compact
IKA C-MAG HP4

LightCycler® 480

PyroMark® Q24
Arbeitsstation
PyroMark® Q24 MDx
PyroMark® Q24 MDx Software

MDx

Tabelle 11: Gerite und Verbrauchsmaterialien fiir die Pyrosequenzierung; for: forward; rev:

reverse; Pseq: Pyrosequenzierung

Vakuum-

Firma

Metabion International AG, Planegg,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Roche Diagnostics International AG,
Rotkreuz, Schweiz

Roche Diagnostics International AG,
Rotkreuz, Schweiz

QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
Cytiva, Marlborough, Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Sartorius AG, Gottingen, Germany
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
AZENTA Life Sciences, Burlington,
Massachusetts, USA

AZENTA Life Sciences, Burlington,
Massachusetts, USA

QIAGEN, Hilden, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
IKA Werke GmbH, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Roche Diagnostics International AG,
Rotkreuz, Schweiz

QIAGEN, Hilden, Deutschland

QIAGEN, Hilden, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland
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Name Sequenz (5" 3")

ﬁliﬁ(i- 12- TGTAAAACGACGGCCAGTNNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
KRAS-12-

13-rev- CAGGAAACAGCTATGACCTAAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
Biotin

BRAF-

Ex15-for

BRAF-

Ex15-rev- CAGGAAACAGCTATGACCTCCAGACAACTGTTCAAACTGAT
Biotin

TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG

RRAS-12- 1GTGGTAGTTGGAGCT
13-Pseq

BRAF- GTAAAAATAGGTGATTTTGG
Ex15-Pseq

Tabelle 12: Primer fiir PCR und die Pyrosequenzierung; for: forward; rev: reverse; Pseq:
Pyrosequenzierung

2.6.2.3 Polymerasereaktion und HRM

Fiir die Pyrosequenzierung wurden fiir die nétige Bindung an Streptavidin-Sepharose-Beads
biotinylierte PCR-Primer benétigt. Fiir diese eigens fiir die Pyrosequenzierung durchgefiihrte
PCR mit anschlieBender HRM-Analyse zum Nachweis von Sequenzvarianten wurden je 1 ul
Primermix, 25 ul HRM Master Reagenz, 1,5 ul BSA (bovine serum albumin), 5 ul MgCl, und
7,5 ul H2O gemischt. Die entstandenen 40 pl des Reagenzvolumens wurden zusammen mit je
10 pl der Template DNA mit dem LightCycler® 480 in folgenden Schritten amplifiziert. Fiir
die KRAS 12-13 Fille erfolgte in den insgesamt 45 Amplifikationszyklen die Denaturierung (20
Sekunden bei 95°C), Annealing (20 Sekunden bei 61°C) und Elongation (40 Sekunden bei
72°C). Die BRAF Fille wurden in 50 Zyklen amplifiziert. Die Denaturierungsphase dauerte
hier 20 Sekunden bei 95°C, das Annealing 30 Sekunden bei 60°C und die Elongation 40
Sekunden bei 72°C. AnschlieBend wurde fiir die Proben beider Mutationen die HRM-Analyse
durchgefiihrt.

2.6.2.4 Pyrosequenzierung mittels LightCycler

Fiir die Pyrosequenzierung ist die Immobilisierung des PCR-Produktes auf den Streptavidin-
Sepharose-Beads notwendig. Hierflir wurde ein Master-Mix aus insgesamt 1 pl Streptavidin

Sepharose High Performance, 40 ul PyroMark Bindungspuffer und 29 pl H2O hergestellt. Von
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den insgesamt entstandenen 70 pl wurden je Probe 65 ul des Master-Mixes zusammen mit 15
ul des PCR-Produktes aus der vorangegangenen PCR und HRM auf eine 24-Well-PCR-Platte
gegeben. Diese wurde im nédchsten Schritt nach vorheriger Versiegelung 5-10 Minuten lang bei

14000 Umdrehungen pro Minute geschiittelt.

Im néchsten Schritt wurde die PyroMark Q24 Vakuum-Arbeitsstation mit den vom Hersteller
vorgegebenen Reagenzien befiillt, darunter 70% EtOH, Denaturierungslosung, PyroMark
Waschpuffer und nukleasefreiem Wasser. Auf die nun benétigte PyroMark Q24-Platte wurden
pro Well 25 ul PyroMark Annealing Buffer und 0,3 uM des Sequenzierungsprimers gegeben.
Das folgende Separieren der DNA-Stringe und das Ubertragen dieser auf die PyroMark Q24-

Platte erfolgte ebenfalls nach den vom Hersteller vorgegebenen Schritten:

1. Der Saugkopf mit den Filternadeln wird durch das Einschalten unter Vakuum
gesetzt und mit Wasser gespiilt.

2. Fiir ca. 15 Sekunden wird der Saugkopf in die PCR-Platte gesenkt - die Sepharose-
Beads mit der immobilisierten DNA werden aufgenommen.

3. Nun erfolgt die Spiilung fiir 5 Sekunden in 70% EtOH, 5 Sekunden in der
Denaturierungslosung und 10 Sekunden im Waschpuffer.

4. Der Saugkopf wird in eine 90° senkrechte Position gebracht und anschlieend in die
PyroMark Q24-Platte gehalten. Fiir das Ubertreten der Beads auf die Platte wird die
Vakuumpumpe ausgeschaltet.

5. Der Saugkopf wird im letzten Schritt gereinigt. Hierfiir wird er fiir 10 Sekunden
ohne Vakuum im Wasser und danach unter Vakuum in einer weiteren Station mit

Wasser gespiilt.

Die nun mit den Beads befiillte Platte wurde fiir 2 Minuten auf 80°C fiir 2 Minuten vorgeheizt

und anschlieend 14 Minuten lang bei Raumtemperatur wieder abgekiihlt.

Fiir die Inbetriebnahme des PyroMark Q24 wird die entsprechende Software benétigt. Eine
neue Datei, passend zu dem geplanten Lauf, sowie der Kartusche wird am Computer erstellt
und auf einen USB-Stick iibertragen. Die erforderlichen Volumina der Nukleotide zur
Befiillung der Kartusche werden vom Programm vorgegeben. Es erfolgt nun die Ubertragung
der Datei auf das Gerét sowie die Befiillung der Kartusche. Darauffolgend wird der ausgewéhlte
Lauf gestartet. Nach Ablauf der Pyrosequenzierung wird die Information mithilfe des USB-

Sticks erneut auf den Computer iibertragen und analysiert.
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2.7  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Statistical Package for

Social Science (SPSS, Version: 28.0.0.0, Armonk, NY, USA).

Zur Auswertung der Uberlebensdaten wurde der Log-Rank Test im Rahmen der Kaplan-Meier-
Uberlebensanalyse verwendet. Fiir die multivariate Analyse der Risikoverhiltnisse wurde die
Cox-Regression angewendet. Unterschiede wurden als signifikant gewertet, wenn p<0,05
erreicht wurde. Bei p-Werten < 0,01 sprach man von hoher und bei Werten <0,001 von hochster

Signifikanz.

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen zwei nominalskalierten Variablen wurde
der Korrelationskoeffizient Cramer’s V verwendet. Dieser basiert auf Chi-Quadrat, zeichnet
sich aber durch eine Normierung aus. Bei einem Wert von 0 besteht kein Zusammenhang, bei

einem Wert von 1 besteht ein perfekter Zusammenhang zwischen zwei Variablen (115).
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3  Ergebnisse

3.1 Auswertung der Patientendaten

Fir die Studie wurden insgesamt 190 Patientinnen und Patienten ausgewéhlt, deren
Tumorproben von 1996 bis 2018 am Institut fiir Pathologie der Universitit Regensburg

untersucht wurden.

3.1.1 Geschlechts- und Altersverteilung

Unter den 190 Patientenproben befanden sich 106 Méanner und 84 Frauen. Das Alter bezieht
sich auf den Zeitpunkt der Resektion und somit auf den Eingang der Probe im Institut fiir
Pathologie. Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation lag bei 63,81 Jahren. Die
jingste Person war 27, die dlteste 88 Jahre alt. In Abbildung 13 sieht man die Verteilung aller

Patienten auf die verschiedenen Altersgruppen bezogen auf das jeweilige Geschlecht.

Geschlecht

50 B femininum

B maskulinum
44
40
30 29
- 23
17
Mo,
10
2 2 2
=0 l= IJ
0

21bis30 31bis40 41bis50 51bis60 61bis 70 71bis30 81 bis 90
Alter

Anzahl

Abbildung 13: Alters- und Geschlechtsverteilung zum Zeitpunkt der Resektion
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3.1.2  Tumorstadium und Differenzierungsgrad

Das Tumorstadium ist Teil der TNM-Einteilung und wird bestimmt durch die Ausdehnung und
das Wachstum des Tumors. Von den 190 Proben waren 6 ohne Angabe und konnten
retrospektiv bei fehlenden Angaben im Pathologiebericht auch nicht mehr zugeordnet werden.
In Tabelle 13 und Abbildung 14 ist die Verteilung der auswertbaren 184 Proben dargestellt.
Der GroBteil der Tumorstadien befindet sich im unteren Bereich von pT1 und pT2 (zur

Einteilung der Tumorstadien siche 1.1.3.3).

Anzahl Prozent T-Stadium

Giiltig pT1 68 35,8 =_IT_e1ine Angabe
pT2 59 31,0 I
BT3
pT3 41 21,6 D74
pT4 16 8,4
Keine
Angabe 6 3,2
Gesamt 190 100,0

Abbildung 14: Verteilung des
Tumorstadiums auf die untersuchten
Proben

Tabelle 13: Verteilung des Tumorstadiums auf
die untersuchten Proben
Der Differenzierungsgrad oder das Grading beschreibt die mikroskopische Morphologie des
Tumorgewebes und gibt somit an, inwieweit sie vom gesunden Gewebe abweicht (zur
Definition und Einteilung siehe 1.1.3.3). Tumoren von Patienten, die bereits eine neoadjuvante
Therapie erhalten hatten, werden nicht mehr graduiert. Die Verteilung aller untersuchten

Proben auf die drei Gradingstufen ist in Tabelle 14 und Abbildung 15 dargestellt.

Anzahl Prozent

Grading
Giiltig Gl 7 3,7 Hy
He1
G2 97 51,0 He2
ek
G3 76 40,0
y 10 5,3
Gesamt 190 100,0
Tabelle 14: Verteilung des Differenzierungsgrades . ]
auf die untersuchten Proben; y: neoadjuvante Abbildung  15:  Verteilung  des
Therapie Differenzierungsgrades auf die
untersuchten Proben; y: neoadjuvante
Therapie
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3.1.3 Leberstatus

Wihrend der mikroskopischen Beurteilung der Gewebeproben wurde auch das umgebende
Lebergewebe analysiert. Mithilfe von Sonderfarbungen wurde das Lebergewebe auf mdgliche
Hinweise fiir eine Eiseniiberladung oder einen Alpha-1-Antitrypsin-Mangel untersucht. In der
HE-Férbung wurden alle Nebenbefunde wie Prineoplasien oder Gallenstau in den
Gallengéngen beschrieben. Sofern ausreichend Lebergewebe vorhanden war, wurde die Leber
ebenfalls auf den Fibrose- oder Verfettungsgrad beurteilt. In Tabelle 15 sind diese
Nebenbefunde der tumorfreien Leber aufgefiihrt.

Pathologie Anzahl Prozent
Cholestase 16 8.4
Cholangitis 5 2,6
Eiseniiberladung 20 10,5
Von-Meyenburg-Komplex 10 53
BilIN 9 4,7
IPNB 1 0,5

Tabelle 15: Ubersicht iiber die nebenbefundlichen Pathologien einschlieBlich ihres prozentualen
Anteils; BilIN: biliary intraepithelial neoplasm; IPNB: intraepithelial papillary neoplasm of the bile
duct

Der Fibrosegrad wurde mit dem Ishak-Score (Tabelle 4) bewertet. Acht Resektate zeigten kein
ausreichendes tumorfreies Lebergewebe, sodass hier keine Aussage beziiglich des Vorliegens
einer Fibrose getroffen werden konnte. Tabelle 16 und Abbildung 16 zeigen die Verteilung der
verschiedenen Fibrosierungsgrade der ausgewerteten Fille. Insgesamt ldsst sich festhalten, dass
im vorliegenden Kollektiv knapp die Halfte der iCCA (48,9%) keine Leberfibrose hat. Die
Mehrheit der verbliebenen Fille zeigt nur eine leichte Fibrose, wahrend lediglich 7 Fille (3,7%)

eine komplette Leberzirrhose aufwiesen.
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Abbildung 16: Verteilung der Fibrosegrade
auf die untersuchten Proben

Tabelle 16: Verteilung der Fibrosegrade auf die
untersuchten Proben

Steatosis hepatis beschreibt die Verfettung der Leberzellen ohne begleitende Hepatitis, die je

nach Fettanteil in drei Grade eingeteilt wird (116).

<30% = milde Steatosis (< 5% wird als normal beurteilt)

30-60% = moderate Steatosis

>60% = schwere Steatosis

In Tabelle 17 und Abbildung 17 kann man die Verteilung der Verfettungsgrade auf die 190

Proben sehen. Die Mehrheit der Proben zeigt ein unauffilliges Lebergewebe in Bezug auf die

Verfettung (142 Fille, 74,8%). Eine schwere Steatose fand sich nur bei 3 Patienten (1,6%).

Giiltig

Gesamt

Tabelle 17: Verteilung der Verfettungsgrade
auf die untersuchten Proben

' Anzahl Prozent Steatosis
Keine 142 74,8 hepatis
Milde Mkeine

. 32 16,8 o

i/}e?OSltS .gltlea(taosis

oderate derat
Steatosis 13 6,8 .Sr?t(éatec;:g

h schwere
Schwere 3 1.6 Steatosis
Steatosis i

190 100,0

Abbildung 17: Verteilung der
Verfettungsgrade auf die wuntersuchten
Proben
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3.1.4 Vorerkrankungen

Eine systematische Auswertung beziiglich Begleiterkrankungen wurde retrospektiv
durchgefiihrt. Aus den Angaben der Patienten zu ihrer Grof3e und ithrem Gewicht wurde der
Body-Mass-Index (BMI) errechnet. Der Durchschnitts-BMI lag bei 27,09 kg/m? und somit
bereits im tibergewichtigen Bereich. Der niedrigste Wert lag bei 12,74 kg/m?, der hochste Wert
bei 46,07 kg/m2. Ab einem BMI von > 30 kg/m? wurde die Variable Adipositas hinzugefiigt
und berticksichtigt, welche in 28,42% der Fille bestand. Die arterielle Hypertonie fand sich bei
106 Patienten (55,79%). Diabetes mellitus Typ 2 war bei 45 Patienten (23,68%) vorbekannt. In
Tabelle 18 sind die Vorerkrankungen aufgelistet.

Erkrankung Anzahl Prozent
Adipositas 54 28,42
Arterielle Hypertonie 106 55,79
Diabetes mellitus Typ 2 45 23,68
PSC 6 3,16
SSC 2 1,05
Morbus Crohn 1 0,53
Colitis ulcerosa 1 0,53
Hepatitis B 1 0,53

Tabelle 18: Anzahl der begleitenden Erkrankungen und ihr prozentualer Anteil bezogen auf die
190 Patienten

3.1.5 Risikoverhdltnisse

Eine multivariate Analyse verschiedener Faktoren in Bezug auf die Uberlebenszeit der 190
Patienten wurde mit Cox-Regression durchgefiihrt. Folgende Variablen wurden dabei
einbezogen: Patientenalter, das ménnliche Geschlecht, Tumorgrofle, Vorerkrankungen wie
Diabetes mellitus Typ 2, arterielle Hypertonie und Adipositas, Mutationsstatus und PD-L1-
Status (TC und IC). Die tibrigen Faktoren wie PSC, SSC, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und
Hepatitis B wurden in der Analyse aufgrund von zu niedrigen Zahlen nicht beriicksichtigt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 19 dargestellt. Die Cox-Regression ergab folgende Faktoren als
signifikante Parameter fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit: TumorgroBe (HR 1,065),
Diabetes mellitus (HR 2,363), Mutationsstatus (HR 1,953) und TC >1% (HR 2,774).
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95%

HR Konfidenzintervalle Signifikanz
Patientenalter 0,996 0,975-1,018 0,748
Minnliches Geschlecht 1,218 0,769-1,930 0,400
Tumorgrofle 1,065* 1,005-1,130 0,034*
Diabetes mellitus Typ 2 2,363* 1,435-3,894 <0,001*
Arterielle Hypertonie 0,921 0,566-1,498 0,740
Adipositas 0,921 0,556-1,527 0,750
Mutationsstatus 1,953% 1,064-3,585 0,031*
TC >21% 2,774* 1,215-6,333 0,015*
IC >1% 0,823 0,508-1,332 0,427

Tabelle 19: Cox-Regression ausgewihlter Variablen mit der Uberlebenszeit als Zielvariable; HR:
Hazard Ratio; signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet

3.1.5.1 Tumorgrofe und Uberlebenszeit

StandardmiBig wird jede Tumorprobe im pathologischen Institut sowohl mikroskopisch als
auch makroskopisch beschrieben. Dazu gehort auch die Angabe der grofiten
Tumorausdehnung. Von den 190 Fillen gab es zu 32 keine Angabe der TumorgréBle. Die
iibrigen 158 Fille wurden auf den Zusammenhang mit der Uberlebenszeit untersucht. In
Abbildung 18 ist die Verteilung der TumorgréBen <5 cm und >5 cm auf die Uberlebenszeit der
jeweiligen Patienten visuell dargestellt. Tabelle 20 kann man die dazugehorigen Median- und
Mittelwerte der Uberlebenszeit entnehmen. Es zeigt sich in der Gruppe mit der TumorgrdBe >5
cm ein im Median um 8 Monate kiirzeres Uberleben als in der Gruppe mit der TumorgréBe <5

cm.
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Tabelle 20: Mittelwert und Median der
Uberlebenszeit in Monaten fiir
Tumorgréfie <5 cm und >5 cm

Tumorgréfie [cm]

Abbildung 18: Verteilung der beiden Tumorgréfien
<5 cm und >5 cm auf die Uberlebenszeit der 190
Patienten

3.1.5.2 Diabetes mellitus und Uberlebenszeit

Auch Diabetes mellitus Typ 2 als Begleiterkrankung scheint eine negative Auswirkung auf die
Uberlebenszeit der iCCA-Patienten zu haben. In unserer Stichprobe befanden sich unter den
190 Patienten 45 Personen, die zusdtzlich an DM Typ 2 litten. Von diesen 45 Personen sind im
beobachteten Zeitraum 35 verstorben. Im Gegensatz dazu sind von den iibrigen 145 Personen

ohne Diabetes mellitus lediglich 78 Todesfélle zu verzeichnen.

In Tabelle 21 sind die Mittel- und die Medianwerte der Uberlebensanalyse der beiden
Patientengruppen zusammengefasst, in Abbildung 19 kann man die dazugehorige Kaplan-
Meier-Kurve sehen. Der durchgefiihrte Log-Rank Test ergab eine Signifikanz von <0,001.
Insgesamt ldsst sich sagen, dass die Patienten mit Diabetes im Median eine um 22 Monate

kiirzere Uberlebenszeit hatten als die Patienten ohne Diabetes.

Mittelwert Median

Wert | Standardfehler 95% KI Wert  Standardfehler 95% KI

Kein 54,185- 29,551-
oM 70,641 8,396 87008 39000 4,821 48.449
19,636- 0,248-
DM 36288 8.496 2040 17:000 8,547 33.752
48,343- 26,995-
Gesamt 61,365 6,644 74388 35,000 4,084 43,005

Tabelle 21: Uberlebensanalyse in Monaten der Patienten mit und ohne Diabetes mellitus Typ 2;
DM: Diabetes mellitus
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurven fiir die beiden Patientengruppen mit und ohne Diabetes
mellitus Typ 2; DM: Diabetes mellitus

3.2 Auswertung der PD-L1 Féarbung

3.2.1 PD-LI Expression auf den Tumorzellen

Die Auswertung der PD-L1 Expression erfolgte anhand des TC/IC-Scorings. Um den Tumor
und die Immunzellen sowie das umgebende Lebergewebe gut beurteilen zu konnen, wurde zu
jeder immunhistochemischen Féarbung ein dazugehdriger HE-Schnitt angefertigt. In Abbildung
20 wird ein intrahepatisches cholangiozelluldres Karzinom in der HE-Farbung und der

dazugehorigen PD-L1-Féarbung exemplarisch aufgezeigt.
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Abbildung 20: HE- und die zugehorige PD-L1 Firbung eines intrahepatischen
cholangiozelluliren Karzinoms (iCCA). In der HE-Féarbung (A+C) sieht man einen scharf begrenzten
Tumor (Tumorgewebe innerhalb der gestrichelten Linie und mit Stern markiert). In der dazugehdrigen
PD-L1 Férbung (B+D) kann man das umgebende Leber- und Bindegewebe anhand der fehlenden
Farbreaktion erkennen. Die positiven Tumorzellen sind exemplarisch mit zwei Pfeilspitzen markiert. A
und B: 50-fache VergroBerung, C und D 100-fache Vergroferung

Bei der Auswertung von PD-L1 auf den Tumorzellen wurde in folgenden Schritten gezihlt:
0%, <1%, 1 bis <5%, 6 bis <10%, 11 bis <15%, 16 bis <20%, 21 bis <25%, 26 bis <30% und
>30%. In den folgenden Abbildungen werden die verschiedenen Auspragungsgrade der PD-L1
Expression mit den dazugehorigen HE-Farbungen dargestellt und erldutert. Dabei wurde
beispielhaft ein TC von 0% (Abbildung 21), 16 bis <20% (Abbildung 22) und 25% (Abbildung
23) gewdhlt.
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Abbildung 21: HE- und die zugehdrige PD-L1 Férbung eines intrahepatischen
cholangiozelluléren Karzinoms mit TC von 0%; A: HE-Féarbung eines méBig differenzierten iCCA
mit kleindriisigem Wachstum ohne wesentliche Entziindungszellen. B: In der korrespondierenden PD-
L1 Fiarbung zeigt sich eine negative Férbereaktion, weder die Tumorzellen noch die spérlich
nachweisbaren Immunzellen reagieren mit dem Antikorper, entsprechend einem Score von 0. 200-fache
VergroBerung
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Abbildung 22: HE- und die zugehorige PD-L1 Firbung eines intrahepatischen
cholangiozellulidren Karzinoms mit TC von 16 bis <20%; A: HE-Férbung eines iCCA (Pfeilspitzen)
eingebettet in desmoplastisches Stroma (Stern). In der linken oberen Ecke ist zum Vergleich eine
zirkuldre Formation von unauffilligen Gallengidngen zu sehen (Pfeil). B: Zugehorige PD-L1 Féarbung,
auch in diesem Préparat weisen die Tumorzellen eine membrandre Fiarbung auf, die gesunden
Gallengénge dagegen blieben erwartungsgemil negativ. Der Anteil der PD-L1 positiven Tumorzellen
liegt hier zwischen 16 und <20% bezogen auf den Gesamtschnitt. 200-fache VergréBerung
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Abbildung 23: HE- und die zugehorige PD-L1 Férbung eines intrahepatischen
cholangiozelluliiren Karzinoms mit TC von 25%; A: HE-Firbung eines schlecht differenzierten
iCCA mit deutlicher Pleomorphie mit angrenzendem Lebergewebe (rechts der gestrichelten Linie). B:
In der zugehdrigen PD-L1 Férbung ist bei einigen Tumorzellen eine deutliche zirkuldre
membranstindige Férbereaktion erkennbar (Pfeilspitzen). Das angrenzende gesunde Gewebe (Pfeil)
zeigt dabei keine Reaktion. 400-fache VergroBerung
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Wie man in Tabelle 22 und Abbildung 24 deutlich sehen kann, bewegte sich die Mehrheit aller

Fille im Bereich 0% und <1%. Die wenigsten Proben (insgesamt 11) wiesen einen TC >1%

auf.

TC

0%

<1%

1 bis <5%

6 bis <10%
11 bis <15%
16 bis <20%
21 bis <25%
26 bis <30%
>30%
Gesamt

Anzahl Prozent
136 71,6
43 22,6

5 2,6
1 0,5
0 0,0
2 1,1
2 1,1
1 0,5
0 0,0
190 100,0

PD-L1 Expression auf

Tumorzellen
Mo%

B<1%

1 bis 5%
M6 bis <10%
116 bis 20%
W21 bis <25%
126 bis =30%

Abbildung 24: PD-L1 Expression auf den
Tumorzellen

Tabelle 22: PD-L1 Expression auf den

Tumorzellen

3.2.2 PD-LI Expression auf den tumorspezifischen Immunzellen

Bei der Auswertung des Ausprigungsgrades von PD-L1 auf den tumorspezifischen

Immunzellen wurde in denselben Schritten wie fiir den TC gezahlt: 0%, <1%, 1 bis <5%, 6 bis

<10%, 11 bis <15%, 16 bis <20%, 21 bis <25%, 26 bis <30% und >30%.

In Abbildung 25, Abbildung 26 und Abbildung 27 kann man die HE-Fiarbungen und die

zugehorigen PD-L1 Firbungen von ausgewihlten Proben betrachten. Dabei ist die

unterschiedliche Anordnung der tumorspezifischen Immunzellen in Bezug auf das

Tumorgewebe sowie die unterschiedliche PD-L1 Expression interessant.
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Abbildung 25: HE und die zugehdrige PD-L1 Fiarbung eines intrahepatischen cholangiozelluliiren
Karzinoms mit IC von 1 bis < 5%; A: HE-Fiarbung eines gut differenzierten intrahepatischen
cholangiozelluldren Karzinoms. Innerhalb der Lumina der Tumordriisen finden sich diverse
Immunzellen (Stern). B: In der zugehdrigen PD-L1 Farbung zeigen die tumorspezifischen Immunzellen
hier eine relativ kraftige membransténdige Farbung (Pfeilspitze), die Tumorzellen dagegen bleiben in
diesem Fall negativ. 400-fache Vergroferung
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Abbildung 26: HE und die zugehoérige PD-L1 Farbung eines iCCA mit IC von 6 bis <10%; A: HE-
Férbung eines solide wachsenden intrahepatischen cholangiozelluléren Karzinoms mit angrenzendem
Lebergewebe in der rechten Bildhélfte (rechts der gestrichelten Linie). Immer wieder sieht man
Ansammlungen von Immunzellen (Pfeilspitze). B: In der entsprechenden PD-L1 Farbung weist eine
Immunzellgruppe eine starke Farbung auf (Pfeilspitze). Die Tumorzellen sind dabei negativ. 200-fache
VergroBerung
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Abbildung 27: HE und die zugehorige PD-L1 Firbung eines iCCA mit IC von 11 bis < 15%; A:
HE-Féarbung eines schlecht differenzierten intrahepatischen cholangiozelluliren Karzinoms mit
deutlicher Pleomorphie der Tumorzellen (Tumor oberhalb der gestrichelten Linie). Die Immunzellen
befinden sich in einer groBBeren Ansammlung vor dem Tumorgewebe (unterhalb der gestrichelten Linie)
und vereinzelt zwischen den einzelnen Tumorzellen (Pfeilspitze). B: In der PD-L1 Farbung zeigen die
tumorspezifischen Immunzellen eine starke positive Reaktion, wéhrend die Tumorzellen erneut keine
Reaktion aufweisen. 400-fache Vergroferung
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Im Gegensatz zu dem TC gab es lediglich einen Fall mit einer PD-L1 Expression von 0%, die
Mehrheit bewegte sich in dem Bereich <1% und 1 bis < 5%. Eine hohere Expression als 20%
wurde unter den insgesamt 190 Féllen nicht beobachtet. Abbildung 28 und Tabelle 23 geben

eine Ubersicht iiber die Ergebnisse.

IC Anzahl Prozent PD-L1 Expression auf
0% 1 0,5 Immunzellen
<1% 97 51,1 =g:/l;/
1 bis <5% 67 35,3 W1 bis <5%
6 bis <10% 19 10,0 E6 bis <10%
111 bis =15%
11 bis <15% 5 2,6 16 bis <20%
16 bis <20% 1 0,5
>20% 0 0,0
Gesamt 190 100,0

Tabelle 23: PD-L1 Expression auf den Appjigung 28: PD-L1 Expression auf den
tumorspezifischen Immunzellen tumorspezifischen Immunzellen

3.3 Auswertung der Mutationsanalyse

Die 190 Proben wurden auf die héufigsten Mutationen unter den gastroenterologischen
Tumoren mithilfe von HRM und der Sequenzierung untersucht. Darunter fallen KRAS 12-13,
KRAS 59-61, KRAS 117, KRAS 146, NRAS 12-13, NRAS 59-61 und BRAF. Mithilfe der HRM-
Schmelzkurvenanalyse wurden die Proben auf das Vorhandensein einer Mutation in den zu
untersuchenden Genen getestet. Pro Genabberation wurden mehrere Durchldufe durchgefiihrt.
Pro Durchlauf wurden zwischen 60 und 80 Patientenproben analysiert. Im Anschluss wurden
die eindeutig als positiv gekennzeichneten Félle und einige der negativen Félle sequenziert, um
die genaue Genaberration festzustellen und das Ergebnis der HRM-Methode zu bestitigen.
Weiterhin wurden jene Fille sequenziert, in denen die Schmelzkurven keinen eindeutigen

Verlauf zeigten.

In den folgenden Abbildungen werden Beispiele fiir eindeutige Ergebnisse (Abbildung 29 und
Abbildung 30) sowie weniger eindeutige Ergebnisse (Abbildung 31) aufgefiihrt.

-67 -



Normalized Melt Curve

T T T T T T T
1.0 o P S SOOI UURUN Bvnsusues B J
08 1. .................. o ................. .................. ................. ................... 2

@

o 06 N T N ) i

N

s | : E ) : : :

Eogal 1o | R R N S SRR RN B 2]

o | : - . ” .

2 E : : : : ‘
02 L. .................. .............. SRR PO U NG L ) ]
00 - . ........ . ........ .. ....... T —— .'

78 79 80 81 82 83 84

A Temperature

Difference Curve
0,10 4
0,05 4

2 ]

¢ 000 4.

[ H]

o

c

d ]

ﬁ -0,05 4

] ]

0,10 1
-0,15 4
B Temperature

Abbildung 29: Darstellung der Schmelzkurven eines Durchlaufs fiir die Analyse der Proben auf
die Mutation VRAS 12-13; A: Normalisierte Schmelzkurve, B: Differenzkurve. Positivkontrollen sind
sowohl in A als auch in B dunkelgriin dargestellt, Negativkontrollen blau. In diesem Durchlauf war
keine der Patientenproben auffillig, sodass keine weitere Analyse mittels Gensequenzierung erfolgte.
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Abbildung 30: Darstellung der Schmelzkurven eines Durchlaufs fiir die Analyse der Proben auf
die Mutation NRAS 12-13; A: Normalisierte Schmelzkurve, B: Differenzkurve. Auch hier sind die
Positivkontrollen dunkelgriin und die Negativkontrollen blau dargestellt. Eine Probe, die mit der Farbe
orange hervorgehoben wurde und einen dhnlicheren Kurvenverlauf zu den Positivkontrollen aufweist,
fallt auf. Diese Probe wies in der Sequenzierung die Mutation ¢.38G>T auf.
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Abbildung 31: Darstellung der Schmelzkurven eines Durchlaufs fiir die Analyse der Proben auf
die Mutation KRAS 12-13; A: Normalisierte Schmelzkurve, B: Differenzkurve. Die blauen Kurven
entsprechen der Positivkontrolle, die zwei orangen Kurven der Negativkontrolle (blauer und
orangefarbener Pfeil). Die Mehrheit der Fille zeigt ein negatives Ergebnis und gruppiert sich im oberen
Teil der Grafik in Form von roten Kurven. Die Kurven, die sich zwischen den Positivkontrollen und den
negativen Féllen befinden, konnten nicht sicher zugeordnet werden und wurden daher sequenziert. Unter
den griinen Kurven (Nummern 8-14) befinden sich mit Ausnahme von einem Fall (Nummer 9) mutierte
Félle. Unter den rot markierten Fallen, die durch einen abweichenden Kurvenverlauf aufgefallen sind,
sind alle Proben positiv (Nummern 1-6). Auch die rosa Kurve (Nummer 7) entspricht nach
Durchfiihrung der Sequenzierung einer Mutation.
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Die zur Darstellung ausgewdhlten Durchldufe sollen zeigen, dass die Entscheidung zur
Sequenzierung bestimmter Proben jedes Mal einzeln und individuell getroffen wurde. Nach der
Auswertung der HRM-Analyse und der Sequenzierung aller 190 Fille waren insgesamt 26 Falle
mit Mutationen zu verzeichnen. Die KRAS-Mutation war mit 20 Féllen am haufigsten vertreten
(17 KRAS 12-13-Mutationen, 2 KRAS 59-61-Mutationen, 1 KRAS 146-Mutation), die
zweithdufigste Mutation fand sich im BRAF-Gen in 4 Féllen. NRAS-Mutationen fanden sich in
2 Fillen (NRAS 12-13) Die Ubersicht iiber die verschiedenen Mutationen ist in Tabelle 24 und
Abbildung 32 dargestellt.

Anzahl Prozent

Mutation

wt 164 86,3 Wt

BEKRAS12-13
KRAS 12-13 17 8,9 OkRrAS59-61

BEKRAS146
KRAS 59-61 2 1,1 [INRAS12-13
KRAS 117 0 0.0 FIBRAF
KRAS 146 1 0,5
NRAS 12-13 2 1,1
NRAS 59-61 0 0,0
BRAF 4 21 Abbildung 32: Verteilung der verschiedenen

’ Mutationen auf die untersuchten Proben

Gesamt 190 100,0

Tabelle 24: Verteilung der verschiedenen
Mutationen auf die untersuchten Proben

3.4 Uberlebenszeitanalysen

3.4.1 PD-LI Expression auf Tumorzellen

Fiir die Uberlebenszeitanalyse wurde die PD-L1 Expression auf den Tumorzellen in folgende
Hauptgruppen unterteilt: TC <1% und TC >1%. Der Grund hierfiir ist der bereits an dieser
festgesetzten Grenze beobachtete Unterschied in den Uberlebenszeiten der Patienten. Dieser
sogenannte Cut-off-Wert erschien auch hinsichtlich der immunhistochemischen Expression des
PD-L1 Rezeptors und der Anzahl der positiven Fille unter den iCCA-Tumoren als sinnvoll.
Tabelle 25 gibt eine Ubersicht iiber die Mittel- sowie Medianwerte der errechneten
Uberlebenszeit, Abbildung 33 visualisiert die Uberlebenszeit in Form von Kaplan-Meier-

Kurven.
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Mittelwert Median

Anzahl
(Prozent)  yyepy OSANMard- o0y yyee Standard- g 4,
fehler fehler
50,133- 26,743-
° i '
TC<1% 179 (94,2) 63,638 6,891 77144 36000 4,723 45257
3,733- 5,757-
(1) > i
TC>1% 11(58) 13,508 4,987 23ogy 2000 1,654 12,243
190 48,343- 26,995-
Gesamt 1)) 61,365 6644 5 500 350000 4084 4005

Tabelle 25: Uberlebensanalyse der Patienten mit TC <1% und TC >1%. Die Tabelle gibt eine
Ubersicht iiber den Mittelwert sowie den Median der Uberlebenszeit in Monaten bezogen auf die beiden
Patientengruppen an. Interessant ist dabei der Unterschied zwischen dem medianen Uberleben der
Gruppe TC <1%, welches 36 Monate betragt, und der Gruppe TC >1%, welches lediglich 9 Monate
betragt.

TC

1%
—121%
08

05
04

02

Kumulierte Uberiebenswahrscheinlichkeit

00

0 50 100 150 200 250

Uberleben [Monate]

Abbildung 33: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Uberlebenszeit der beiden Patientengruppen TC
<1% (blaue Kurve) und TC >1% (griine Kurve) in Monaten. Der Kurvenverlauf unterstreicht den
deutlichen Unterschied in der tatsichlichen Uberlebenszeit der beiden Gruppen: Die griine Kurve zeigt
einen steilen Abfall, wihrend die blaue Kurve sowohl flacher verlduft als auch hohere Werte auf der
Zeitachse erreicht. Die Signifikanz des durchgefiihrten Log-Rank Tests betrégt 0,002.

Die in Tabelle 25 dargestellten Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit lassen
erkennen, dass das mediane Uberleben in der Gruppe TC >1% um 27 Monate kiirzer ist als das
der Gruppe TC <1%. Dieses Ergebnis wird in Abbildung 33 zusétzlich durch die Kaplan-Meier-
Kurven veranschaulicht. Der Wert des dabei durchgefiihrten Log-Rank Tests betrigt 0,002 und

zeigt somit eine hohe Signifikanz der Ergebnisse an.
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3.4.2 PD-LI Expression auf tumorspezifischen Immunzellen

Auch fiir die Uberlebenszeitanalyse in Bezug auf die PD-L1 Expression auf den Immunzellen
wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt: IC <1% und IC >1%. Tabelle 26 und

Abbildung 34 stellen die Ergebnisse im Folgenden grafisch dar.

Mittelwert Median
Anzahl
(Prozent)  yyery Standard- ggo o Standard- - gg, 4
fehler fehler
45,297- 18,480-
) > ’
IC<1% 98 (51,6) 61,407 8,220 77518 30000 5,878 41,520
35,901- 27,778-
) > ’
IC>21%  92(484) 51,928 8,177 67.955 0000 4195 44222
190 48,343- 26,995-
Gesamt (100,0) 61,365 6,644 74388 35000 4,084 43,005

Tabelle 26: Uberlebensanalyse der Patienten mit IC <1% und IC >1%. Die Tabelle gibt eine
Ubersicht iiber den Mittelwert sowie den Median der Uberlebenszeit in Monaten bezogen auf die beiden
Patientengruppen an. Hier erkennt man nicht nur keinen wesentlichen Unterschied zwischen den beiden
Gruppen, sondern auch eine starke Uberlappung bei den Werten der 95% Konfidenzintervalle.
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Abbildung 34: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Uberlebenszeit der beiden Patientengruppen IC
<1% (blaue Kurve) und IC >1% (griine Kurve) in Monaten. Beide Kurven zeigen einen beinahe
gleichen Verlauf, zudem erkennt man keinen Unterschied in den erreichten Uberlebenszeiten auf der
Zeitachse. Der Log-Rank Test zeigt einen Wert von 0,635 und somit keine Signifikanz auf.
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Die in Tabelle 26 errechneten Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit der beiden
Patientengruppen zeigen mit 30 Monaten fiir die Gruppe IC <1% im Vergleich zu 36 Monaten
fiir die Gruppe IC >1% keine wesentlichen Unterschiede. Auch die in Abbildung 34
dargestellten Kaplan-Meier-Kurven lassen einen &dhnlichen Kurvenverlauf erkennen. Mit dem
Wert des Log-Rank Tests von 0,635 ergibt sich kein signifikanter Unterschied in der

Uberlebenszeit der Patienten in Bezug auf die PD-L1 Expression auf den tumorspezifischen

Immunzellen.

3.4.3 Mutationsstatus

Fiir die Uberlebenszeitanalyse im Zusammenhang mit dem Mutationsstatus wurde das
Patientenkollektiv in folgende Gruppen aufgeteilt: das Vorhandensein von einer KRAS-, NRAS-
oder BRAF-Mutation und einer Wildtyp-Gruppe. Hierbei wurden alle Mutationen als eine
Variable betrachtet. Tabelle 27 und Abbildung 35 stellen die Ergebnisse der errechneten

Uberlebenszeiten iibersichtlich dar.

Mittelwert Median
Anzahl

(Prozent) yyepq Standard- - ggo gy Standard-gg, 4

fehler fehler
52,358- 26,161-
wt 164(86,3) 66,985 7462 oo 36,000 5020 leqg
) 12,104- 4,401-
Mutation 26 (13,7) 25,792 6,983 39479 000 2346 13509
Gesamt 0 61365  664a B3 2000

(100,0) 74,388 35,000 4,084 43,005

Tabelle 27: Uberlebensanalyse der Patienten mit Wildtyp (wt) und Patienten mit einer Mutation.
Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber den Mittelwert sowie den Median der Uberlebenszeit in Monaten
bezogen auf die beiden Patientengruppen an. Dabei ldsst sich auch hier ein deutlicher Unterschied
erkennen: Die mediane Uberlebenszeit in der Patientengruppe ohne Mutation betrigt 36 Monate,
wihrend die der Patienten mit einer Mutation lediglich 9 Monate betragt.
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Abbildung 35: Kaplan-Meier-Kurven fiir die beiden Patientengruppen Wildtyp (blaue Kurve)
und Vorhandensein einer Mutation (griine Kurve). Erkennbar ist der steilere Verlauf der griinen
Kurve sowie der frithere Abbruch dieser auf der Zeitachse. Der Wert des durchgefiihrten Log-Rank
Tests betrégt in diesem Fall 0,001.

Patienten mit einem Wildtyp-Status in den Genen KRAS, NRAS und BRAF leben im Median 27
Monate langer als Patienten mit einer Mutation in diesen Genen. Die in Abbildung 35
dargestellten zugehorigen Kaplan-Meier-Kurven lassen einen Unterschied im Verlauf beider
Kurven erkennen. Der durchgefiihrte Log-Rank Test zeigt mit einem Wert von 0,001 eine hohe

Signifikanz der errechneten Unterschiede an.

Nun sollen die unterschiedlichen Genmutationen getrennt voneinander betrachtet werden.
Dabei soll die Mutationsgruppe in KRAS- und BRAF- Mutationen unterteilt werden und im
Vergleich zu den Wildtyp-Féllen betrachtet werden. Die zwei Fille mit einer Mutation NRAS
12-13 wurden in folgenden Auswertungen aufgrund der zu geringen Zahl nicht berticksichtigt.
Abbildung 36 zeigt eine Verteilung der Uberlebenszeit der verschiedenen Gruppen in einem
Box-Plot. Tabelle 28 gibt einen Uberblick iiber die errechneten Mittel- und Medianwerte,

Abbildung 37 prasentiert die zugehorigen Kaplan-Meier-Kurven.
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Abbildung 36: Grafische Darstellung der Verteilung der beiden Mutationen KRAS und BRAF
sowie des Wildtyps (wt) auf das Uberleben der iCCA-Patienten mittels Box-Plot. Zu erkennen ist
die groBere Bandbreite der Uberlebenszeit der wt-Gruppe im Vergleich zu den beiden Mutationen. Auch
der Median (Linie innerhalb der drei Boxen) der einzelnen Gruppen unterscheidet sich voneinander.
Wahrend der Median der wt-Box am hochsten liegt, scheint es auch einen Unterschied zwischen der
medianen Uberlebenszeit der beiden Mutationen zu geben.

Mittelwert Median
Anzahl

(Prozent)  yyepy Standard- g gy Standard- o5,

fehler fehler
52,358- 26,161-
wt 164(863) 66,985 7462 gy 36,000 5020 len
9,746- 5,227-
KRAS 20 (10,5) 25949 8,267 4,153 5000 1,415 10,773
3,468- 0,000-
BRAF 42,1) 12,500 4,613 21542 6000 5,333 16,453
48,456- 24,514-
Gesamt 188 (98,9) 61,596 6,704 74736 33,000 4,329 41.486

Tabelle 28: Uberlebensanalyse der Patienten mit Wildtyp und Patienten mit der Mutation KRAS
oder BRAF. Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber den Mittelwert sowie den Median der Uberlebenszeit
in Monaten bezogen auf die Patientengruppen Wildtyp (wt), KRAS- und BRAF-Mutation. Es zeigt sich
der bereits bekannte Unterschied zwischen dem Vorhandensein einer Mutation in den Genen KRAS und
BRAF mit 36 Monaten Uberlebenszeit fiir wt. Neu ist die Erkenntnis, dass sich die mediane
Uberlebenszeit unter den beiden Mutationen um zwei Monate unterscheidet.
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Abbildung 37: Kaplan-Meier-Kurve fiir iCCA mit einem Wildtyp-Status (blaue Kurve) sowie fiir
iCCA mit Mutationen KRAS (griine Kurve) und BRAF (rote Kurve). Wihrend die blaue Kurve
einen flachen Verlauf zeigt und auf der Zeitachse hohere Werte erreicht, brechen sowohl die griine als
auch die rote Kurve ihren Verlauf relativ friih ab. Der Wert des durchgefiihrten Log-Rank Tests betragt
hier <0,001.

Insgesamt ist deutlich zu erkennen, dass sowohl die KRAS-Mutationen als auch die BRAF-
Mutation die Prognose der 1CCA-Patienten erheblich verschlechtern. Die mediane
Uberlebenszeit fiir Patienten mit KRAS-mutiertem iCCA betriigt 8 Monate, die mit BRAF-
mutiertem iCCA 6 Monate. Zum Vergleich betriigt das mediane Uberleben der Patienten mit
einem Wildtyp-Status 3 Jahre. Der durchgefiihrte Log-Rank Test zeigt mit dem Wert von

<0,001 eine sehr hohe Signifikanz an.

3.4.4 PD-LI Expression auf Tumorzellen und Mutationsstatus

Sowohl die PD-L1 Expression auf den Tumorzellen als auch das Vorhandensein einer Mutation
zeigt ein geringeres Uberleben der Patienten. Aus diesem Grund wurde eine zusitzliche
Ubrlebensanalyse fiir beide Variablen zusammen durchgefiihrt und die Ergebnisse in Tabelle

29 und Abbildung 38 miteinander verglichen.
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Mittelwert Median

Anzahl
(Prozent) yyere SNAArd- ggo oy ey Standard- g g
fehler fehler
wt + 54,248- 28.246-
TC <10, 157(82:6) 69361 7711 si47s 39000 5487 15750
wt + 0,000- 0,000-
TC>1% 73,7 11214 6,112 23104 000 9,165 25,064
Mutation
¥ 22(11,6) 25660 7278 PO gg00 2975 H10%
TC <1% 39,925 13,831
Mutation
¥ a@n 1375 3014 M8 9000 3055 2012
TC >1% 17,282 14,988
190 48,343- 26,995-
Gesamt (100,0) 61,365 6,644 74,388 35,000 4,084 43,005

Tabelle 29: Uberlebensanalyse der Patienten aufgeteilt in Mutationsstatus und PD-L1 Expression
auf den Tumorzellen. Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber den Mittelwert sowie den Median der
Uberlebenszeit in Monaten bezogen auf die kombinierten Variablen Mutationsstatus und PD-L1
Expression auf den Tumorzellen. Bereits eine PD-L1 Expression von TC >1% oder eine Mutation
scheint mit einem Uberlebensnachteil verbunden. Wenn beide Faktoren kombiniert auftreten (Mutation
+ TC >1%), verkiirzt sich die Uberlebenszeit nicht zusitzlich.

Miwt +TC<1%
—wt +TC21%
MMutation + TC<1%

M Mutation + TC21%
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Abbildung 38: Kaplan-Meier-Kurven fiir die vier Patientengruppen aufgeteilt in Mutationsstatus
und PD-L1 Expression auf den Tumorzellen. Die blaue Kurve stellt mit ihrem flachen Verlauf die
lingsten Uberlebenszeiten in Monaten der Patientengruppe ohne Mutation sowie einem TC <1% PD-
L1 Expression dar. Die iibrigen drei Gruppen mit Vorhandensein von entweder einer Mutation und/oder
einem TC >1% PD-L1 Expression verlaufen steil und brechen rasch ab. Der Wert des durchgefiihrten
Log-Rank Tests betrdgt hier <0,001.
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Zusammenfassend zeigt sich ein im Median um 30 bis 31 Monate kiirzeres Uberleben beim
Auftreten von einer Mutation und/oder einer PD-L1 Expression auf Tumorzellen von >1%. Das
gleichzeitige Auftreten von beiden Faktoren scheint keine zusétzliche Verkiirzung der
Uberlebenszeit zu bewirken. Der durchgefiihrte Log-Rank Test zeigt einen Wert von <0,001

und somit eine sehr hohe Signifikanz.

3.5 Korrelation zwischen PD-L1 Expression und anderen Variablen

Mittels des Korrelationskoeffizienten Cramer’s V wurde ein moglicher Zusammenhang
zwischen der PD-L1 Expression auf den Tumorzellen sowie den tumorspezifischen
Immunzellen und anderen Variablen untersucht. Eine signifikante Korrelation wurde dabei
zwischen der PD-L1 Expression und dem Mutationsstatus, sowie dem Differenzierungsgrad
der Tumorzellen gefunden. So existiert eine schwache Korrelation (Cramer’s V = 0,164) mit
einer Signifikanz von p = 0,024 zwischen einem TC <1% und >1% und dem Vorhandensein
einer der untersuchten Mutationen. Zusétzlich besteht eine schwache Korrelation (Cramer’s V
= 0,185) mit einer Signifikanz von p = 0,046) zwischen einem TC <1% und >1% und den

verschiedenen Malignititsgraden G1, G2 und G3.
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4 Diskussion

4.1 Bewertung der DNA-Qualitdt und der Schmelzkurven

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 190 Félle von intrahepatischen cholangiozelluldren
Karzinomen aus dem Institut fiir Pathologie an der Universitit Regensburg untersucht. Das
Alter der Proben betrug zum Zeitpunkt der Untersuchungen 0 bis 22 Jahre. Es ist naheliegend,
dass die Qualitit des Gewebes trotz einer sachgeméfBen Prédparation und Lagerung mit
steigendem Alter abnimmt. In Zusammenschau der gemessenen DNA-Qualitét lie3 sich jedoch
kein Zusammenhang zwischen dem Alter der Proben und der DNA-Qualitét feststellen. Setzt
man beide Quotienten A260/A280 und A260/A230 fiir eine gute Qualitdt voraus, so wiesen
insgesamt 81 Proben (42,6%) eine gute und 109 Proben (57,4%) eine schlechtere Qualitit auf.
Letztere lieBe sich durch folgende mogliche Ursachen erkldren: Fixierungsartefakte durch
Formaldehyd, fehlende Pufferung des Formalins bei bereits édlteren Fillen, lédngere
Fixierungszeiten, unzureichende Entparaffinierung wihrend der Vorbereitung des Gewebes

oder Verunreinigung der Proben wihrend der Extraktion.

Auch die HRM-Methode, die als zeit- und materialsparende Methode zur ersten Detektion
moglicher Mutationen gewahlt wurde, ist kritisch zu hinterfragen. In einigen Féllen ergaben die
Schmelzkurven kein eindeutiges Ergebnis (siehe 3.3). Hier konnen verschiedene Ursachen eine
Rolle spielen. Zum einen ist die Konzentration und Qualitit der DNA-Probe entscheidend.
Auch die Art der Mutation und die Lange des amplifizierten DNA-Abschnitts sind bei dieser
Methode nicht unerheblich. Nicht zuletzt kann auch wihrend des Vorbereitungsvorgangs eine
gelegentliche Verunreinigung der Proben nicht ausgeschlossen werden. Die Sequenzierung
aller in der HRM-Untersuchung eindeutig positiven Fille sowie auch der in der HRM-Analyse
nicht sicher zu klassifizierenden Proben konnte hier weiteren Aufschluss geben. Die
Sequenzierung der durch Farbe oder Kurvenverlauf in der HRM-Analyse auffélligen Félle
bestdtigte in den meisten Fillen eine Mutation. Zudem wurden einige von den eindeutig
negativen Fillen stichprobenartig ausgesucht und ebenfalls sequenziert. Unter diesen Proben
befand sich wie erwartet keine Mutation. Die Auswahl der Proben, die einen nicht ganz
eindeutigen Kurvenverlauf zeigten, erfolgte grofziigig. Hier befanden sich sowohl mutierte
Félle als auch Wildtypen, sodass sich retrograd der Schmelzkurvenverlauf als entscheidendes
Differenzierungsmerkmal erwies. Sofern alle moglichen Fehlerquellen beachtet werden, kann
das High Resolution Melting aber insgesamt als eine zuverldssige Methode zum Nachweis von

genetischen Aberrationen in gro3en Stichproben gesehen werden.
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4.2 PD-L1 Expression in iCCA

Die PD-LI-Expression intrahepatischer cholangiozelluldrer Karzinomen wurde in den
vergangenen Jahren in mehreren Studien untersucht. Einige dieser Studien sind in Tabelle 30
zusammengefasst. Die Expression von PD-L1 auf den Tumorzellen reicht dabei von 9 bis 72%,
auf den tumorassoziierten Immunzellen von 17 bis 63%. In dieser Arbeit wurde in 11 von 190

Fillen ein Wert von >1% im TC und in 92 von 190 Fillen ein Wert von >1% im IC erreicht.

Damit hat diese Arbeit von allen unten aufgezédhlten Studien den niedrigsten Anteil von 6% an
PD-L1 positiven Proben in Bezug auf den TC. Beachtet man den deutlich héheren Cut-off-Wert
bei der Bewertung der Ergebnisse in anderen Studien, erscheint dieses Resultat umso niedriger.
Die unterschiedlichen Ergebnisse konnten zum einen daran liegen, dass die Einschitzung des
Scores von der subjektiven Wahrnehmung des Betrachters abhingt. Um diesem Betrachter-
Bias entgegenzuwirken, wurde jeder der 190 Fille von mindestens zwei unabhdngigen
Auswertern analysiert (Alexandra Muggli, Dr. Katja Evert und Dr. Kirsten Utpatel) und
ausgewertet. Félle mit Abweichung wurden dann erneut gemeinsam mikroskopiert und

zusammen bewertet.

Zum anderen konnten die unterschiedlichen Ergebnisse dadurch erklédrt werden, dass nicht in
allen Arbeiten derselbe PD-L1 Klon bei der IHC-Fiarbung verwendet wurde. In der Studie
Kriegsmann et al. wurden drei Klone im Vergleich angeschaut, dabei zeigten sich Unterschiede
im Farbeverhalten zwischen den Klonen 28-8 bzw. SP263 und dem Klon SP142 (117). Es ist
bereits bekannt, dass die verschiedenen Antikorper eine unterschiedliche Intensitdt in den
verschiedenen Zellen aufweisen. So wurde der Klon SP142 fiir die Detektion von Immunzellen
etabliert, wihrend z. B. der Klon SP263 eher fiir die Detektion von Tumorzellen entwickelt
wurde (118). Der im Rahmen dieser Studie gewihlte Antikorperklon 28-8 hat in Studien
Farbeergebnisse gezeigt, die mit anderen Klonen vergleichbar sind (119). Auch wurden mit
diesem Klon im Institut fiir Pathologie der Universitit Regensburg bereits zahlreiche
Ringversuche mit PD-L1 erfolgreich absolviert. Nicht zuletzt kann auch das Patientenkollektiv

einen Einfluss auf unterschiedliche Ergebnisse ausgeiibt haben.

In Bezug auf den IC dagegen zeigt diese Arbeit dhnliche Ergebnisse wie die anderen Studien.
Hier ist allerdings zu bedenken, dass die Ergebnisse nur bedingt miteinander vergleichbar sind,
da zum Beispiel in der Studie Fortugne et al. die PD-L1 positiven Immunzellen nicht mithilfe
des IC ausgewertet, sondern die Immunzell-Cluster bei einer 400-fachen Vergroferung

ausgezahlt wurden (89).
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Keine der Studien hat eine signifikante Reduktion der Uberlebenszeit im Zusammenhang mit
der PD-L1 Expression auf den Immunzellen nachweisen kénnen. Bei den Uberlebensanalysen
in Bezug auf die PD-L1 Expression auf den Tumorzellen wurde stets der Cut-off-Wert von >5%
gewdhlt. Die Studie Kriegsmann et al. wéhlte zwar bei der Auswertung den Wert >1% fiir PD-
L1 positive und <1% fiir PD-L1 negative Tumoren aus, konnte fiir diesen Grenzwert aber keine
signifikanten Unterschiede beziiglich des Uberlebens der Patienten zeigen. Bei dem Cut-off-
Wert von >5% konnten die Autoren einen Uberlebensnachteil fiir Patienten mit der

entsprechenden PD-L1 Expression auf den Tumorzellen des iCCA nachweisen (117).

Somit ist diese Arbeit die erste, die beweist, dass bereits ein Cut-off-Wert von >1% im TC mit
einem signifikant hoheren Risiko fiir den Patienten assoziiert ist (sieche 3.4.1). Was die PD-L1
Expression auf den Immunzellen betrifft, so zeigt auch diese Arbeit keinen Unterschied in den
Uberlebenskurven von positiven im Vergleich zu den negativen Patientenproben (siehe 3.4.2).
Tabelle 30 gibt eine Ubersicht iiber dhnliche Studien, ihre Stammdaten sowie die relevanten

Ergebnisse im Vergleich zur eigenen Arbeit.
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F
Kriegsmann | Jing et al., (Z:taulgne Zhu et al., Gani et Eicene
Studie etal, 2019 2019 201; 2018 al., 2016 Afbeit
117) (120) ) 121) (88)
Land D CHN F CHN USA D
Anzahl 72 iCCA 153iCCA | 581CCA | 192iCCA | 54iCCA | 190iCCA
28-8
IP<ll)(;II;1 SP142 E1L3N E1L3N SP142 SH1 28-8
SP263
TC 8/72 43/153 5/58 34/192 39/54 11/ 190
(11%) (28%) (9%) (18%) (72%) (6%)
26/153 31/58 34/54 92/190
| 22/72 (319 -
C G1%) | (1794) (53%) (63%) (48%)
Cut-off- TC: 25% | TC:=>5%
>10 = = >50 >50 >10
Wert =1% IC: >1% | IC: Cluster =5% =5% =1%
>1% im TC:
OS &
(p=0,606) :
>450,
>5%im TC: | >5% im }if’ (1;;1 >1% im
0S| TC: 0S & . ' TC: 08}
(=0,024) | (p=0,859) =5%im | (p=0.008) 1 000
Ergebnis | © P - TC: 0S| P
= >50/ 1
>1%imIC: | 21% im (p=0.012) I—S_A’ M 21%im
OS & IC: OS & Oé - IC: OS «
(p=0,89) (p=0,489) (p>0,05) (p=0,635)
>5% im IC: P
OS <
(p=0,69)

Tabelle 30: Ubersicht iiber Studien, die die PD-L1-Expression im CCA untersucht haben und ihre
Ergebnisse, inklusive eigener Arbeit; CHN: China; D: Deutschland; F: Frankreich; USA: United
States of America; OS: Overall Survival
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4.3 Rolle der Begleiterkrankungen

Begleiterkrankungen tragen zu einer Verschlechterung des Allgemeinzustands eines
Krebspatienten bei. Gleichzeitig konnen sie die Entstehung bestimmter Krebsarten erst
begiinstigen und entsprechen somit Risikofaktoren. Die in dieser Arbeit untersuchten
Begleiterkrankungen zdhlen zu den haufigsten in der westlichen Bevdlkerung. In unserer
Stichprobe von 190 Patienten war die arterielle Hypertonie mit 55,79%, Adipositas mit 28,42%
und Diabetes mellitus Typ 2 mit 23,68% vertreten. Alle drei Begleiterkrankungen werden
immer wieder als Risikofaktoren fiir die Entstehung des iCCA benannt und untersucht (122—
124). Zum Einfluss der Begleiterkrankungen auf das Outcome der iCCA-Patienten gibt es aber

bisher wenig Daten.

Die Studie Surapaneni et al. aus dem Jahr 2019 untersuchte die Auswirkung von Adipositas
auf das Gesamtiiberleben von 152 Patienten mit iCCA. Dabei konnte kein signifikanter
Unterschied im Outcome zwischen den adipdsen, tibergewichtigen und normalgewichtigen
Patienten nachgewiesen werden (125). So betrug die Uberlebensrate fiir normalgewichtige
1CCA-Patienten nach 3 Jahren nach der Diagnosestellung 31%, die der iibergewichtigen
Patienten 25% und die der adipdsen Patienten 27% (p=0,8766). Auch die vorliegende Arbeit
ergab keinen Hinweis auf eine durch Adipositas verursachte Risikoerh6hung, an einem iCCA

zu versterben (siehe 3.1.5).

Anders sieht es bei Diabetes mellitus Typ 2 als Begleiterkrankung aus. In der durchgefiihrten
Cox-Regression ergab die Berechnung des Hazard Ratios (HR) ein um 136% hoheres Risiko
fiir den Eintritt des Todes bei Vorliegen eines DM Typ 2 (siehe 3.1.5). Auch die Kaplan-Meier-
Kurven bestitigten dieses Ergebnis. So betrug die mediane Uberlebenszeit fiir Patienten ohne
DM 39 Monate, wéhrend sie fiir Patienten mit dieser Erkrankung lediglich 17 Monate betrug
(siehe 3.1.5.2). Einschrinkend muss hier jedoch erwdhnt werden, dass aus den erfassten Daten
nicht hervorgeht, ob die Patienten an der Folge der Tumorerkrankung verstorben sind, oder ob
hier andere Todesursachen vorlagen, die z. B. auf den Diabetes mellitus zurlickzufiihren sind.
Eine im Jahr 2017 von Waseem et al. durchgefiihrte Studie stiitzt dieses Ergebnis allerdings
nicht. Uberlebensanalysen, die retrospektiv an 242 Fillen von cholangiozelluliren Karzinomen,
darunter 90 iCCAs, durchgefiihrt wurden, ergaben keinen signifikanten Einfluss von DM Typ
2 sowie anderen Begleiterkrankungen wie Leberzirrhose, Alkohol- und Nikotinabusus oder
PSC auf das Gesamtiiberleben der iCCA-Patienten (126). Es konnen viele Griinde fiir die

Diskrepanz der Ergebnisse beider Arbeiten verantwortlich sein. Zum einen spielt die Dauer der
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Erkrankung eine wichtige Rolle. Zum anderen ist die Compliance des Patienten bei der
Therapie von DM Typ 2 nicht unerheblich fiir den Therapieerfolg und somit das Outcome. Der
genaue Mechanismus hinter dem Einfluss von Diabetes auf den Krankheitsverlauf der iCCA-
Patienten sollte Gegenstand weiterfiihrender Forschung sein. Auch sind hier weitere Analysen
beziiglich weiterer moglicher Einflussgroen notwendig, die in weiteren Studien mitanalysiert

werden sollten.

Einen besonderen Stellenwert nehmen strukturelle Lebererkrankungen sowohl bei der
Entstehung von Krebs als auch im Krankheitsverlauf ein. In dieser Arbeit liel sich bei der
Auswertung des Fibrosestatus eine eher kleine Anzahl an Patienten mit hohergradiger Fibrose
oder gar Leberzirrhose feststellen. Insgesamt zeigten lediglich 5,3% (n = 10) der untersuchten
Fille einen Fibrosegrad von 5 oder 6. Die Studie Zhang et al. aus dem Jahr 2020, die die
Auswirkung des Fibrosegrades auf das Outcome von Patienten mit iCCA untersuchte, zdhlte
unter den insgesamt 729 Fillen 63,9% (n = 465) mit geringerer Fibroseauspragung und 36,1%
(n = 264) mit Fibrosegrad 5 oder 6 (127). Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte
einerseits die insgesamt deutlich kleinere Fallzahl und somit geringere Reprédsentanz sein. Auch
erscheint nicht abwegig, dass Patienten mit fortgeschrittener Fibrose bzw. bekannter Zirrhose
(insbesondere alkoholtoxischer Genese) seltener regelmifBige, halbjdhrlich empfohlene
Ultraschall-Untersuchungen des Leberparenchyms zur Krebsvorsorge wahrnehmen und
demnach die Diagnose eines moglichen iCCA in einem nicht mehr resezierbaren Stadium
erhalten haben konnten. Da die in dieser Arbeit untersuchten Proben ausschlief8lich reseziertes
Gewebe darstellen, konnte dies ebenfalls die Ergebnisse beeinflusst haben und die

Abweichungen zu den anderen Studien erklaren.

4.4  Mutationsstatus

Von den insgesamt 190 untersuchten intrahepatischen cholangiozelluldren Karzinomen waren
26 (13,7%) Tumoren mutiert. Davon gehorten 20 Félle (10,5%) der Gruppe der KRAS-
Mutationen an, NRAS-Mutationen waren mit 2 Fillen (1,1%) und BRAF mit 4 Fillen (2,1%)
vertreten. Mehrere Studien untersuchten bereits die molekularen Aberrationen im iCCA und
ithre Folgen fiir die Patienten (Tabelle 31). In den Studien finden sich KRAS-Mutationen in 8,6%
bis 13,6% der Fille, die in unserem Kollektiv nachgewiesene KRAS-Mutationsrate von 10,5%
ist hier vergleichbar mit diesen Ergebnissen. NRAS- oder BRAF-Mutationen sind in unserem
Kollektiv etwas seltener nachweisbar als innerhalb der aufgefiihrten Studien, wobei auch

innerhalb der Studien die Ergebnisse etwas schwanken. Diese etwas abweichenden Ergebnisse

-85 -



konnten sich zum Beispiel durch die Zusammensetzung des Kollektivs erkldren, ggf. konnte

sich durch eine Erh6hung der Fallzahlen eine Angleichung ergeben.

Beim Betrachten des Outcomes der Patienten im Hinblick auf den Mutationsstatus sind bei den
verschiedenen Arbeiten unterschiedliche Ergebnisse zu verzeichnen. Die vier Studien, die die
Uberlebensanalyse fiir KRAS-mutierte iCCAs durchgefiihrt haben, kommen zu dem Ergebnis,
dass diese Mutation das Gesamtiiberleben signifikant verkiirzt. So kann man der Arbeit von
Zhu et al. aus dem Jahr 2014 entnehmen, dass das mediane Uberleben der Patienten mit Wildtyp
31,35 Monate, wahrend das der Patienten mit einer KRAS-Mutation im Median 20,33 Monate
betrug (102). Auch die Publikation von Zhou et al. aus dem Jahr 2021 mit der grofiten
Stichprobe von 1024 iCCAs untersuchte das Outcome der Patienten im Zusammenhang mit der
KRAS-Mutation. Die Autoren fanden ein signifikant kiirzeres Uberleben der Patienten mit der
besagten Mutation, stellten aber einen Unterschied unter den verschiedenen KRAS-Varianten
fest. Wihrend die G12 Varianten der KRAS-Mutation ein medianes Uberleben von 11,3
Monaten aufwiesen, prisentierten die anderen Varianten ein Uberleben von 29,1 Monaten, was

in etwa dem medianen Uberleben von Wildtyp-Tumoren (28,9 Monate) glich (128).

Wie im Kapitel 3.4.3 gezeigt, wurde in dieser Arbeit ein signifikant schlechteres Outcome fiir
iCCA-Patienten mit einer KRAS-Mutation (medianes Uberleben von 8 Monaten) im Vergleich
zum Wildtyp (medianes Uberleben von 3 Jahren) (p<0,001) nachgewiesen. Das insgesamt
deutlich kiirzere Uberleben unterscheidet sich von den Ergebnissen der oben genannten
Studien. Als Griinde hierfiir liegen auch in diesem Fall die Zusammensetzung des Kollektivs

sowie womdglich das zum Zeitpunkt der Diagnose fortgeschrittene Tumorstadium nahe.

Die einzige Arbeit, die sich ausschlieBlich mit der BRAF-Mutation im iCCA beschéftigt hat,
war die Publikation von Goeppert et al. im Jahr 2014. Hier wurde kein Unterschied zwischen
mutierten Féllen und dem Wildtyp im Hinblick auf das Gesamtiiberleben nachgewiesen (104).
Auch die Arbeit Zhu et al. konnte in den Uberlebensanalysen keinen signifikanten

Uberlebensnachteil durch die BRAF Mutationen aufzeigen (102).

Anders verhilt es sich im Regensburger Kollektiv. Auch fiir die BRAF-Mutation wurde ein
signifikant schlechteres Outcome (medianes Uberleben von 6 Monaten) im Vergleich zum
Wildtyp (medianes Uberleben von 3 Jahren) (p<0,001) aufgezeigt. Der Unterschied in den
Ergebnissen ldsst sich vor allem mit der eher kleinen Stichprobengréfe erkliren. Um das
Ergebnis dieser Arbeit, besonders im Hinblick auf die BRAF-Mutation, zu verifizieren, benotigt

es weiterer prospektiver Untersuchungen im groferen Umfang.
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Tabelle 31: Ubersicht iiber Studien, die KRAS-, NRAS- und BRAF-Mutationsstatus in CCA
untersucht haben, und ihre Ergebnisse; BEL: Belgien; CHN: China; D: Deutschland; ESP: Spanien;
KOR: Stidkorea; ROU: Ruménien; USA: United States of America; M: Monate; OS: Overall Survival
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4.5 Hemmung von PD-1/PD-L1 in CCA

Sowohl bei himatologischen als auch bei soliden Tumoren wurde bereits ein Zusammenhang
zwischen der PD-L1 Expression und dem Ansprechen auf die Immuncheckpoint Therapie

festgestellt.

Wie bereits in Kapitel 1.2.4 erwéhnt, finden Immuncheckpoint-Inhibitoren breite Anwendung
in der Therapie von diversen Tumorentitdten, sowohl abhingig von der PD-L1 Expression als
auch unabhéngig davon. In der Ist Line Therapie des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms
beispielsweise sind Atezolizumab, Cemiplimab, Durvalumab, Nivolumab und Pembrolizumab
als Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapeutika zugelassen. Auch finden
Nivolumab in Kombination mit platinbasierter Chemotherapie in der neoadjuvanten und
Atezolizumab in der adjuvanten Therapie als Monotherapie nach vollstindiger Resektion und
platinbasierter Chemotherapie bei erwachsenen Patienten mit hohem Risiko fiir ein Rezidiv

Anwendung.

Bei der Zulassung der Immuncheckpoint-Inhibitor-Therapie fiir bilidire Tumoren im
Allgemeinen werden anhand der neuesten Studien zwei Inhibitoren im Rahmen einer
Systemtherapie in Kombination mit Gemcitabin und Cisplatin von der deutschen Leitlinie als
Erstlinientherapie empfohlen (24). Wie bereits in Kapitel 1.1.4 erwéhnt, erfolgte die Zulassung
von Durvalumab (IMFINZI®) in Kombination mit Gemcitabin und Cisplatin zur Behandlung
von nicht resezierbaren oder metastasierten bilidren Tumoren unabhingig vom PD-L1 Status
auf Grundlage der Ergebnisse der Phase-III-Studie TOPAZ-1. In dieser Studie wurden
insgesamt 685 Patienten nach dem Zufallsprinzip einer Therapie mit Durvalumab (n=341) oder
Placebo (n=344) in Kombination mit der oben genannten Chemotherapie zugeteilt. Das
Gesamtiiberleben fiir 24 Monate betrug dabei fiir die Durvalumab Gruppe 24,9 %, wihrend fiir
die Placebo Gruppe lediglich 10,4 % Wahrscheinlichkeit erreicht wurde. Dabei ergab die Studie
keinen Vorteil im Ansprechen auf die Therapie mit Durvalumab zwischen den Tumoren mit
einem TC>=1% und TC<1% (50). Auf Grundlage der Ergebnisse einer weiteren Phase-III-
Studie KEYNOTE-966 erfolgte auch die Zulassung fiir Pembrolizumab (KEYTRUDA®) in
selbiger Kombination zur systemischen Therapie. In dieser Studie wurden insgesamt 1069
Patienten mit fortgeschrittenem bilidren Karzinom randomisiert in zwei Gruppen unterteilt
(Pembrolizumab Gruppe n=533, Placebo Gruppe n=536). Nach 24 Monaten betrug die
geschitzte Uberlebensrate der Patienten in der Pembrolizumab Gruppe ca. 25%, wihrend die

der Placebo Gruppe ca. 18% erreichte. Auch im medianen Gesamtiiberleben unterschieden sich
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die beiden Gruppen mit 12,7 Monaten in der Pembrolizumab Gruppe und 10,9 Monaten in der

Placebo Gruppe deutlich (51).

Zum cholangiozelluldren Karzinom existieren einige weitere Studien, die die Wirksamkeit der
PD-1/PD-L1 Hemmung untersuchen. In der KEYNOTE-028 Phase Ib Studie wurde
Pembrolizumab als Monotherapie an 23 ausgewdhlten Patienten mit biliary tract cancer (BTC;
1ICCA, eCCA, Gallenblasen- und Papillenkarzinom eingeschlossen) mit positiver PD-L1
Expression untersucht. 3 von ihnen (13%) zeigten ein partielles Ansprechen, das
progressionsfreie Uberleben betrug 1,8 Monate und die mediane Uberlebenszeit 6,2 Monate.
Eine groBere Phase II Studie zu Pembrolizumab (KEYNOTE-158) mit 104 Patienten zeigte
eine objektive Ansprechrate von 5,8% (6 Patienten), ein Gesamtiiberleben von 7,4 Monaten
und ein progressionsfreies Uberleben von 2 Monaten. In dieser Studie waren sowohl Patienten
mit positiver als auch mit negativer PD-L1 Expression inkludiert und es zeigte sich auch hier

keine Korrelation zwischen dem Ansprechen auf die Therapie und dem PD-L1 Status (129).

Eine Phase II Studie aus dem Jahr 2020 untersuchte die Wirkung von Nivolumab, einem PD-1
Inhibitor, an 54 Patienten mit fortgeschrittenem BTC. Hier erreichten 22% partielles
Ansprechen auf die Therapie, 38% verweilten im Stadium der stabilen Erkrankung. Die
mediane Uberlebenszeit betrug 14,2 Monate und ein progressionsfreies Uberleben von 4
Monaten. Interessanterweise wiesen die 18 PD-L1 positiven (TC>1%) Patienten ein langeres

medianes progressionsfreies Uberleben auf (HR: 0,23, 95% KI: 0.10-0.51; p<0.001) (130).

Um die Ansprechrate der Immuncheckpoint Therapie zu erhéhen, kann man sie mit anderen
Therapeutika wie Chemotherapie, lokaler Therapie oder anderen Immuncheckpoint Inhibitoren
kombinieren. Koido et al. konnten zeigen, dass eine vorherige Stimulation intrahepatischer
cholangiozelluldrer Karzinomzellen mit Chemotherapeutika wie Gemcitabin oder 5-

Fluorouracil die Expression von Immuncheckpoint Rezeptoren hochregulieren kann (131).

Eine Studie aus China untersuchte 30 Patienten, die am metastasierten BTC litten und
Nivolumab als Monotherapie oder in Kombination mit Gemcitabin, Oxaliplatin oder Nab-
Paclitaxel erhielten. Die partielle Ansprechrate betrug 16,7%, das progressionsfreie Uberleben
wéhrend der Monotherapie war kiirzer als das wahrend der Kombinationstherapie (2,1 vs. 4,3
Monate). Ob der Tumor PD-L1 positiv oder negativ war, dnderte nichts am progressionsfreien
Uberleben (3,6 vs. 3,0 Monate, p>0,05). Bei einem Patienten konnte eine komplette Regression

erreicht werden (132).
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In einer japanischen Phase I Studie wurde Nivolumab allein oder zusammen mit Cisplatin plus
Gemcitabin in zwei verschiedenen Kohorten mit jeweils 30 BTC-Patienten getestet. Die
Monotherapie-Kohorte hatte folgende Ergebnisse zu verzeichnen: Ansprechrate von 3,3%
(1/30), mediane Uberlebenszeit von 5,2 Monaten und progressionsfreies Uberleben von 1,4
Monaten. Im Vergleich dazu prisentierte sich die Kohorte mit der Kombinationstherapie
folgendermaBen: Ansprechrate von 36,7% (11/30), mediane Uberlebenszeit von 15,4 Monaten
und progressionsfreies Uberleben von 4,2 Monaten. Abgesehen von den deutlich besseren
Ergebnissen in der Gruppe mit der Kombinationstherapie, wiesen die Patienten mit PD-L1
positiven Tumorzellen ein ldngeres Gesamtiiberleben als die mit PD-L1 negativem Tumor (11,6

vs. 5,2 Monate) auf (133).

Eine weitere Phase I Studie untersuchte die Kombination von Durvalumab, einem PD-L1
Hemmer, mit Tremelimumab. Dieser ist ebenfalls ein Inmuncheckpoint Inhibitor, welcher an
das Oberflachenprotein CTLA-4 bindet und damit die Herunterregulierung der T-Zell Aktivitit
hemmt. Von den 42 BTC-Patienten, die Durvalumab als Monotherapie erhalten haben, haben
2 Patienten (4,8%) ein partielles Ansprechen gezeigt. Das mediane Gesamtiiberleben betrug in
dieser Gruppe 8,1 Monate und das progressionsfreie Uberleben 1,5 Monate. In der Gruppe mit
beiden Immuncheckpoint Inhibitoren dagegen war die Ansprechrate hoher. Von den 65 BTC
Patienten reagierten 7 auf die Therapie (10,8%), das mediane Uberleben zihlte 10,1 Monate
und das progressionsfreie Uberleben 1,6 Monate (134).

Ramucirumab, ein Inhibitor des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors VEGFR-2, wurde
in der Kombination mit Pembrolizumab an 26 Patienten mit fortgeschrittenem BTC untersucht.
Dabei betrug die mediane Uberlebenszeit lediglich 6,4 Monate und die progressionsfreie Zeit
1,6 Monate. Zwischen den PD-L1 positiven und PD-L1 negativen Tumoren unterschied sich
zwar nicht die Zeit bis zum erneuten Fortschreiten der Erkrankung (1,5 vs. 1,6 Monate), dafiir

aber das Gesamtiiberleben (11,3 vs. 6,1 Monate) (135).

In einer Phase II Studie wurde die Kombination von PD-1 Inhibitoren (Pembrolizumab oder
Nivolumab) und dem Multikinase-Inhibitor Lenvatinib getestet. Von den 14 Patienten mit
intrahepatischem cholangiozellulirem Karzinom haben 3 (21%) ein partielles Ansprechen
gezeigt. 7 Tumoren wurden mithilfe des Next Generation Sequencing auf 450
Tumormutationen untersucht, 4 von ihnen wiesen eine hohe Tumormutationslast mit >12
Mutationen/Megabasenpaar auf. Diese hohe Mutationslast war stark mit einem besseren

Ansprechen auf die durchgefiihrte Therapie assoziiert (136).
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Aktuell werden viele Studien durchgefiihrt, in welchen weitere Kombinationen getestet werden.
Die Studie NCTO02821754 untersucht beispielsweise die Kombination von der
Immuncheckpoint Therapie mit Durvalumab und Tremelimumab mit lokaler Therapie (TACE,
RFA oder Kryotherapie) in HCC und BTC (137). Die Phase II Studie NCT03250273 testete die
Kombination aus Nivolumab und Entinostat an Patienten mit fortgeschrittenem Cholangio-
oder Pankreaskarzinom. Etinostat ist eine experimentelle Substanz, die zu den epigenetisch
modulierenden Medikamenten gehort. Als Histon-Deacetylase Inhibitor ist Etinostat in der
Lage, die Expression Zellzyklus regulierender Gene und die Tumorsensitivitit fiir zytostatische
Therapie zu beeinflussen (138). Rucaparib gehort zu der Substanzklasse der Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP) Inhibitoren und wird bereits in der Therapie des fortgeschrittenen
Ovarialkarzinoms eingesetzt. Durch die Hemmung des PARP Enzyms ist der Tumor nicht mehr
in der Lage dazu, seine DNA-Einzelstrangbriiche zu reparieren, aus Einzelstrangbriichen
werden Doppelstrangbriiche, es folgt die Apoptose der Tumorzelle (139). Da bis zu 25% der
BTC Patienten direkte molekulare Verdnderungen in DNA-Reparaturgenen aufweisen, ist auch
dieser Therapieansatz von groBem Interesse (140). So wurde in einer Phase II Studie
(NCT03639935) eine Kombination aus Rucaparib und Nivolumab als Erhaltungstherapie nach

einer Erstlinien Chemotherapie an 31 Patienten mit fortgeschrittenem BTC getestet (141).

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass in allen oben erwéhnten Studien kein Unterschied
zwischen den einzelnen Tumorentitdten der bilidren Karzinome gemacht wurde. Das ist auch
der Grund, wieso die Ergebnisse sich nicht oder nur eingeschriankt auf die in dieser Arbeit
untersuchten Patientengruppe iibertragen lassen. Auch zeigten sich inkongruente Ergebnisse
beziiglich des Therapieansprechens zwischen den Tumoren mit einem PD-L1 TC>1% und
TC<1%. Diese Tatsache beweist, dass es weitere Studien mit dem Schwerpunkt auf die
Ansprechrate auf die Immuncheckpoint-Therapie im Zusammenhang mit der PD-L1
Expression braucht. Mit weiteren Studien sowie der Ausdehnung der Datenlage konnten in
Zukunft weitere Wirkstoffe aus der Gruppe der Immuncheckpoint-Inhibitoren eine Anwendung

in Kombination mit bereits etablierten Verfahren wie Chemotherapie finden.

4.6 Hemmung des Ras-Raf-MEK-ERK Signalweges in iCCA

Mutationen von KRAS, NRAS, BRAF und anderen Komponenten des Ras-Raf-MEK-ERK
Signalweges sind bei verschiedenen Krebsarten, darunter Magen-Darm-, Lungen- und

Hautkrebs, bekannt und bilden mitunter den Ausgangspunkt fiir die derzeit eingesetzten
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zielgerichteten Therapien. KRAS beispielsweise ist in etwa 25% aller Krebsarten veridndert. Seit
langer Zeit versuchen Forscher Substanzen zu entwickeln, die auf die einzelnen Strukturen
dieses Signalweges abzielen, bislang mit geringem Erfolg. Grund hierfiir ist die durch die
Mutation verursachte stirkere Bindung des Proteins zum Energietragermolekiil
Guanosintriphosphat (GTP) und der darauffolgenden Aktivierung des nachgeschalteten
Signalweges, der an den Vorgidngen wie Zellproliferation, Entwicklung, Differenzierung und
Apoptose beteiligt ist und so die Krebsbildung fordert. Die festere Bindung verursacht eine
glattere Oberfldche des Proteins und macht es potenziellen Agenzien schwer, direkt anzugreifen

(142).

Bei der Behandlung verschiedener Krebsarten wie des Kolorektalen Karzinoms (CRC) oder des
nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms sind verschiedene Substanzen in Testung. AMG 510
(Sotorasib) und MRTX849 (Adagrasib) sind direkt wirkende Substanzen und inhibieren KRAS
G12C irreversibel, indem sie das Protein in einem inaktiven Zustand fixieren. Zu den indirekten
Wegen gehort beispielsweise die Hemmung des prenylbindenden Proteins (PDES), welches
eine wichtige Rolle bei der Interaktion von KRAS mit der zelluldren Plasmamembran spielt.
KRAS-mutierte kolorektale Karzinome haben sich als empfindlich gegeniiber einem neueren
G-Quadruplex (G4) Liganden namens EMICORON gezeigt, welcher eine Herunterregulierung
der mRNA- und Proteinexpression von KRAS verursacht. Ein anderer Ansatz konzentriert sich
auf die Mikro-RNA (miRNA) und ihre Rolle bei der Proliferation, Migration oder Apoptose
der Zelle. Abhéngig von der Gewebsart kann die miRNA sowohl als Tumorsuppressor als auch
als Onkogen agieren. Experimentelle Studien an CRC-Zelllinien haben gezeigt, dass eine
Herunterregulierung von miR-143 mit einer Hochregulierung des KRAS-Proteins verbunden
war. Behandelte man die Zelllinien mit miR-143, stellte man eine Unterdriickung der KRAS-

Translation fest (142, 143).

Trotz vieler Ansitze zur gezielten Behandlung von KRAS-mutierten Tumoren existieren keine
Daten iiber eine solche Behandlung in der Therapie der cholangiozelluldren Karzinome. Da -
wie unter anderem in dieser Arbeit gezeigt - RAS Mutationen auch im cholangiozellulidren
Karzinom zu den héufigsten Mutationen zdhlen und in mehreren Studien eine Assoziation mit
schlechterem Patientenoutcome gezeigt wurde, bedarf es in Zukunft intensiver Forschung auf

diesem Gebiet der personalisierten Tumortherapie.

Vemurafenib (PLX4032) und Dabrafenib (GSK2118436) sind zwei selektive und reversible

BRAF-Inhibitoren und stellen ein positives Beispiel fiir die erfolgreiche Entwicklung der

-9) -



Préazisionsmedizin dar. Beide haben sich in der Behandlung des BRAF-mutierten malignen
Melanoms etabliert (144, 145). Zu dem Einsatz der BRAF-Inhibitoren im CCA gibt es

allerdings wenig Daten.

Eine Phase II Studie (NCT01524978), die die Wirkung von Vemurafenib in anderen
Tumorentititen - darunter 8 CCA-Patienten — untersuchte, ver6ffentlichte im Jahr 2015 ihre
Ergebnisse. Einer von 8 Patienten zeigte ein partielles Ansprechen (12%) und in 4 weiteren

Patienten war die Krankheit stabil (50%) (146).

Loaiza-Bonilla et al. berichten iiber einen Fall einer 47-jdhrigen Patientin mit einem nicht
resektablen, chemotherapie- und strahlentherapieresistenten, BRAF V600E mutierten und
schlecht differenzierten iCCA. Nach einer Therapie mit einer Kombination aus Dabrafenib und
Trametinib (einem MEK1/2-Inhibitor) verzeichneten die Behandler nach weniger als einem
Monat eine Gréfenabnahme der Leberldsionen und einen Riickgang der Metastasen (147). In
der folgenden ROAR (Rare Oncology Agnostic Research) Phase II Studie wurden 43 Patienten
mit BRAF V600E mutiertem Cholangio- oder Gallenblasenkarzinom zwei Mal téglich mit 150
mg Dabrafenib und einmal tdglich mit 2 mg Trametinib behandelt. Das Resultat war ein
Ansprechen auf die Therapie von 20 Patienten (47%). In Hinblick auf diese hohe Ansprechrate
empfehlen die Autoren deshalb, ein routineméfiges Screening aller Patienten mit Cholangio-

und Gallenblasenkarzinom auf eine BRAF V600E Mutation durchzufiihren (148).

Ein weiterer BRAF-Inhibitor PLX8394 wurde in zwei weiteren klinischen Studien der Phase
/Il getestet (NCT02428712, NCTO02012231). Gegenstand der Untersuchung waren
fortgeschrittene solide Tumoren, einschlieBlich CCA. Wihrend eine der Studien abgebrochen
wurde, liegen fiir die andere noch keine Ergebnisse vor (149). Die Multi-Kinase-Inhibitoren
Regorafenib (BAY 73-4506) und Sorafenib (BAY 43-9006) sind ebenfalls vielversprechende
Substanzen im Kampf gegen BRAF-mutierte CCAs und werden aktuell in mehreren Studien

ndher untersucht.

Obwohl bereits viele Ansdtze der gezielten Therapie des cholangiozelluliren Karzinoms
existieren, sind ihre Ergebnisse dennoch nur bedingt auf das intrahepatische cholangiozellulire
Karzinom iibertragbar. Sowohl die Entstehungsmechanismen und die Morphologie als auch das
Ansprechen auf verschiedene Therapien und das Outcome der Patienten unterscheiden sich
zwischen den einzelnen Subtypen. Unter dem Oberbegriff BTC sind sowohl die drei Subtypen
des cholangiozelluldren Karzinoms als auch das Gallenblasenkarzinom und das Karzinom der

Papilla Vateri zusammengefasst. Da das cholangiozelluldre Karzinom selten ist, ist die
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Rekrutierung von Patienten schwierig. Dies spiegelt sich in den kleinen Kohorten und der damit
verbundenen geringen Aussagekraft der Studien wider. Fiir die Entwicklung gezielter
Therapeutika miissen aus diesen Griinden zukiinftig multizentrische, grofler angelegte Studien
durchgefiihrt werden, die zwischen den einzelnen Subtypen des cholangiozelluldren Karzinoms
unterscheiden. Die hier erhobenen Daten unterstreichen jedoch noch einmal die Wichtigkeit
dieser Studien und es sollte versucht werden, moglichst viele der Patienten mit iCCA in Studien
einzuschlieBen und somit die Therapieoptionen fiir diesen zwar seltenen, aber doch in der
Inzidenz zunehmenden Tumor weiter zu untersuchen und zu optimieren. Hierzu koénnen

Patienten auch in ein molekulares Tumorboard eingeschlossen werden.

4.7 Ausblick in die Zukunft

Im Zeitalter der Prédzisionsmedizin ist es mittlerweile moglich, viele Krebsarten gezielt und
abhingig von den spezifischen Verdnderungen zu therapieren. Auch in der Therapie des
cholangiozelluldren Karzinoms existieren verschiedene Ansétze, die neue Substanzen wie
Immuncheckpoint-Inhibitoren, Tyrosinkinase-Inhibitoren oder Kombinationen mit bereits
bekannten Therapeutika untersuchen. Es erscheint nicht abwegig, dass durch die Ergebnisse
der neuesten Forschungen ein Paradigmenwechsel in der Behandlung des cholangiozelluldren
Karzinoms stattfinden konnte. Patienten konnten zukiinftig eine fiir sie und ihr genomisches
Tumorprofil maBgeschneiderte Therapie erhalten, wodurch sich das Outcome und die
Lebensqualitédt verbessern konnte. Leider gibt es bis heute nur wenige Daten zur Auswirkung
zielgerichteter Therapeutika auf das intrahepatische CCA. Dies liegt nicht zuletzt an den sehr

heterogenen Eigenschaften des Tumors.

Es wurde bereits eine Korrelation zwischen der Expression von PD-L1 und dem Ansprechen
auf Immuntherapie in anderen soliden Tumoren festgestellt (150, 151). Zum
cholangiozelluldren Karzinom dagegen gibt es bisweilen wenige eindeutige Ergebnisse.
Wihrend einige Studien keinen Zusammenhang zwischen den beiden Faktoren feststellten
(129, 132), fanden andere heraus, dass die PD-L1 positiven Tumoren durch einen deutlichen
Therapieerfolg mit Verlingerung des Gesamtiiberlebens gekennzeichnet waren (130, 133, 135).
Allen Studien war gemein, dass kein einheitlicher Score bei der Auswertung der
Immunhistochemie benutzt und die Expression auf den Tumor- und den Immunzellen teilweise
nicht getrennt voneinander in Hinblick auf das Therapieansprechen betrachtet wurde. An die

zukiinftige Forschung stellt sich also nicht nur die Frage, ob die Immuncheckpoint-Inhibitor-
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Therapie in der Behandlung des intrahepatischen CCA gute Ergebnisse erzielt, sondern auch,
ob die Expression des programmed death Liganden 1 auf den Tumorzellen und/oder

tumorspezifischen Immunzellen als pradiktiver Biomarker genutzt werden kann.

Mit dieser Arbeit wurde bewiesen, dass die PD-L1 Expression im iCCA bereits ab 1% der
positiven Tumorzellen mit einer signifikant schlechteren Prognose fiir die Patienten eingeht.
Auch die Mutationen im Ras-Raf-MEK-ERK Signalweg und Diabetes mellitus Typ 2 als
Begleiterkrankung reduzieren die Lebenserwartung. Hier miisste man in Zukunft die Dauer von
DM Typ 2 vor der Krebsentstehung sowie die Qualitdt der antihyperglykdmischen Therapie
und die Compliance der Patienten berlicksichtigen. Interessant wire zudem, die genauen
Mechanismen zu untersuchen, die bei der Verschlechterung des Outcomes eine Rolle spielen.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen sind jedoch groBe prospektive Studien notwendig.
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5 Zusammenfassung

Das intrahepatische cholangiozelluldre Karzinom ist eine seltene Tumorentitdt mit einer hohen
Mortalitdt und einer schlechten Prognose, deren Inzidenz von Jahr zu Jahr zunimmt. Die
jingsten Fortschritte in der Medizin haben die Behandlung weg von reiner chirurgischer
Resektion bzw. zytotoxischer Therapie in Richtung multimodaler Therapieansitze gefiihrt,
darunter zu Kombinationstherapien mit neuen Substanzen wie Immuncheckpoint-Inhibitoren.
Zahlreiche Studien haben bereits den Zusammenhang zwischen cholangiozelluldren
Karzinomen und der PD-L1 Expression untersucht, ohne jedoch kongruente Ergebnisse zu
liefern. Ziel dieser Arbeit war also unter anderem, eben diesen Zusammenhang mitsamt
weiterer Faktoren wie etwa genetischer Abberationen und Komorbiditéten zu untersuchen. Es
konnte gezeigt werden, dass iCCA-Patienten mit einer PD-L1 Expression auf den Tumorzellen
von bereits >1% eine signifikant schlechtere Uberlebenszeit zeigten als Patienten mit einer
Expression von <1%. Die unterschiedliche Expression auf den tumorassoziierten Immunzellen

zeigte keinen Zusammenhang mit einem schlechteren Outcome.

Auch spielt das Vorhandensein einer KRAS-, NRAS- oder BRAF-Mutation eine Rolle im
Krankheitsverlauf. Mittels der High Resolution Melting Methode konnte eine schnelle und
effiziente Mutationsanalyse fiir die insgesamt 190 Fille erfolgen. In den Uberlebensanalysen
konnte aufgezeigt werden, dass sowohl das alleinige Vorliegen einer der oben genannten
Mutation als auch die Kombination mit TC>1% die Lebenserwartung signifikant reduziert.
Diabetes mellitus als Begleiterkrankung zeigte ferner ebenfalls einen Einfluss auf die

Uberlebenszeit.

Diese Erkenntnisse bieten die Moglichkeit, die Charakteristika dieser Tumorentitét besser zu
verstehen und somit gezieltere Therapiemdglichkeiten fiir betroffene Menschen im Sinne einer
personalisierten Therapie zu gestalten. Inwieweit die Ergebnisse sich auf die Therapie mit PD-
1/PD-L1-Inhibitoren {ibertragen lassen, ist eine Frage, die sich an die zukiinftige Forschung

stellt.
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