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1 Einleitung

1.1 Dascholangiaellulére Karzinom

Das cholangiellulare Karzinom (CCA) ist ein primarer maligner Lebertumoder dem
Gallenganssystem entspringte nach anatomischer Lage des Primartumors lasst er sich
unterteilen in das intrahepatische (iICGAddas &trahepatischeholangiozellulare Karzinom
(eCCA). Letzterslasst sich erneut idas perihilare (pCCA) und das distal®langiozellulare
Karzinom (dCCA) einteilen Unabhangig von der Unterteilung ist der Tunmit einer
schlechten Prognose und begrenzten Behandlungsmdglichlesgaziiert Aufgrund der
geringen Symptomatik in den Frihstadien, wird die Krartkheistzu spét diagnostizie(t).

Die intra und extrahepatischeCCAsunterscheiden sich hinsichtlich ihrer Entjtdhd damit
auch ihrer histologischen und klinischen Erscheinumglieser Arbeit wirdder Schwerpunkt

auf das intrahepatisctololangiozellulare Karzinomelegt.

1.1.1 Epidemiologieund Risikofaktoren

Dascholangiozellulare Karzinormst ein seltener Tumowvelcherfir 3% aller gastrointestinalen
Malignome verantwortlichist. Die Pravalenz zeigt geografische Unterschiede, mit den
hdchsten Zahlen in den Stdostasiatischen Lan@risolasst sichdie héchste Inzidenz im
Nordosten Thailands mit 85 Neuerkrankten pro 100.000 Einwohnern imadifimden
Weitere Lander mit einer hohen Inzidenz sind China rBibder Stidkorea mit® pro 100.000
Einwohner(3). Die Inzidenz in den westlichen Landefallt im Vergleich dazudeutlich
geringeraus In Deutschland betragt die Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen 3,2, in den USA
2,05 in Frankreich 2,94 und England 3,10 pro 100.000 Einwol#enVeltweit steigt die
Inzidenz und die Mortalitat fir das intrahepatischelangiozellulare Karzinordeutlich an,
wahrendbei dem extrahepatischeholangiozellularne Karzinomeine Abnahme der Inzidenz
beobachtet wird5). Das Risiko der Erkrankung nimnmit dem Alter zu undist in der 7.

Lebensdekade am hochstdfénner sindlabeietwas haufiger betroffen als Frau@h

Von allen Gallengangskarzinomemacht dasCCA 5-10%aus 1520% betragt der Anteil an
den primaren Leberkarzinomé®). In den meisten Fallen wird von einge novoEntstehung
ausgegangen. Dennoch existieren bereits bekannte Risikofaktoren, welche die Ausbildung

eines iICCA beginstigen konnérn). Dazu gehort eine Infektion mit Leberege®p{sthorchis
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viverrini undClonorchis sinensjswelclrevor allem in derasiatischen Landergen wichtigsten
Risikofaktor darstellt(8). Dieser Parasit ist in Japan und Sidostasien endemisibei

geschatz8-10% der chroniscinfiziertenim Verlaufeinen CCAentwickeln(9).

Als weiterer Rsikofaktorist die primar sklerosierende Cholangitis (PS@) nennenSo betragt

fur Patienten mit PSC das kumulative Jahresrisiko, einen CCA zu entwicl&t(110). Die

CCA Pravalenaunter PSCErkrankten betragt dab&D-20% (11). Das Risiko im Laufehres
Lebens einen CCA zu entwickeln ist fir diese Patienten im Vergleich zu der
Normalbevolkerung um den Faktor 398 erh(a).

Einechronischdnfektion mit dem Hepatitis B (HBV) oder Hepatitis C Virus (HOMigt das
Risiko, sowohl ein hepatozellulares Karzinom (HCC) als aeichCCA zu entwickeln(13).
Dabei gibt es auch hier regionale Unterschiédi&hrend in den westlichen Landern eine
starkere Assoziation mit HCWesteht, ist irAsien die endemische Infektion mit HB\r das
ICCA verantwortlich(14).

Angeborene Fehlbildungen des Gallengangsystems wie Gallengangszysten oder das Caroli
Syndrom sowie Hepatolithiasials Folge chronischer biliarer Infektionestellen weitere
Risikofaktorendar. Laut einer Metaanalyse erhéht dieberzirrhosenicht nur das Risiko eines

HCC, sondern ebealls daseinesiCCA (14). Eine weitere Metaanalyzeigte, dass 16% aller
ICCA-Patienten eine Leberzirrhose aufwei§eh).

Zu den metabolischen Risikofaktoren zahlen unter anderem Didldetiws (DM) Typ 2,
Ubergewicht arterielle Hypertoniegdie nichtalkoholische Fettlebererkrankungd schwerer
Alkoholkonsum(mehr als 80 g/Tggsowie das Rauchemhorotrast,Nitrosamine, Dioxin,
Asbest, Vinylchlorid undl,2-Dichlorpropanhaltige Losungsmittegehdren dabekzu den
umweltbezogenen Risikofaktoréd, 7, 14)

Denmeisen Faktoren gemein ist ihr Potenzial, eicleronischeEntziindung im Lebgewebe
und den Gallengéangernewnorzurufen Die damit einhergehendgellproliferation erhoht
ihrerseits die Wahrscheinlichkeit einer malignen Entartimgen westlichen Landern besteht
in 50% derCCA-Fallekein eindeutiger Zusammenhang zwisclden Risikofaktoren und der
Krebsentstehung Deshalb muss davon ausgegangen werden, dessweitere, lslang

unentdeckte Risikofaktoren gibt, die einen Einfluss auf die steigendenazadsibei2).

-10-



1.1.2 Kiinik und Diagnostik

Die Klinik des iCCA ist unspezifisctm Fruhstadium der Erlankung sind die Patienten haufig
asymptomatisch. Im Verlauf konnen clsi Symptome wie abdominale Schmerzen
Nachtschweiflund Gewichtsverlusteigen(3). Zeichen einer Cholestase wie dunkler Urin,
Hellfarbung des Stuhls, Pruritus uhderus sind selten und erst zu beobachten, wenn bereits
eine Obstruktion groRRerer Gallenwege vorli€gt 3) So ist beispielsweisdkterus als
Erssymptomlediglich in 1615% der Fallemachweisbaf16). Die Diagnose eines iCCA wird

in 20-25% zufallig gestell{17).

Die iCCA Diagnostik stiitzt sich einerseits auf dienik und andererseits auf die bildgebenden
Verfahrenund dieBiopsie(16). Zu der Bildgebungehdéren Ultraschall, Computertomografie

(CT), Magnetresonanztomografie (MRT) und8-FluoroDesoxyglukosdPositronen
EmissionsTomografie {*FDG-PET). Ultraschall hat eine hohe Detektionsrate fiir iCCA, ist
alerdingsnicht sehr zuverlassig. Aul3er einer Erweiterung der Gallenwege oberhalb der Lasion
existieren keine weiteren spezifischEaktoren die eine Unterscheidung von einem HCC
ermdglichen kdnntell8). Auch in der Kontrastmittelsonografigeisenca. 50% der iCCA

Falle ein &hnliches Verhalten zum hepatozellularen Karzimar Hypervaskularitat in der
arteriellen Phase gefolgt von einem Wasth in der spaten Phag#9). Allerdings zeigt das
ICCAim Gegensatz zum HCC ein schnelleres Einsetzen (<60 Sekunden) und auch eine starkere

IntensitatdesAuswaschphanomerl19, 20)

In CT erscheint das iCCA als eine hypodense Lasion mit randstandiger Kontrastmittel
Anreicherung in der arteriellen Phasend fortschreitender homogener Kontrastmittel
Aufnahme in der spaten Phg&d). Dies lasst sich durch den aktiven Tumorwachstum in der
Peripherie und dem fibrotischen Zentrum eines ICCA erkla(@B). Zu weiteren
Charakteristika gehdren Kapselretraktion, GefaRinfiltration, periphere Cholangiektasien oder

Satellitenl&asionel(16).

Dank eins leberspezifischen Kontrastmitsaind diffusiongewichteten Sequenzen (DW4}
die MRT eine weiterdrt der Bildgebung, dieur Differenzierung zwischen iCCA und HCC
genutzt werden kanin der TEWichtung erscheiniasiCCA hypointens, in der TVichtung
hyperinteng16).

8 DG-PET eignet sich am besten zur Darstellung okkulter Fernmetastasen,
Lymphknotenmetastasen oder Rezidiy28). Aufgrund ahnlicher, 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. Hierfist eine Feinnadelbiopsie unerlassli@) 24) Diese ist

minimal invasiv und wid mit Ultraschalldurchgefuhr{16).

Tumomarker wie das CarbohydratAntigen 199 (CA 199) und dascarcinoembryonale
Antigen (CEA) finderderzeit Anwendungn der Diagnostik des iCCA. Allerdings weisen sie
weder eine hohe Sensitivitat noch eine hohe Spezifitat auf und eignen sich somit micht zu
Tumornachweis. So betragt die Sensitivitat des CA 1% iCCA 62% und die Spezifitat 63%
(25). Auch finden sich erhdhte Werte von CA-Q%ei Patienten mit Gallengangsobstruktion
oder bakterieller Cholangitis, 10% aller Patienten sind sogar nicht in der Lage, diesen Marker
zu synthetisiere(26, 27) Dennochstehen sehr hohe CA-BSpiegel (1000 U/ml; normal <37
U/ml) im Zusammenhang mihetastasierten oder nicht resektablen iCCA, und kdnnten damit
dem Staging der Erkrankung diené®, 26) In den letzten Jahren wurden immer mehr
potenzielle Biomarker wie Nukleinsaurécell free DNA, RNA) Zytokine (Zytokeratinl9-
FragmenteMatrix-Metalloproteinas€’) oder zirkulierende Tumorzellerur Friherkennung

eines iICCA vorgesdhgen Diese mussefedochweiter untersucht werdg@7).

1.1.3 Tumorkassifikation

1.1.3.1 Makroskopisché&inteilung

Abhangigvom Entstehungsort lasst sich das CCAlasintrahepatische (iICCAYasperihilare
(pCCA) unddasdistale cholangiozellulare KarzinonfdCCA) einteilen.Das iCCA st ein
Malignom, das definitionsgemal in der Peripherie der Gallenwege zweiter Ordnung entsteht
(28). Je nach Wachstumsmuster und &aul3erer Erscheinung lasst esiedenumin drei
Hauptgruppen unterteiletMassforming (MF), Periductal infiltrating (P1) und Intraductal

growth (IG) (29, 30)(Abbildung1 und Abbildung?2).
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Abbildung 1: Klassifikation der CCAs; A: Die Unterteilungder CCAs je nach anatomischer Lage der
Lasion. B: Die unterschiedlichen Wachstumstypen des iCQA

Der MFTyp stellt dabei den haufigstélryp dar(ca. 65% der iICCAs)nd zeichnet sich durch
eine gut umschriebene, knotenartigesionmit fester, grauer Konsisteazs Satellitenknoten

und intrahepatische Metastasen kdnnen im selben oder kontralateralen Leberlappen vorhanden
sein (6, 28) Der Ursprung liegt in kleineren GallengangBer MFTyp kannrelativ grofl3e
Mafl3e annehmeuf der Schnittflachkann marzentrale NekrogseoderMuzin sehern(30). Fur

diese Form sind keine prainvasiveasionen bekannt6, 7) Der PITyp (6% der iCCAS)
hingegerwachst entlang grol3erer Gallengarees fuhrt zur Obstruktion der betroffenen und
gleichzeitiger Dilatation peripherer Gallenweyrausgehende Prakanzerosehé&tifig die
biliare intraepitheliale Neoplasie (BilINDer IG-Typ (4% der iCCAsentwickelt sich aus einer
intraduktalen papillaren Neoplasie der Gallenwege (IPNIBy Tumorzeigt polypoides oder
papillares Wachstum und findet sich innerhalb eines Galleng&ogghl! der Rlals auch der
IG-Typ entspringen degrofl3eren Gallengangen. Alle drei Wachstumsarten existieren ebenfalls
in Mischformen Die mit Abstand h&aufigste Kombinatiomird aus dem MFund dem F
Wachstungebildet(25% der iCCAs)28, 30)
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Abbildung 2: Verschiedene Wachstumstypen in der makroskopischen Darstellungd: Mass
formingTyp; zu sehen ist ein multinodulares, das Leberparenchym einnehmendes Wachstum. B:
Periductal infiltrating Typ; Tumor hat sich entlang gro3erer Gallengadngiesinem Patigten mit PSC
ausgebreitet. Antraductal growthTyp; Tumor zeigt papillares Wachstum in dem dilatierten Lumen
eines intrahepatischen Gallengangs@@mischter Tumor mit MFund P+Wachstun(6)

1.1.3.2 Histologische Einteilung

Histologisch findet man in der Regel ein mé&figis hochdifferenziertes tubulares
Adenokarzinom(31). Dennoch ist ds intrahepatischeholangiozellulare Karzinonein
heterogenes Karzinom, das histologisch in zwei Subtgpeyeordnetverden kann: Tumoren,

die aus groReren Gallengéngen entspringen urdzentrale Lage aufweisgharge bile duct

type (Abbildung 3A) und die, die ihren Ursprung in kleinen Gallengangen haben und in der
Peripherie zu finden sindSmall bile duct type (Abbildung 3B) (30). Beide Typen
unterscheiden sich in ihren klinischen, pathologischen und molekularen Eigenschaften. Diese

sind inTabellel aufgelistet.

077

Abbildung 3: Histologische Subtypen des iCCA A: Large bile ductTyp; die zylindrischen
Tumorzellen sind in groBen papillaren Drisen arrangiert. Das desmoplastische Stroma ist sehr
ausgepragt, wahrend die KehtasmaRelation niedrig ist. In den grof3en Lumina ist extrazellulares
Muzin zu sehen. B: CCA vommall bile ductTyp; der Tumor zeigt typischerweise tubuléres bis
kleindrisiges Wachstum und ist reich an Zellen. Das Stroma ist sparlich ausgebildet, die kuboidalen
Tumorzellen enthalten wenig Zytoplasma. Das angrenzende Leberparenchym ist in der rechten oberen
Ecke schtbar(Pfeilspitzen) 200fache VergroRerung
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Gallengénge

Cholangiozyten und
peribiliare Drisen

schmerzloser lkterus,
dunkle Urinfarbe,

abdominale Schmerzen

PSC,Hepatolithiasis
Leberegel

BillN, IPNB

zylindrischeZellen

papillares oder
papillotubulares
Adenokarzinomdiffuse
Tumorfibrose

++
++
++

+

Small bile ducttype

MF

kleinere interlobulareder
septale Gallengange
muzin-negative kuboidale
Cholangiozyten, hepatisct
Stammzellen, reife
Hepatozyten
unspezifische abdominale
Symptome, oft
Zufallsbefund
chronische virale Hepatitis
Leberzirrhose

unbekannt

niedrigzylindrisch bis
kuboidal
tubulares Adenokarzinom
mit oder ohne trabekulare
Foci; zentrale
Tumorsklerose

+/-

+/-

+/-

Tabelle 1. Die Einteilung der iCCAs in die histologischenSubtypenund ihre Charakteristika (6,
26, 3234), PI: pediductal infiltrating; 1G: intraductal growth; MF: massming; PSC: priméar
sklerosierende Cholangitis; BilIN: biliare intraepitheliale Neoplasie; IPNB: intraduktale papillare

Neoplasie der Gallenwege
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1.1.3.3 TMN-Klassifikationund Grading

Die TNM-Klassifikationund die Stadieneinteilunigir das intrahepatischeholangiozellulare

Karzinomsindfolgendermalen definief85).

T - Priméartumor:

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoman situ (intraduktaler Tumor)

Tla Solitarer Tumor 5 cm oder weniger in groi3

Ausdehnung ohn&efalinvasion

T1b Solitdrer Tumor mehr als 5 cm in grof3ter Ausdehn
ohneGefalinvasion

T2 Solitdrer Tumor mit intrahepatischer Gefal3invasidar
multiple Tumoren mit oder ohne Gefallinvasion

T3 Tumor(en) mit Perforation des viszeralen Peritoneun

T4 Tumor mit direkter Invasion extrahepatischer Struktu

N - regionare Lymphknoten:

NX Regionéare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werd
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Stadium | T1 NO MO

Stadium IA Tla NO MO

Stadium IB Tlb NO MO

Stadium Il T2 NO MO

Stadium Il1A T3 NO MO

Stadium 1B T4 NO MO
Jedes T N1 MO

Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: UICC/AJCC Einteilung des intrahepatischen cholangiozellularen Karzinoms (8.
Auflage) (35); UICC: Union for International Cancer Control; AJCC: American Joint Committee on
Cancer; T: Tumor; N: Nodus; M: Metastasen
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Das Gradingoeschreibt den Diffenzierunggrad der Tumorzellen. Beim iCCA gibt es drei
Stufen, die laut WHO folgendermal3en definiert Bl

G1 gut differenziert uniforme Tubuli, gt differenziertes Adenokarzinol
mit oder ohnemikropapillare Strukturen

G2 mafig differenziert mafigunregelmaliige tubulére Drisen mit kribriform
Arealen und/oder Strangen

G3 schlecht differenziert hochgradig unregelmallige verzweigte tubul

Strukturen mit ausgepragter Kernpolymorphie

1.1.4 Therapie und Prognose

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

JahresUberlebensrate betragt dabei weniger als(3%

Die einzige Therapie mit kurativem Ansatz stellt die chirurgische Resektion des iCC38}lar
Diese kommt aber nur in Frage, wenn sowohl die technische als auch die funktionelle
Operabilitat des Patienten gewahrleiste(28l). Ublicherweise hat weniger als ein Drittel aller
ICCA-Patientenzum Zeitpunkt der Diagnoseinen resektablen Tumai39). Nach der
Resektion betragt die mediane krankheitsfreie Uberlebenszeit 26 Monate, die Redidiyrate

bei 60-65% (40, 41) Die 5JahredUberlebensrate nach der operativen Entfernung des Tumors
betragt zwischen 22% und 44%¢89). Grinde fur die schlechte Prognose und das hohe
Rezidivrisiko sellenunter anderem die Tumorgrol3e, Gefal3invasion, Lymphknotenmetastasen,
multiple Tumoren, Leberzirrhose, schlechte Differenzierung der Tumorzellen und ein positiver
Resektionsrandar (42, 43)

Aufgrund der hohen Rezidiwund der schlechten-FahredJberlebensrate (< 25%) ist die
Lebertransplantation als potenziell kurativer Ansatz irresektabler iICCAs sehr umstritten.
Dennoch kann sie bei Patienten mit begleitender Leberzirrhose oder einer TumaQrgréifde

unter Studienbedingungemwogen werdeR4, 44, 45)

Das cholangiozellulare Karzinonst ein chemoresistenter TumorieDMechanismerdieser
Chemoresistengind physiologisch und bereits in gesunden Cholangiozyten zu beobachten, die

sich vor toxischen Verbindungen aus dem Blut und Galle sch(#gg¢rNichtsdestotrotz kann

-17 -



einesystemische Chemotherapie sowohlarbesserung dérebensqualitat als auch einer
Verlangerung dekebensdauer der Patienten mit fortgeschrittener &ti&ankung beitragen

(47). In der Vergangenheit wurde die Effizienz verschiedener Chemotherapeutika in mehreren
Studien untersucht. Allerdings schlossen diese meist auch extrahepatistdrggiozellulare
Karzinome ein, was die Aussagekraft der Ergebnisse fir das iCCA allein einschidakt.
BILCAP (Adjuvant Capecitabine for Biliary Tract Cancer) Phase Il Stumigte eine
Verbesserung des Gesamtiiberlebens bei Patienten, die nacRese&tion eine adjuvante
Chemotherapie mit Capecitabin erhielté#8). Seit 2019wird von den internationalen
Leitlinien eine adjuvante Therapie mit Capecitabin fiir 6 Monate nach der Resektion empfohlen
(24, 49) Die systemische Chemotherapie findathbei nicht resektablen oder metastasier
Tumorenin Form einempalliativen TherapieAnwendung Dabei zeigen die neuesten Studien
eine Uberlegenheit einer Kombinationstherapie von Gemcitabin und Cisplatin mit einer
spezifischen Antikorpertherapie entweder mitirvalumab oder Pembrolizumalas sich in

den neuesten Empfehlungen der deutschen Leitlinie widerspi@sgltin der Plaebo
kontrollierten Phas#ll Doppelblindstudie TOPAZ-1 beispielsweisekonnte einebessere
Ansprechrate der Therapie in der Gruppe Gemcitabin + Cisplatin und Durvalumab (26,7%)
gegenuber der alleinigen Therapie mit Gemcitabin + Cisplatin (1&ufgezeigt werde(b0).

Auch die Kombinationstherapie mit dem zweiten bisher zugelassenen Antikorper
Pembrolizumab erwies sich als Uberlegpabei zeigt die randomisierte, ebenfalls Placebo
kontrollierte Phaséll Doppelblindstudie KEYNOTES66 ein erhdhtes medianes
Gesamtuberleben von 12,7 Monaten in der Pembrolizumab und Gemcitabin + Cisplatin Gruppe
verglichen mit der Gemcitabin + Cisplatin Gruppe mit 10,9 Mongiéh

Bei Kontraindikationen fir eine Antikdrpertherapie mit den beiden oben genannten
Chemoherapeutika soll auf die alleinige Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin
zurlckgegriffen werde(24). In einer Studie mig¢10 Patienten wurde die Wirksamkeit einer
Gemcitabin/Cisplatin Therapie mit einer Gemcitabonotherapie verglichenln der
Gemcitabin/Cisplatin Gruppeeigte sichein signifikant langeres Gesamtuberlelasnin der
Vergleichsgruppe (11,7 vs. 8,1 Mongg2). In einer Metaanalyse dieser Studie zusammen mit
einer Phasdl-Studie aus Japan erwies sich die Kombination aus den beiden
Chemotherapeutika@benfallsals wirksam (53, 54) Falls Cisplatin beispielsweise wegen
Niereninsuffizienz kontraindiziert ist, ist eine Kombination aus Gemcitabin und Oxaliplatin
maoglich (55, 56) Als Zweitlinientherapie kann eine Kombination aus @kéemotherapeutika:

Folinsaure, 8-luorouracil und Oxaliplatin (FOLFOX) in Erwdgung gezogen wertieeiner
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Phase IIl Studie aus England wurde an 162 Patieniefortgeschrittenem CCAezeigt, dass
eine Zweittherapie mit FOLFOX das Gesamtluberleben der Patienten verfggsert

Lokoregionale Therapieverfahren wie die Radiofrequenzablation (RFA), die transarterielle
Chemoembolisation (TACE) oder die selektive interne Radiotherapie (SIRT) mit Y@0Gum

(°°Y) konnen zur Therapie kleiner irresektabler iGC&sionen geeignet se(s8). Patienten,

die beispielsweise eine TACE mit Cisplatin erhielten, zeigten im Vergleidemjenigendie
symptomatisch behandelt wurgesin signifikant langeres GesamtiiberlebenA2rsus 3
Monate) (59). Auch die hepatischrterielle Infusion (HAI) von Floxuridin ist eine
vielversprechende Methode. Laut einer Studie mit 104 iB@hAenten zeigtdie Kombination

von HAI mit systemischer Chemotherapie ein medianes Gesamtiberleben der Patienten von
30,8 Monaten; das GesamtiberlelsEmPatienten, die ausschlie3lich Chemotherapie erhielten
betrug dagegen lediglich M8Monate(60).

In zahlreichen Tumorentitaten hat der zusatzliche Einsatz der sogenannten zielgerichteten
Therapien zu der Standardchemotherapie die Ansprechrase Tdenors und die
Gesamtuberlebenszeit der Patienten signifikant erhdht. Fichdéengiozellulare Karzinom
empfiehlt diedeutschd_eitlinie bei einenfortgeschrittenen Tumorleiden sowie bei Versagen

der Erstlinientherapidie Vorstellung in einem molekularen Tumorboard mit dem Ziel einer
molekularen Charakterisierung des TumoBo soll beispielsweise bei einerodgrat
Dehydrogenase 1 (IDH1) Mutation eine Therapie mit dem spezifischen -lnfditor
Ivosidenib erfolgenAuch Patienten mit genetischen Alterationen im Fibroblast growth factor
receptor 2 FGFR2) sollen der Leitliniezufolge eine Therapie mit einem der beiden
zugelassenen FGFRhibitoren Futibatinib oder Pemigatinib erhalt@4). Den Hintergrund

bilden Daten aus verschiedenen Studien,welchen molekular gerichtete Therapien
cholangiozellularen Karzinomen einen Uberlebensvorteil fur die betroffenen Patienten
darstellter. In einer Phasdl Studie konnte ein signifikant langeres progressionsfreies
Uberleben (2,7 Monate vs. 1,4 Monate) sowie Gesamtiiberleben (10,3 vs. 7,5 Monate) in der
Gruppe dgenigenPatienten, die Ivosidenib Therapie erhielten, festgehalten wédgrber
FGFRInhibitor Futibatinib wurde in einer Pha#ieStudie mit insgesamt 168 CA-Patienten

mit einer Mutation INFGFR2Gen getestet.Dabei wieserd2% aller Patienten ein gutes
Ansprechen auf die Therapef, das mediane Gesamtiberleben betrug 21,7 M@2teAuch

der zweite zugelassene FGHkhibitor Pemigatinib wurde in einer PhaldeStudie an 108
Patienten mitiberwiegend intrahepatischen cholangiozellularen Karzinomen untersucht. Dabei

zeigten35,5% der Patienten eAnsprechen auf die Therapi@3). Andere bisher untersuchte
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zielgerichtete Substanzen richten sich unter anderem gegen- Amgid_ymphangiogenese,
Tumormikromilieu, Signaltransduktionswege odandere genetische Alterationenwie
Mikrosatelliteninstabilitat odeBRAF V600E Mutation

Ein weiterer Ansatz stutzt sich auf das Immunsystékntikorper, die sich gegen
ImmurncheckpointRezeptoren wie CTLAl (cytotaxic T-lymphocyte-associated protein)4

oder PD1 (programmed cell death proteih Und seienLiganden PD-L1 richten, haben sich

bei der Therapie von einigen Tumorenmalignes Melanom, nichtkleinzelliges
Bronchialkarzinom, Nierenzellkarzinom, klassisches Hoddgkimphom  oder
Urothelkarzinom) bewahrt und etablieEine Studie, dieeine molekulare Phenotypisierung

von 239Gallengangsund Gallenblasentumoren vorgenommen hat, fand heraus, dass in 45,2%
der Félle eine erhthte Auspragung von ImuohatkpointMolekilen vorliegt (64). Eine
weitere Studiezeig eine Uberexpression vdPD-1/PD-L1 in intrahepatischen CC65). Im
Folgenden werden die Prinzipien der -BIPD-L1 ImmurcheckpointTherapie genauer

erlautert.

1.2 PD1/PDL1

Der PD1/PDL1 Signalweg ist ein Kontrollmechanismus, dessen Aufgabe eseirst
Ubermaflige Immunantwort des Korpers zu unterbinden, welche ihrerseits zur

Gewebszerstérung oder Autoimmunitat fihren kann.

1.2.1 PD-1/PD-L1 Signalweg

DerPD-1 Rezeptarauch bekannt als CD2/7@t ein Transmembranprotein vom Typ |, das auf
den aktivierten 1Zellen, B-Zellen, nattirlichen Killerzellen, Monozyten undendritischen
Zellen zu finden ist. Es besteht aus 288 Aminosauren und ist 55 kDa 4@6y&7) Der
programmeddeath ligand 1 (PD-L1 oder B7-H1, CD274)ist der Ligand zu PE. Er ist
ebenfalls ein Transmembranprotein vom Typnd umfasst 290 Aminoséduren, bei einem
Gewicht von 40 kD#67). Die konstitutive, also dauerhaftéxpression des PD1 findet man

in unterschiedlichen Konzentrationewf T- und B-Lymphozyten antigenprasentierenden
Zellenoder Makrophagen. Der Ligand ist auRerdemnaatit h&matopoetischen Zelltypen wie
GefaRendothel, Herzmuskelzellen, pankreatischen Inselzellen Hepatozyten und

immunprivilegiert@ Zellen wie sie in der Plazentam Hoden odeiin der Cornea zu finden
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sind, vorhanden Die induzierte Expressiorfindet im Rahmen einer Entzindung auf
hamatopoetischen Zelleigndothel und Epithelzellerstatt (68, 69) Als Induktoren dienen
dabei proinflammatorische Zytokine wie Interfermr(IFN-0) oder Tumornekrosefaktet)
(TNF-U) (68).

Bindet der Ligand PEL1 an seinen Rezeptor PDwéahrend einegleichzeitigen Aktivierung

des FZellrezeptors, wird eine Signalkaskade ausg€isbildung4). Dabei werden zunéachst
die Tyrosinreste der zwei intrazellularen Domanen vonrlPphosphoryliert, was zu der
Bindung der beiden Phosphatasen SHBnd SHP2 (Src homology 2 domairmontaining
tyrosine phosphatase }/fihrt. Diese wiederum sorgen fur eine Dephosphorylierung des
Proteinkomplexe€ D 3(duster of differentiation $) und der Kinase® K C(€roteinkinase

C JundZAP70(Zetaassaiiertes Poteinvon 70 kD), welche ihrerseits das-Rezeptorsignal
inhibieren. Zum einen geschieht dies durch die Hemmung der fur die Proliferation und
Differenzierung der 9Zelle wichtigen ERK (extrazellular regulierte Kinase§ignalkaskade
(70, 71) Zum anderen wirkt PEL den kostimulatorischen Effekten des CD2Bezeptors
(cluster of differentiation 28) entgegen. Durch die Dephosphorylierung der @Keikinase

2) kommt es zur Aktivierung von PTENPH{osphatase@ind Tensin homolojy Diese ist ein
physiologischer Antagonist zu der PI3K (Phosphoinositi8Kinase) und der
Serin/Threoninkinase Akund inhibiert somit die von dieser Signalkaskade abh&ngigen
Glukosestoffwechsel, Zytokinsynthese und Uberleben der Z&tleDurch die Inhibition der
Proteinkinase @wird die Interleukin2 (IL-2) Produktion gehemngi1).
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Abbildung 4: Die PD-1/PD-L1 Signalkaskade in einer FZelle wahrend einer Antigenprasentation

von einer APC (67, 68) APC: Antigenprasentierende Zelle; CEluster of differentiation; CK2:
Caseinkinase 2; H2: Interleukin2; ERK: extrazellular regulierte Kinase; MEK: MAPK/ERK Kinase;

MHC: major histocompatibility complex; PI3K: Phosphoinosi#K i na s e ; PKCd: Protei
PLC-o : Phos p mgRTEN1 #Bosphat@se und Tensin homolog; Rapidly accelerated
fibrosarcoma; Ras: Rat sarcoma; SHB& homology 2 domaimrontaining tyrosingohosphatase 2;

TCR: T-Zellrezeptor; ZAP70: Zetassoziiertes Protein von 70 kD

1.2.2 Bedeutung von PD/PD-L1 fur Autoimmunitat und Infektion

Der PD-1/PDL1 Signalweg istfur die Entwicklung der zentralen und peripheren
Immuntoleranavesentlich Dabei werden die autoreaktiven Lymphozyten in einer negativen
Selektion sowohl in primaren (Thymus, Knochenmark) als auskbkundéaren lymphatischen
Organen (Lymphknoten, Milz) eliminiefT3). In einer Reihe von Studien nkinockoutcluster
Mausenfand man heraus, dass das Fehlen desl FRezeptors zur Autoimmunitat mit
Krankheitsbildern wie Arthritis Glomerulonephritisoder dilatative Kardiomyopathie mit
Myokarditis fuhrt (74, 75) In einer anderen Studie wurde der-R[PD-L1 Signalweg bei
Méausen, die genetisch fur die Entstehung eines autoimmunen Diabetes mellitus Typ 1
pradisponiert sind, blockierHier zeigte sich eine Induktion und Progression der Erkrankung

(76). Beim menschlichen Organismwsrd ein Zusammenhang zwischeimigen autoimmunen
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Erkrankungen und genetischem Polymorphismus in deil/PD-L1 Genen vermuteDazu
gehdrenunter anderensystemischer Lupus erythematodes,ltiple Sklerose rheumatoide
Arthritis oderMorbus Basedow77i 80).

Auch fur virale und bakterielle Infektionen spielt der-BIPD-L1 Signalweg eine wichtige
Rolle.So kommt es etwaahrend einer chronischen Entztindung der Magenschleimhaut durch
eine Helicobacter pylorilnfektion zu einer verstarkten RD1L Expression auf den gastralen
Epithelzellen.Dadurch wird die Zellproliferation und 12 Produktion unterdriickt und
infolgedesserdie Immunantwort abgeschwéc{@1). Nicht-parenchymale Leberzellen wie
Kupffer-Zellen oder sinusoidale Endothelzellen sorgen mit ihrerlRCEXpression fur eine
langsamere Reduktion der viralen Last im Rahmen einer Heg@®jsBei HIV (humanes
ImmundefizienzVirus) Infizierten korreliert die Auspragung deBD-1 Rezeptas mit der
Funktion dewirus-spezifischen CD8T-Zellen, der Schwere der Krankheit und der Viruslast
(83, 84)

1.2.3 Tumorimmunologie unBD-L1-Expression auiCCA

Bereits 1909 beschrieb Paul Ehrlich die Fahigkeit des Immunsystems, die Entstehung und das
Wachstum entarteter Zellen einzudamni@h). Das Verstandnis fur die Tumorimmunologie
wuchs in den darauffolgenden Jahtark So stelltenSir Macfarlane Burnet und Lewis
Thomasim Jahre 197Qdie Theorie von desogenannie Al mmun ¢ b e r lmaenk un g i
Surveillancg auf, laut welcherdas Immunsystem mittels tumassoziierten Antigenen
Tumorzellen erkennen und eliminieren kaf@®). In der Tat sinddie tumorinfiltrierenden
Lymphozytenin der Lagedazy in dasTumorgewebeeinzudringerund diesesin Schach zu

halten oder gar eine Regression zu induzieBadurch wird ein Selektionsdruck auf die
Tumorzellen ausgelibt, dem sie sich zu entziehen versuchen. Aufgrund der genetischen
Instabilitat gelingt es manchen Tumoren, eiABamorEscap@ Phanotyu entwickeln. Dies

erlaubt ihnen, sich der Uberwachung durch das Immunsystem zu entziehen und ungehindert
weiterzuwachsern(87). Eine dieser Entkommensstrategien ist die Expression des1PD
Liganden auf der TumeZelloberflache und die somit eintretende Suppression der umgebenden

Immunozyten.

Die PD-L1 Expressiorwurde bereits auf verschiedenen Tumorentitaterzwne Beispiedem
nichtkleinzelligen LungenkarzinonmalignenMelanom, Ovarialkarzinomylammakarzinom

oderUrothelkarzinormachgewieseruchdascholangiozellulare Karzinomacht sich diesen
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Mechanismus zunutzén einer Studie mis4 iCCA-Patienterzeigten39 (72%) eine positive
immunhistochemischePD-L1 Farbung auf den Tumorzellen und 34 (63%) auf den
tumorassoziierten Makrophagé®8). Hier konnte man auch einen direkten Zusammenhang
zwischen der Auspragung des Liganden auf den Tumorzellen und dem schlechteren Uberleben
der Patienten nachweisdn.einerweiteren Studie mit 58 iCGARatienterzeigtendie typische
Farbundediglich 5 Falle 0%) auf den Tumorzellen und 31 Félle (53%) auf den Immunzellen
(89). In beiden Studiemwurden allerdingsausschlief3licldigjenigenProben als positiv gewertet,

bei welchermindestens 5% der Tumorzellen eine positive Farbung aufwiesen.

Ebenfalls interessant ist die Tatsache, dass héheitelHBpression auf den Tumorzellen mit
einer schlechteren Zelldifferenzierung und fortgeschrittenerem Tumorstadium in Verbindung
steht(65).

1.2.4 PD-1/PD-L1 Inhibitoren in der Immuntherapie

Die Interaktion zwischen dem Rezeptor -BDund seinem Liganden PIDL kann mit
spezifischen Antikérpern unterbunden werd@bildung 5). In zwei gréReren Studien zu
Anti-PD-1-Antikérpern und AntPD-L1-Antikdrpern zeigten die darin untersuchten soliden
Tumoren (unter anderem malignes Melanom, nichtkleinzelliges Bronchialkarzinomnd
Nierenzellkarzinojgute Ansprechraten auf die Theraf®®, 91) Die derzeit zugelassenen
PD-1/PD-L1-Immuncheckpoirtnhibitoren sind inTabelle3 aufgelistet.

Wirkstoff Handelsna Zielstruk - Indikation _Zulassungs
me tur jahr
kolorektales Karzinom,
Osophaguskarzinom,
Magenkarzinomklassisches
HodgkinLymphom,
malignes Melanom, Kopf
Nivolumab Opdivo® PD-1 Halstumorennicht- 2015
kleinzelliges
Lungenkarzinommalignes
Pleuramesotheliom,
Nierenzellkarzinom,
Urothelkarzinom
kolorektales Karzinom,
Keytruda® PD-1 Osophaguskarzinom, 2015
Magenkarzinomklassisches

Pembrolizu
mab
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HodgkinLymphom,

malignes Melanom, Kopf

Halstumorennicht-

kleinzelliges

Lungenkarzinom,

Nierenzellkarzinom,

Urothelkarzinom,

Zervixkarzinom,

Endometriumkarzinom,

dreifach negatives

Mammakarzinom

Merkelzellkarzinom,
Avelumab Bavencio® PD-L1 Nierenzellkarzinom, 2017

Urothelkarzinom

hepatozellulares Karzinom,

nicht-kleinzelliges

Lungenkarzinom,
Atezolizumab Tecentrig® PD-L1 Kleinzelliges 2017
Lungenkarzinom,
Urothelkarzinomdreifach
negatives Mammakarzinom
hepatozellulares Karzinom,
nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom,
kleinzelliges
Lungenkarzinombiliare
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
gastroosophagealen
Ubergangs
Plattenepithelkarzinoms des
Toripalimab Logtorzi® PD-1 Osophagus, 2024

Nasopharynxkarzinom
Retifanlimab  Zynyz® PD-1 Merkelzellkarzinom 2024
Tabelle 3: Derzeitin der EU zugelassene PD1/PD1-Immuncheckpoint-Inhibitoren (921 97)
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Abbildung 5: Blockade des PD1 bzw. des PDL1 durch spezifische Antikdrper (98); A:
Regelrechtes Andocken des®D am PD1 Rezeptor mit der dazugehoérigggmmendefVirkung auf
die T-Zelle; B: Hemmung des RD Rezeptors bzw. des Al mit spezifischen Antikdrpern. Die
Inhibition der T-Zelle entféllt somit.

Die Immuncheckpointnhibitoren verursacheanerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAW)
autoimmuner Art und kénnen somit alle Organsystbatreffenn einer Ubersichtsarbeit wird
berichtet, dass insgesamt 86% aller Patienten unter Nivolumab Behandlung Nebenwirkungen
jedenGradesaufzeigen,17-21% der Patienten eidenschwerwiegende bis lebensbeuiche
NebenwirkungenDie haufigsten Nebenwirkungen hbeffen die Haut (46%) und aufesich

in Pruritus oder einem Exanthem. Auch die Autoimmunkolitis (22%) Eimdiokrinopathien

wie Thyreoiditis oder Hypophysitis (17%) zahlen zu den UAWSsZu den selteneren
Nebenwirkungemgehdren Pankreatitis, Hepatitis, Pneumonitis, Nephritis und neurologische
StorungenDurch den friihzeitigen Einsatz von Glukokortikoidassen sich schwerwiegende
Komplikationen vermeiden und die Dauer der Nebenwirkungen verkiirzen. Die meisten UAWSs

lassen sicliedochmit gutem Management beherrsct{@g).
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1.3 RAS (KRAS/NRAS)ndBRAFRMutationenin iCCA

Der RasRatFMEK-ERK Signalweg ist eine Signaltransduktionskaska8e ist fur die
Proliferation und Differenzierung jeder KorperzelleabdingbarAbbildung4) und istin etwa
30% der menschlichen Krebserkrankungigeraktiv(99). Die fir die Rasund RafProteine
kodierenda Gene wieKRAS(Kirsten rat sarcomalNRAS(neuroblastoma RAS) urBRAF(B
(Isoform B1) rat fibrosarcomakdnnen dabei mutieren und zu einer Daueraktivierung der

ProteinefUhren.Dies veranlasst die Zel#azy sich unkontrolliert zu teilen und zu entarten.

Ungefahr 62% aller iCCAs gehoren zu einem proliferativen Typ, mit Aktivierung von
onkogenen Signalkaskaden und der daraus resultierenden schlechteren RA@§HdsRAS
-Mutationen gehdren dabei zu deaufigeren Mutationeim iCCA (9-25%) (64, 101, 102)
Erwahnenswert istdassKkRASMutationeneherim Large bile ductTyp (23%) als in Small

bile ductTyp (1%) entsteher(103) Andere Mutationen widNRASund BRAF sind deutlich
seltenerNRASIst in 39% (101, 102)und BRAFin etwa 36% derFéalle mutiert(102, 104)
Dabei beschrankt sich dBRAFMutation interessanterweise auf das intrahepatische CCA
(104)
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das intrahepatischeholangiozellulare Karzinonmitt zwar seltenauf, ist jedoch mit einer sehr
schlechten Prognose verbunden. Die Therapiemdéglichkeiten sind aufgrund einiger
Besonderheiten des Tumors begrenzt, nicht zuletzt, weil der Grof3teil der Patienten sich zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits in einem fortgescheitt&iumorstadium befindddie

weltweit steigende Inzidenz des Tumors macht es notwendig, das Wissen dartber zu erweitern
und neue Therapieansatze zu erforschen. Neue Hoffnungiodieyeielgerichteten Therapien,
darunter auch die Inhibition des Immuncheckp®tezeptors PEL und seines Liganden PD

L1. In Anbetrachder komplexen Tumorbiologie deCCA unddem bisher wenig erforschten
Zusammenspiel mit dem Immunsystem, ergaben sich in dieser Arbeit folgende

Fragestellungen:

1. Welche Kklinischen Charakteristika zeigen die Patienten ilmeh diese einen
Einfluss aufdie Uberlebensze#us?

2. Wie hoch ist die PEL1 Expression auf Tumorzellen und auf demorspezifischen
Immunzellenm iCCA?

3. Besteht ein Zusammenhang zwischen der unterschiedlRbdrl Expression auf
den Tumorzellen bzw. auf den tumorspezifischen Immunzellerund der
Uberlebenszeit der Patienten?

4. Ab welcher Expressionsstarke von 42D auf den Tumorzellen bzw. auf den
tumorspezifischen Immunzelleist ein schlechtere®Outcome der Patienten zu
erwarten?

5. Wie haufig sind KRAS, NRAS und BRARMutationen beiCCA vorhandenund

haben diese einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten?

So sollen in einem ersten Schritt die histopathologisaheklinischenDaten zu 190 Patienten
zusammengetragen und retrospektiv analysiert weildlenRAS bzw. RAF-Mutationsstatus

wird mittels Sequenzierung als zuséatzliche Variable erhdhezinem weiteren Schritt soll in
dieser Arbeitmittels Immunhistochemie die PDL Expression auf den Tumorzellen und
Immunzellerausgewertet werden. Mit den Uberlebensdaten einer vorhergehenden Dissertation
vom selben Patientengut soll zum Schluss der Zusammenhasghew den klinischen

Charakteristikader PBDL1 Auspragung und de@utcomeder Patienten untersucht werden.

-28-



2 Material und Methoden

2.1 Erstellung einerCCA-Datenbank

Gegenstand der Untersuchung wark®0 intrahepatischeCCA-Patientenprobendie im
Zeitraum von 199% bis 2018 im Institut fur Pathologie der Universitat Regensburg

diagnostiziert wurden.

2.1.1 Erhebungder Patientendaten

Zunachst wurde aus den beraitwhandenerPatientendatefgesammelt von Fr. Dr. Simone
Stock im Rahmen ihrer Promoti¢h05) von Patienten mit Lebertumoramnis dem Institufiir
Pathologieder Universitat Regensburg eine ExBeltei mit den iCCAFallenerstellt. Dabei
wurden Daten wie Alter, Geschlechtund Tumoreigenschaften TumorgrofRe TNM-
Klassifikation Grading erfasst Aul3erdem wurden folgende Vorerkrankungen bertcksichtigt:
PSC,sekundarsklerosierende Cholangitis (SSC), Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und Hepatitis
B. Die ExcelTabelle wurde zudem um folgende Informationen aus der vorhergehenden
Doktorarbeit erganzt: Vorkrankungen wie arterielle Hypertonie, Diabeateallitus, aber auch
Adipositas, wobei die Letztgenannte anhand des BMI des Patienten (errechnet basierend auf
den jeweiligen Grol3erund Gewichtsangaben) festgestellt wird. Ebenfalls wurde mithilfe der
Sterbedaten aus dem Tumorzentrum die Uberlebenszeieideelnen Patienten ab dem

Zeitpunkt der Resektion berlcksichtigt.

Im n&achsten Schritturden alleLl90 Falleerneut histologiscbeurteilt. Dabei wurde besonders
auf den Zustand der umgebenden Leber, s@uieBesonderheiten des Tumors geachtet.

Folgende Daten wurden zusatzliohder Tabelle aufgenommen

- Fibrosegrad der Leber, Einteilung natdmIishakScore(Tabelle4)

- Vorhandenseiriner Steatosis hepatis oder einer Hepatitis

- Vorhandensein voAlpa-1-AntithrypsinMangel oder eineEiseniberladung
- Vorhandensein von Praneoplasi&i(N, IPNB)

- Weitere Auffalligkeiten (Cholestas€holangitisyon-Meyenburgkomplexe)
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Score Beschreibung

0 Keine Fibrose
Fibrose Expansion einzelner Portalfeldat oder ohnéurze fibrose Septen
Fibrose Expansion der meisten Portalfelidéroder ohnekurze fibrése Septen
Fibrose Expansion der meisten Portalfelder mit einzelnen portoportalen Septe
Fibrose Expansion der meisten Portalfelder mit deutlicher Brickenbildung -p
portalundporto-zentral
Deutliche Bruckenbildung (poriportal und/oder porto-zentral) mit einzelnetr
Knoten (inkomplette Zirrhose)

6  Zirrhose (wahrscheinlich oddefinitiv)

Tabelle 4: Ishak-Score(106)

A O WON PR

2.1.2 Auswahlder Paraffinblocke

Nachdem jeder Fall einzeln unter dem Mikroskop betrachtet wurde, wurdansgjewahlten
Paraffinbléckamit Tumorgewebeler iCCAaus dem Archiv entnommen und einer gesonderten

Sammlung hinzugefugt.

2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Grundlagen der Methok

Die Immunhistochemistellt eine in der Pathologie haufig angavdteMethodedar, welche

vor adlem in derTumordagnostiknicht mehr wegzudenken i€ie Immunhistochemie macht

sich die Spezifitdt und Affinitditnmunologischer Reaktionen zunutze. So wird es mdglich, die
Epitope gesuchter Antigene prazise zu lokalisieren und sichtbar zu machen. Das Prinzip lasst
sich in zwel Schritte aufteilen. Im ersten Schritt wird der primare Antikorper auf das Gewebe
gegebenDieser bindet spezifisch an das Epitop des gesuchten Antigens. Im zweiten Schritt
werden diese AntigeAntikorperBindungsstellen sichtbar gemacht. Dies wird durch die
Zugabe eines zweiten Antikorpers, der spezifisch an den primaren Antikérper bindet und

aufgrund seiner Markierung visualisiert werden kann, modidbildung 6) (107).
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Markermolekiil

Antigen

{ priméirer Antikorper

sckunddrer Antikérper

o= MO =0

Abbildung 6: Grundlagen der Immunhistochemie(107). Sowohl der priméare als auch der sekundére,
markierte Antikdrper binden an ihren spezifischen Antigenen.

2.2.2 ImmunhistochemischHeD-L1 Farbung

2um dinne Schnittavurden mit dem RotationsmikrotorklistoCore AUTOCUT (Leica
Biosystems)auf SuperFrost PI® Objekttrager (Fa R. Langenbrinck GmbH) aufgezogen
getrocknet und anschlieendt HamatoxylinEosin (HE) gefarbtAnschlieend wurdeine
immunhistochemische RD1 Farbunganti-PD-L1 antibody 283, abcam, 1:100)BenchMark
ULTRA, FaRoche DiagnoctigangefertigtDie immunhistochemische Farbung werdit den
bereits etablierteRrarbeprotokollen durchgefiihibasausfihrliche Farbeprotokokt Tabelle

5 zu entnehmen.

Arbeitsschritt  PD-L1 Farbung
Entparaffinierung Objekttrager Temperatur von 72°C aurittlere

1 Temperaturen erhéhen
2 Hitzevorbehandlung
3 Ultra CCX Erwéarme Objekttrager auf 95°C und inkubiere fur 4 Minute
4 CC1 48 Miruten
5 Vor-Primarperoxidasélemmer
6 Primar Antikdrper:Coverslip auftragen, einen Tropfen von Antikérp
auftragen und fir 44 Minuten inkubieren
Gegenfarbungl Tropfen von Hamatoxylin auftragen, liquid covers
7 . : . :
aufragen und fur 8 Minuten inkubieren
8 NachGegenfarbung 1l Tropfen von Bluing Reagent auftragen, ligt

coverslip auftragen und fur 4 Minuten inkubieren

Tabelle 5: Farbeprotokoll fur die automatisierte PD-L1 Farbung; CC1: Cell Conditioner Nr.1Tris/
EDTA/BoratPuffer, pH=88,5
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2.2.3 Auswertung dePD-L1 Farbungen

Die Auswertungder Expressiornon PDL1 erfolgteanhand der Bestimmurdes Tumor Cell
Score (TC) und des ImmarCell Score (IC). Der TumorProportionScore (TPS)/bzw. TC
(TumorCells) gibt das Verhaltnis der PDL positiv gefarbten Tumorzellen bezogen auf alle

vitalen Tumorzellen an und wird in Prozent angegeben.

Bei der Angabe der ImmunzellenrimuneCells; IC) werden alle Immunzellen, die einePD
L1-Farbung jeglicher Intensitat aufweisen und sich im Tumor oder in intratumoralem und
benachbartem peritumoralem Stroma befinden der Auswertung bertcksichtigt. Der Wert

wird in Prozent angegeben und auf das Tumorareal bezogen.

BeideScoresvurden gewahlt, um die unterschiedliche Express@mmPDL1 sowohl auf den
Tumorzellen als auch auf démmorspezifischednmmunzellen(Makrophagen, Lymphozyten,
dendritischa Zellen) ézudeckenzZu allen immunhistochemisch&weaktionerwurdeein HE-
Schnitt angefertigtSo konnte man die Lage, Grof3e und weitere Eigenschaften des Tumors
vergleichenDie Interpretation der PID1-Farbung beinhaltet folgende Regeln:

- Es wird der relative Anteil PID1 positiver Tumor (TC) oder Immunzellen (IC)
bezogen aufid gesamte Tumdiichebewertet

- Es wird der gesamte Schnitt ausgewertet

- Als positiv gilt in Tumorzelleneine membranare Farbung, diese kann partiell oder
zirkular sein

- Bei Immunzellen gilt neben der membranaren Farbung enetgranulare Expression
als positiv

- Aucheineschwach positivé&arbereatton wird als positiv gewertgtl08)

In Abbildung7 ist die Positivkontrolle fir die PR1-Farbung dargestelit.
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Abbildung 7: Positivkontrolle der PD-L1-Farbung der Tonsille. Deutlich zu erkennen ist der
Gradient der Farbung zwischen déwrypterepithel (Pfeil), welches einestarkeFarberealtion zeigt
und den MakrophageltPfeilspitz) in den Keimzentremmit moderate Farbung(108). A: 20-fache
VergroRerungB: 100fache VergrofRerung

Bei der Auswertung von RD1 wurde in folgenden Schrittdrewertet

0%

<1%

1 bisO %b

6 bisOL0%

11 bisOL5%

16 bisC20%

21 bis(25%

26 bis(B0

>30%

2.3 DNA- und RNAEXxtraktionausden Tumorproben

Fiar die DNA und RNAExtraktion wurdeformalinfixiertes, paraffin-eingebettets Gewebe
(FFPE)vonden 190CCA-Fallenverwendet.
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2.3.1 Arbeits undVerbrauchsmateriatn

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

aufgefuhrt

Verbrauchsmaterialien/Geréate 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, US
Ethanol absolute VWR Chemicals, Radnor, Pennsylvania, US

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach an

Ethanol99%

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

Nucleasdree water Massachusetts, USA

Objekttrager Engelbrecht, EdermingB®eutschland

Surgical Blade no. 11 Feather, Osaka, Japan

Safe Lock Tubes 1,5 mi Eppendorf, Hamburgdeutschland

ThermoStat Plus Eppendorf Hamburg Deutschland

ThermoMixer® C EppendorfHamburg Deutschland

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

Vortex-Genie 2T USA
Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien fir die DNA-/RNA-Extraktion

2.3.2 Entparaffinierungund Mikrodissektion

Die zur Verfugung stehenden Paraffinblocke wurden zunachst mittelshdicresn HM 430
SchlittenmikrotomgThermo Scientificjn 5 um dicke Schnitte geschnitten. Nach einer kurzen
Verweildauer auf einer Warmeplatte wurden die Proben entparaffiniert. dafden diese

einer absteigenden Xylol/Alkoholreihe in der folgend genannten Reihenfotgezogen

- 20 Minuten in Xylol

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

- 10 Minuten in 70% Ethanol

AnschlieBend wurden die Schnitten ientionisierten Wasser abgespilund in einer
Methylenblaulésung eingefarbtZu einer besseren Orientierungurden wéahrend der

Mikrodissektion die bereits angefertigten +Hehnitte zur Hilfe genommen. Dabei wurde
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vorher unter Sicht im Mikroskoger Tumomarkiert.Diese Stelle wurde ntitife eines sterilen
Skalpellsabgetragen und in ein&,5 ml Eppendorf Tubemit einer L6sung aus 150 pIKD-
Puffer und 10 pProteinkinase Kiberfuhrt Die Tubeswurden dann bei 56°C fir 15 Minuten
inkubiert und anschlieRend fir 3 Minuten auf Eis gelegt.n@lshstes wurden die Proben fur
15 Minuten bei 20000 g zentrifugiert. ®aierdurcrentstelendePellet wurdefur die Isolation
der DNA gebraucht. Der Uberstand wurde abpipettiend zur Isolation der RNA

weiterverarbeitet.

2.3.3 Isolierung mittels AllPrep DNA/RNA FFPE Kit

Zur RNA-Extraktion wurde der fliissige Uberstand zunéchst fir 15 Minuten bei 80°C inkubiert.
Nach Zugabe von 320l RLT-Puffer und 720Qul Ethanol wurde die Probe ieine RNeasy
MinElute Spinséud tUbertragen, welche in ein 2 ml Sammelréhrchen platziert war. Nach dem
abzentrifugieren wurde die S&ule mit 350 pl FRMNffer geeinigt und anschliefend mit
DNaseLdsung fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nacbuten Gabe von 500 pl
FRN-Puffer wurde das EnzwRufferGemisch abzentrifugiert und erneut adie Saule
gegeben. Es folgte zweimaliges Waschen der Saule mithilfe des -Réfters und
anschlielRendes Trocknen der S&ule durch 5 minutiges Zentrifugieren. Eluiert wurde die RNA

mit 30 pl nukleasefreiem Wasser.

Fir die DNAExtraktion wurde das Pellet in 40 pl Proteinkinase K und 180 pl-Rukfer
resuspendiert und erst fir 1 Stunde B&°C und anschlieBentlir zwei Stunden bei 90°C
inkubiert Als nachstes wurdga 200 pl AL -Puffer und Ethanol hinzugegeben und die gesamte
Losung auf eine @QImp MinElute Spinsédule tbertragen. Nach dem Abzentrifugieren dieser
wurden nun nacheinander je 700 pl von dem-A\Wuffer, AW-2-Puffer und von dem Ethanol
aufpipettiert und abzentrifugieflach 5 minttiger Trocknung der Saule durch Zentrifugation
wurde die DNA mit 100 pl ATEPuffer eluiert.

2.4 DNA-und RNAKonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der eluierten RNA und DNA erfolgte mithilfe de$10/SX+
Spectrophotometer/Fluorometer der Firma DeNo®¥ilmington, USA) Dabei wurden 2 pl
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des jeweiligen Eluats eingesetzDie theoretische Grundlage der photometrischen
Konzentrationsbestimmung beruht auf dem LamBegte r 6 schen Geset z:

& (0]

-0

Dabei steht c fiidie Konzentration in molt, E fiirdie Extinktion (oder Absorption)d fiir die
Schichtdicke der Losung in cm uediir den molaren Extinktionskoeffizient in | mbtm2.
Nukleotide absorbieren Licht bei 260 ner gemessene Wert bei dieser Wellenlange
eingesetzt in der oben genannten Gleichung gibt die Konzentration der Probe an. Allerdings
macht dieser Wert keine Aussage uUber die Qualitat der PAalsediesem Grund werden
zusatzlich die Absorptionswerte bei 230 nmAl§sorptionsmaximumvon mdglichen
Kontaminanten wie Zucker,Salze, Phenole oder Detergenzjenund bei 280 nm
(Absorptionsmaximum voRroteine) hinzugezogerDabei bildet man den Quotienten aus den
jeweiligenWertenzu der bei 260 nm gemessenen Absorptiton einer guten Qualitéat geht
man aus, wennat QuotientA260/A280 1,8-2,0 betégt und @r QuotientA260A230C2,0ist
(109). In Abbildung8 ist der Absorptionsverlaudreier DNAProben dargestellt.

Kurve c[ng/ul] A260 A260 A260
3 A280 A230
— 176,322 3,5264 1,89 2,74
y 119,750  2,3950 1,80 2,85
5:;
g - 83,284 1,6657 1,80 2,19
2 2
<
=
1]
0 9 S—
t v v v T T T
220 240 260 280 300 320 340

Wavelength

Abbildung 8: DNA-Konzentrationsbestimmung Zu sehen sind die Absorptionskurven dreier DNA
Proben. Daneben ist eine Tabelle mit der Angabe von Konzentration des jeweiligelalDéN#y dessen
Absorbanz bei 260 nm und die Quotienten 260/886 260/230zu sehen Alle drei weisen den
typischen Kurvenverlauf einer Nukleinsdure mit einem Hohepunkt bei 26Qufinbie Werte des
Quotienten 260/280 befindesich stets zwischen tB0. Der Quotient 260/230 ist bei allen Proben
>2,0.Man kann bei eessenDNA-Probenalso von einer guten Reinheit ausgehen.
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2.5 High Resolution MeltingHRM)

Die DNA, die aus ded90 Fallen extrahiert wrden ist wurde alsnachstes mittels der HRM
Methode auf das Vorliegen von Mutationeimn KRASGen NRASGen und BRARGen

untersucht.

2.5.1 Grundlagen der Methodik

Die High Resolution Melting Methode ist eine quantitative Schmelzkurvenanalyse, die
spezifisch und sensitiv genug ist, um Veranderungen in der DNA zu identifiZiabei wird

die DNA-Probe zunachst mittels PCR amplifiziartd danach von ca. 50°C auf 95°C erhitzt. Das
Schmelen der DNA wird in 0,5°€Schritten in einer Schmelzkurve aufgezeichnetasD
Schmelzverhalten wird bestimmt durch den unterschiedlichen GdbéalBasen Cytosin und
Guanin, der DNAL&nge und der Basensequémhz0).

Im menschlichen Organismus existieren jeweils zwei Kopien eines Gens, genannt Allele.
Normalerweise hat man auf beiden Allelen einen sogenannten WildtymIwe Mutationen
folglich die gleiche Basenabfolge auf beiden Allelen. Hat ein Individuum eine Mutation in einem
bestimmten Genabschnitt, veréndert sich die Basenabfolge und somit das Verhalten der
zugehorigen DNA wahrend des Schmelzvorgangs. Befindet sich die Mutation in einbeidss

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-S&ivhelzkurven
darstellen Homozygote Variantennterscheiden sich lediglich durch eirnA¢hsenShift (blaue

und rote Kurve imAbbildung 9). Heterozygotev/ariantendagegen erscheinen als Veranderungen
im Schmelzkurvenverlauf (griine KurvelNeben der normalisierten Schmelzkurvendarstellung
werden HRMDaten gerne als Differenzkurven dargestellt, um den Unterschied zwischen den

Schmelzprofilen desselben Genotyps visuell zu verdeutli¢hEn).
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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
SchmelzkurveDie blaue Kurve stellt den Wildtyp dar (auf beiden Allelen ist die Base Guanin in einem
Genabschnitt zu finden: GG). Die rote Kurve, die einen ahnlichen Verlauf hat, jedoch auvfdieseX
verschoben ist, stellt eine homozygote Variante dar (auf beidelerlst 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 BausteirB:GT).
Differenzkurve Hier sind die unterschiedlichen Kurvenverldufe deutlicher zu erke@ebuanin; T:
Thymin; RFU: Relative FluoresneeUnits
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2.5.2 Arbeits und Verbrauchsmaterialien

Die Arbeits und Verbrauchsmaterialidiir die HRM-Methode sind irmabelle7 aufgefihrt, n

Tabelle8 sindzusatzlichalle bendétigterPrimermit Sequenaufgefihrt

Verbrauchsmaterialien/Gerate
KRASPCRPrimer fur Kodon 1213
KRASPCRPrimer fur Kodon 5%1
KRASPCRPrimer fur Kodonl17
KRASPCRPrimer fur Kalon 146
NRASPCRPrimer fur Kodon 1213
NRASPCRPrimer fur Kodon 5%1
BRAFPCRPrimer fir Kodor600

Precision Melt Supermix
iTag DNA Polymerase

Nucleasdfree water

ErgoOn® E MehrkanalPipette 0,510 pl
Multipette® E3x

Combitips advance®l 1.0 mL

Cetrifuge 5810 R

Axyger® Micro und PCRPlattenzentrifuge
HardShel® PCR Plates, 9&Vell Low-

Profile, SemiSkirted
Optically Clear Heat Seal

PX1™ PCR Plate Sealer

CFX96 TouchM RealTime PCR Detectior

System

Precision Melt Analysi$" Software

CFX MaestrdM Software

Firma

Biomers.net GmbH, UlpDeutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

STARLAB, Hamburg Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburdpeutschland
neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien fur das High Resolution Melting
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Name Sequenz %A 3)
KRAS12-13for TGTAAAACGACGGCCAGTNNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
KRAS12-13rev  CAGGAAACAGCTATGACCTAAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
KRAS59-61-for TGTAAAACGACGGCCAGTCCTGTCTCTTGGATATTCTCG
KRAS59-61-rev . CAGGAAACAGCTATGACCCCTCATGTACTGGTCCCTCAT
KRAS117for TGTAAAACGACGGCCAGTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATG
KRAS117rev CAGGAAACAGCTATGACCAGCCTGTTTTGTGTCTACTGTTCT
KRAS146for TGTAAAACGACGGCCAGTTCAGGACTTAGCAAGAAGTTATGG
KRAS146rev CAGGAAACAGCTATGACCTGCAGAAAACAGATCTGTATTTAT
NRAS12-13for TGTAAAACGACGGCCAGTCTTGCTGGTGTGAAATGACTGAG
NRAS12-13rev . CAGGAAACAGCTATGACCTGGATTGTCAGTGCGCTTTTC
NRAS59-61-for TGTAAAACGACGGCCAGTGAAACCTGTTTGTTGGACATACTG
NRAS59-61-revn CAGGAAACAGCTATGACCTCGCCTGTCCTCATGTATTG
BRAFEx15for TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
BRAFEXx15rev n CAGGAAACAGCTATGACCTCCAGACAACTGTTCAAACTGAT
Tabelle 8: PCR-Primer fiur HRM -Mutationsanalyse for: forward; rev: reverse

2.5.3 HRM-Untersuchung der PatientddNA

Insgesamt wurde dieluierte PatienteNA auf das Vorhandensein voi Mutationen
untersuchtKRAS12-13, KRAS59-61, KRAS117,KRAS146,NRAS12-13, NRAS59-61 und

BRAF Dabeiwurde dieDNA zunéchstauf eine Mutterplatte pipettiert, aus welcher die Proben
dann mittels einer Mehrkanalpipette auf Tochterplatten verteilt wurei@njede Mutation
wurde eine eigeneTochterpatte genutzt Bei jedem Durchlauf wurden zusatzlich zwei
Positivkontrollen (mit der jeweiligen Mutation belastetaenschliche DNA-Eluai, zwei
Negativkontrollen (WildtypDNA) und zweiKontrollen ohne DNAMatrizen mituntersucht

(Non Template Control). Bei der Auswertung der Schmelzkurven wurden die Peoizsin

mit den Positiv und Negativkontrollkurven verglichen. All®©NA-Proben, die ein klares
positives Ergebnis oder ein unklares Ergebnis aufwiesen, wurden im Anschluss mittels

Sequenzierung aufgeschlisselt.

2.6 DNA-Sequenzierung

Mithilfe der DNA-Sequenzierungvird die genaue Basenabfolge eines DMBschnittes
bestimnt. FUr die Sequenzierung derutierten und unklaren Proben kamdieser Arbeit
hauptséachlicldie Sangesequenzierungum EinsatzFur 12 KRAS 1213 sowie3 BRAFFalle
wurdeaufgrund nicht zufriedenstellender Ergebnisse aus der Sangersequenziesatatich

dazudie Pyrosequenzierung durchgefihrt.
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2.6.1 SangefrSequenzierung

2.6.1.1 Grundlagen der Methodik

Die SangefSequenzierung, auch als Kettenabbruchmethode bekannt, startet mit der
Anlagerung eines Primers an einen DRAschnitt mit bereits bekannter Sequenz. Von diesem
markierten Primer ausgehend, katalysiert eine EMblymerase die Replikation mit
Desoxyribonukleosigiphosphaten (dNTPs)Zusatzlich befinden sich in der Ldsung in
geringer Konzentration Nukleotide, die als Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPSs)
vorliegen.Diesen fehlt der 30H-Anteil. Da allerdings eine Kettenverlangerung nur am 3’
OH-Ende eines Nukleotids erfolgen kann, kommt die Synthese an der Einbaustelle eines
solchen ddNTP zum Stillstand (Kettenabbruch). Durch das Zufallsprinzip werden die
fluoreszenzmarkierten ddNTPs an verschiedenen Stellen der repliziertenSDaRge
eingebaut, es entstehen so unterschiedlich lange Syntheseprod(kie?) Das
Sequenzierungsger&nn nun mit Kapillarelektrophorese und einem Laser die genaue Sequenz
des DNAADbschnittes ablesen und in einem Chromatogramm darstéllémldung 10).

Abbildung 10: Ausschnitt aus einem ChromatogrammDas hier replizierte Gen iStRAS59-61.
An der Uberlappung eines blauen und eines griinen Peaks &dgitton 183 A>QPfeil) kann man
die Mutationerkennen.

2.6.1.2 Arbeits und Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien/Geréate Firma

KRASPCRPrimer fur Kodon 1213

KRASPCRPrimer fur Kodon 5%1

KRASPCRPrimer flr Kodon 146 Biomers.net GmbH, UliDeuschland
NRASPCRPrimer fur Kodon 1213

BRAFPCRPrimer fir Kodon 600

M13 Sequenzierungsprimer Biomers.net GmbH, Ulm, Deutschland
. . s : Bio RadLaboratories GmbH, Minchen,
iProof High Fidelity MasterMix Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen,

iProof High-Fidelity DNA Polymerase Deutschland
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Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen
Deuschland

SigmaAldrich, Life Science, St. Louis,
Missouri, USA

DMSO 100%

Agarose, 2,5 g gelost in 100 ml TAEuffer

GelGree® Nucleic Acid Stain, 10,000X ir Biotium, Fremont, Kalifornien, USA

Water
. . Fischer BioReagents, Thermo Fisher

Tris-AcetateEDTA-Puffer, 50x Solution Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Readyto-use 100 BP DNA Ladder Biotium, Fremont, Kalifornien, USA

6x DNA Loading Buffer (blue) Biotium, Fremont, Kalifornien, USA
BigDye® Terminator v1.1 Applied Biosystems, Thermo Fisher
Cycle Sequencing RR.00 Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
BigDye® Terminator v1.1, v3.1 Applied Biosystems, Thermo Fisher
5xSequencing Buffer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Hi-Di™ Formamide

Nucleasdfree water

QIAquick® PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden Deuschland
DyeEX® 2.0 SpinKit (250) QIAGEN, Hilden Deuschland
SafelLock Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburdeuschland
HardShell® PCR Plates, 98Vell Low- Bio Rad Labeoatories GmbH, Minchen
Profile, SemiSkirted Deuschland

FrameSta® 96 Well SemiSkirted PCR Platt

4titude Ltd, Wotton, UK

Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen
Deuschland
SpezialSilikon-Septa96erMatte, schwarz nerbe plus GmbH, Winsebeuschland

Kern FCB 6K0,02B TisctWaage KERN & Sohn GmbH, Balingen

ABI® Style
Optically Clear Heat Seal

Deuschland

SubCell® GT Cell Bio Rad Laboratories GmbHjtnchen
Deuschland

PowerPat! 300, Electrophoresis Pow: Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Supply Deuschland

FV-2400 MikroSpin, Minizentrifuge/ Biosan, MedicaBiological Research &

Vortex Technologies, Riga, Lettland

Heraeus Biofuge Pico DJB Labcare, Newport Pagnell, UK

: . neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Axygern® Micro und PCRPIlattenzentrifuge Deuschland

PX1™ PCR Plate Sealer Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen
Deuschland

T100™ Thermal Cycler Bio Rad Laboratories GmbH, Minchen
Deuschland

. M . Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen
ChemiDo¢M MP Imaging System Deuschland

. Applied Biosystems, Thermo Fisher
ABI PRISM® 3100Avant Genetic Analyze Scientific, Foster City, Kalifornien, USA

Tabelle 9: Gerate und Verbrauchsmaterialien fur die SangerSequenzierung
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Name Sequenz %A 3)

55%?12- TGTAAAACGACGGCCAGTTGTGACATGTTCTAATATAGTCACATT
ng?/lz- CAGGAAACAGCTATGACCACCAGTAATATGCATATTAAAACAAGA
KRAS59-

o TGTAAAACGACGGCCAGTGACTGTGTTTCTCCCTTCTC

KRAS59-

NN CAGGAAACAGCTATGACCAGCTTATTATATTCAATTTAAACCCAC
E)TAS“G TGTAAAACGACGGCCAGTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATG
feF\Q/AS“G CAGGAAACAGCTATGACCAGAAGCAATGCCCTCTCAAG
NRAS12-

MRS TGTAAAACGACGGCCAGTTGATTACTGGTTTCCAACAG

NRAS12-

MRS CAGGAAACAGCTATGACCTGGTGGGATCATATTCATCT

BRARfor  CTAAACTCTTCATAATGCTTGCTC

BRAFrev  TCTAGTAACTCAGCAGCATCTCA

M13 F TGTAAAACGACGGCCAGT

M13 R CAGGAAACAGCTATGACC

fSO?qBRAF' ACTCTTCATAATGCTTGCTCTG

SegBRAF

rev

ATAGCCTCAATTCTTACCATCCAC

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

2.6.1.3 Polymeraskettenreaktion und Aufreinigung des Produkts

Fur die DNAMutationsanalyse muss zunachst der gewinschte-Bbiehnitt amplifiziert
werden.
wiederholendeischrittenberuht(112)

Dafur eignet sich die Polymerasekettenreaktion (P@R) auf drei sich

1. Denaturierung: Die DNA wird auf etwa 95°C erhitzt. Dabei trennen sich die
komplementaren DNAStrange voneinander.

2. Annealing (Hybridisierung der PrimerJeder der beiden Primer néhert sich dem
spezifischen Bereich des DN&tranges an. Die optimale Temperatur fur diesen
Vorgang héngt von der Basenzusammensetzung und der Lange deraPrimese

liegt in der Praxis bei 56°C.
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3. Elongation Mithilfe thermostabiler Polymeraaend freier Nukleotideverden de
Primer an ihrem freien 3OH-Ende verlangert. Dies geschieht bei einer Temperatur
von 72°C

Die 30 pl desReaktionsvolumesnsetzta sich in dieser Arbeit aus 15 pl Mastermix und 2 pl
Template DNAje 0,3 pl von den forward bzw. reverse Primern, sowie 1[@imkethylsulfoxid
(DMSO) und 10,9 pl HO zusammenEs folgten 35 Amplifikationszyklen mdem T106M
Thermal Cycler irnfolgendenPhasenDenaturierung (10 Sekunden bei 98°C), Annealing (30
Sekunden beb0°C) und Elongation (30 Sekunden bei 72°®jthilfe des QIAquick PCR
Purification Kits wurde da® CRProduktauf 40ul Eluat aufgereinigt.

2.6.1.4 Herstellung des Agaros@els und Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde fiir die UberprifungalefigereinigtelPCRProduktsingesetzt
Diese Methode beruht adérWanderungongeladena Teilchen im elektrischen Feld in einer
Matrix aus Agarosepolymeren. Die Laufstrecke der DRtAgmente ist dabei umgekehrt

proportional zum Logarithmus ihrer Lan¢EL2)

Mittels Agarose welche zunachst aufgekocht und anschlielend auf 40°C abgekuhlt wurde,
TAE Puffer (40 mM Tris-Acetat 1 mM EDTA (Ethylendiamintetraacedat und 1,5 ul
GelGreenNukleinsaure Farbstoffiurde ein 2,5%iges Agarosegel hergestellt. In das erste Slot
des Gels wurden 5 pl Standard DNL&iter bis 100 Basenpaaren (bp) pipettiert. Die restlichen
Slots wurden mit einem Gemisch aus 5 pl PRRdukt und 3 pl Gelladepuffer beladen.
Letzteres erhodhdie Dichte der Probe und farbt sie dine Elektrophorese erfolgtbei einer
Spannung von 110 V fir 40 Minuten. AnschlieBend wurde dasnidels ChemiDocTM MP
Imaging Systemsichtbar gemacht und digital erfasst. Abbildung 11 ist beispielhaft die
Gelelektrophorese von ne#iRAS59-61 PCRProdukterdargestellt.
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Abbildung 11: Gelelektrophorese derKRAS 59-61 PCR-Produkte. Im ersten Slot befindet si
StandardDNA-Leiter bis 100 bp, in den Slots 2 bis 10 die amplifizierten BRtAgmente mit di
erwarteten Lange von 246 bp. bp: Basenpaare

2.6.1.5 SangerSeguenzierungsreaktion und Aufreinigung des Produkts

Fur die Sequenzierungsreaktiourde eine Losung mit 20 pl Gesamtvolumen vorbereitet.
Darin enthalten waren @ vom aufgereinigten PCR Produkt als TempldA-Templatg, 2

pl von dem M13 F oder R Primer (je 3,2 uM), und je nach Lange des-Bib&&hnittes eine
Mischung ausPremix (BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencin@equenzierungspuffer
(BigDye Terminator v1.1, v3.5x Sequencing Buffer) und2B. Das Sequenzierprogramm
erfolgte nach folgenden Angaben: Denaturierung bei 96°C fur 15 Sekunden, Annealing bei
50°C fur 30 Sekunden und Elongation bei 60°C fur 4 Minuten. Dieser Zyklus wurde 25 Mal
wiederholt. Das Produkt wurde anschlieBend nach AngabenDgegx 2.0 SpinKits
aufgereinigt.

2.6.1.6 Sequenzierung mittels Genetic Analyzer

Fur den Sequencer wurden in die Wells einer speziBletteje 20 ul Formamideund 5 ul des
aufgereinigten Sequenzierungsprodukts pipettiert. Die Platte wurde mit einer Silikonmatte
verschlossen und in deABlI PRISM 3100Avant Genetic Analyzerzur Sequenzierung

gegeben.
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2.6.2 Pyrosequenzierung

2.6.2.1 Grundlagen der Methodik

Bei der Pyrgequenzierung erfolgt die Neusynthese eines komplementarenSidAgesvie
bei der SangeBequenzierung mithilfe einddNA-PolymeraseD a b e i wi-Bnde md as 5 N;j
spezifischen Primer, an cenBiotin gekoppelt wurdgligiert. Uber die Streptavidimarkierten
A ragnetc beadsfi wird der DNA-Strang durch die hohe Affinitat zu Biotin festgehaltsiach
dem Binden des Rrers beginnt nunder Einbau dereinzelnen Nikleotide durch eine
Polymerase. Dabei werden die Nukleotide der Reihe nach zugegeberhldich durch die
Verbindung eines Ndeotidesmit dem TemplateverdenPyrophosphate (HPPfreigesetztDas
Pyrophosphat wiederum wird von delBmzymATP-Sulfurylasedn ATP umgewandeltvelches
anschlieBendur Spaltung voruciferin zu Oxyluciferindurch das Enzyrmuciferasegenutzt
wird. Die letzte Reaktion produziert eine Lichtemissionelche schliellich als ein
Luminegzenzsignal detektiert und alg®gramm dargestellt wir@Abbildung12). Somit wird
der Einbau jeder einzelnen Base in Echtzeit aufgezeicliet Homozygotie entsteht
entsprechend ein starkerdmi Heterozygoé ein in der Fluoreszenzintensitat reduziesse

Signal.Somit gelingt diggenauddentifizierungvon Mutationen(113).

Polymerase

e Licht
© Sulfurylase

Luciferase

Zeit

Abbildung 12 Schematische Darstellung der Pyrosequenzierungskaska@El4) Der Einbau des
Nukleotids setzt Pymhosphat (PPi) freidieses wird von Sulfurylase zur Synthese von ATP genutzt,
welches wiederummon dem Enzym Luciferase unter Emission von Fluoreszenz verbraindhEs
entsteht ein Fluoreszenzsignal, welches im Pyrogramm erkennbar wird.
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2.6.2.2 Arbeits und Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien/Gerate Firma
KRASPCRPrimer fur Kodon 1213, for,rev-
Biotin und Pseq Metabion International AGRlanegg

BRAFPCRPrimer fiir Kodon 600for, rev Deutschland

Biotin und Pseq

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Roche Diagnostics International AG,
Rotkreuz, Schweiz

Roche Diagnostics International AG,
Rotkreuz, Schweiz

BSA (bovine serum albumin)
High Resolution Melting Mastévlix

Taq DNA Polymerase

PyroMark® Annealing Buffer QIAGEN, Hilden Deutschland
PyroMark® Binding Buffer QIAGEN, Hilden Deutschland
PyroMark® Wash Buffer, concentrate QIAGEN, Hilden Deutschland
PyroMark® Denaturation Solution QIAGEN, Hilden Deutschland
PyroMark® Gold Q24 Reagenzien QIAGEN, Hilden Deutschland

Streptavidin Sepharose High Performance Cytiva, Marlborough, Massachusetts, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
Sartorius Tacta Pipetten -I@00 pl Sartorius AGGottingen, Germany

: Biozym Scientific GmbH, Hessisch
SafeSeal SurPhob Spitz&6-1250 pl Oldendorf, Detgchland
Safe Lock Tubes 1,5 mi Eppendorf, Hamburgeuschland

AZENTA Life SciencesBurlington,

AZENTA cap met 24well Massachusetts, &A
AZENTA Life SciencesBurlington,
Massachusetts, &A

Nucleasdfree water

ATENTA PCR Seal, clear adhesive film

PyroMark® Q24 Plate QIAGEN, Hilden Deutschland
Eppendorf Thermomixer compact Eppendorf, Hamburgeuschland
IKA C-MAG HP4 IKA Werke GmbH, Staufen im Breisgau,

Deutschland
. Roche Diagnostics International AG,
LightCycler® 480 Rotkreuz, Schweiz
PyroMark® Q24 MDx Vakuum QIAGEN, Hilden Deutschland
Arbeitsstation
PyroMark® Q24 MDx QIAGEN, Hilden Deutschland
PyroMark® Q24 MDx Software QIAGEN, Hilden Deutschland
Tabelle 11: Gerate und Verbrauchsmaterialien fur die Pyrosequenzierung for: forward; rev:
reversefseq: Pyrosequenzierung
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Name Sequenz %A 3)

T;%?lz‘ TGTAAAACGACGGCCAGTNNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
KRAS12

13rew- CAGGAAACAGCTATGACCTAAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
Biotin

BRAF
Ex15for
BRAF
Ex15rew CAGGAAACAGCTATGACCTCCAGACAACTGTTCAAACTGAT
Biotin

TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG

KRAS1Z o 1GGTAGTTGGAGCT
13-Pseq

BRAFR GTAAAAATAGGTGATTTTGG
Ex15Pseq

Tabelle 12 Primer fur PCR und die Pyrosequenzierung for: forward; rev: reversePseq:
Pyrosequenzierung

2.6.2.3 Polymerasereaktionnd HRM

Fur die Pyrosequenzierung wurden fur die nétige Bindun§tegptavidinSepharos@&eads
biotinylierte PCRPrimer benétigt. Fur diese eigens fir die Pyrosequenzierung durchgefihrte
PCRmit anschlieender HRMnalyse zum Nachweis von Sequenzvarianteinden je 1 pl
Primermix, 25 pl HRM Master Reagenz, 1,588A (bovine serum albuminp pl MgChk und

7,5 ul O gemischt. Die entstandenen 40 ul des Reagenzvolumens wurden zusammen mit je
10 pl der Template DNA mit demightCycler® 480in folgenden Schritteamplifiziert. Fur
dieKRAS 1213 Falle erfolgte in den insgesamt 45 Amplifikationszyklen@ienaturierung (20
Sekunden bei 95°C), Annealing (20 Sekunden bei 61°C) und Elongation (40 Sekunden bei
72°C). DieBRAF Falle 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. AnschlieRend wurde fur die Proben beider Mutationen dieAH& e
durchgeflhrt

2.6.2.4 PyrosequenzierungittelsLightCycler

Fur die Pyrosequenzierunsgt die Immobilisierung des PCIRroduktes auf deBtreptavidin
Sepharos®&eadsnotwendig Hierfur wurde ein MasteMix aus insgesamt pl Streptavidin
Sepharose High Performand® plPyroMark Bindungspuffeund29 pl H2O hergestelltVon
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den insgesamt entstandenen 70 pl wurden je F85Ip¢ des MasteMixes zusammen mil5
pl des PCRProduktesaus der vorangegangenen PCR und HiRMeine24-Well-PCRPlatte
gegebenDiese wurde im nachsten Schritt nach vorheriger Versiegekdrfig\Binuten lang bei

14000 Umdrehungen pro Minute geschittelt.

Im nachsten Schritt wurde dieyroMark Q24 VakuurArbeitsstatiormit den vom Hersteller
vorgegebenerReagenzienbefullt, darunter 70% EtOH, DenaturierungslosuRyroMark
Waschpuffeund nukleasefreiem Wasser. Auf die nun bentiyteMark Q24Plattewurden
pro Well 25 plPyroMark Annealing Buffeund 0,3 pM des Sequenzierungsprimegsgeben.
Das folgende Separieren der DMArange und das Ubertragen dieser auPgimMark Q24

Platteerfolgte ebenfallmach dervom Hersteller vorgegebenen Schritten:

1. Der Saugkopfmit den Filternadeln wird durch das Einschalten unter Vakuum
gesetzt und mit Wasser gesplilt.

2. Fir ca. 15 Sekunden wird der Saugkopf in die HI#&te gesenktdie Sepharose
Beads mit der immobilisierten DN#erden aufgenommen.

3. Nun erfolgt die Spulung fur 5 Sekunden in 70% EtOH, 5 Sekundedein
Denaturierungslosung und 10 Sekunden im Waschpuffer.

4. Der Saugkopf wird in eine 90° senkrechte Position gebracht und anschlie3end in die
PyroMark Q24Platte gehalterFur das Ubertreten der Beads auf die Platte wird die
Vakuumpumpe ausgeschaltet.

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

Wasser gespililt.

Die nun mit den Beads beflllte Platteirde fir 2 Minuten auf 80°C fir 2 Minuten vorgeheizt

und anschlieRend 14 Minuten lang bei Raumtemperatur wieder abgekunhlt.

Fir die Inbetriebnahme dé¥yroMark Q24 wirddie entsprechende Software bendtigt. Eine
neueDatei passend zu dem geplanten Ladwie der Kartusche wirdm Computeerstellt

und auf einen USHEStick Ubertragen. Die erforderlichen Volumina der Nukleotide zur
Befiillung der Kartusche werden vom Programm vorgegdbgrfolgt nun die Ubertragung

der Datei auf das Gerat sowie die Befullung der Kartusche. Darauffolgend wird der ausgewéhlte
Lauf gestartetNach Ablauf dePPyrosequenzierung wird die Information mithilfe des USB

Sticks erneut auf den Computer tUbertragen 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 derRagk Test im Rahmen der Kapteier-
Uberlebensanalyse verwendEtir die multivariate Analyse der Risikoverhaltnisse wurde die
Cox-Regression angewenddtinterschiede wurden als signifikant gewertet, wenn p<0,05
erreicht wurdeBei p-Werten< 0,01 sprach man von hohand bei Werten <0,001 von hochster

Signifikanz.

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwisehe nominakkaliertenVariablen wurde
der Korrelationskoeffizient Cr aQuadmaizaichnét v er we
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 Vaidign
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung dePatientedaten

Fur die Studie wurden insgesamt 190 Patientinnen und Patienten ausgededéit,
Tumorprobenvon 1996 bis 2018 am Institut fur Pathologie der Universitdt Regensburg

untersucht wurden.

3.1.1 Geschlechtsund Altersverteilung

Unter den 190 Patientenproben befanden sich 106 Manner und 84 Frauen. Das Alter bezieht
sich auf den Zeitpunkt der Resektion und somit auf den Eingang der Probe im fiistitut
Pathologie Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Operation lag bei 63,81 Jahren. Die
jungste Person war 27, die alteste 88 Jahre af{bbildung 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 TNHinteilung und wird bestimmt durch die Ausdehnung und
das Wachstum de3umors. Von den 190 Proben waren 6 ohne Angabé konnten
retrospektivbei fehlenden Angaben im Pathologieberiahth nicht mehr zugeordnet werden

In Tabelle13 und Abbildung 14 ist die Verteilung deauswertbareri84 Proberdargestellt

Der Groldteil der Tumorstadien befindet sich im unteren Bereich von pT1l und pT2 (zur

Einteilung der Tumorstadien siehel.3.3.

Anzahl Prozent T-Stadium

Gultig pTl 68 35,8 = _Iﬁine Angabe
pT2 59 31,0 T2
B3
pT3 41 21,6 Dite
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 Gradbeschreibt die mikroskopische Morphologie des
Tumorgewebes und gibt somit an, inwieweit sie vom gesunden Gewebe abweicht (zur
Definition und Einteilung sieh#.1.3.3. Tumoren vorPatienten, die bereits eine neoadjuvante
Therapie erhalten hattenwerden nicht mehr graduierDie Verteilung aller untersuchten

Proben auf die drei Gradingstufen isfliabelle14 und Abbildung 15 dargestellt.

Anzahl Prozent

Grading
Guiltig Gl 7 3,7 Hy
[BileY
G2 97 51,0 He2
(k]
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

Wahrend demikroskopischerBeurteilung der Gewebeprabevurde auch das umgebende
Lebergewebanalysiert Mithilfe von Sonderfarbungenwurde das Lebergewebe aubgliche
Hinweise flr einéeisentberladungder einemlpha-1-Antitrypsin-Mangel untersucht. In der
HE-Farbung wurden alle Nebenbefunde wiraneoplasienoder Gallenstau in den
Gallengéangen beschrieben. Sofern ausreichend Lebergewebe vorhanden war, wurde die Leber
ebenfalls auf den Fibroseoder Verfettungsgrad beurteilin Tabelle 15 sind diese

Nebenbefundder tumorfreien Leber aufgefihrt

Pathologie Anzahl Prozent
Cholestase 16 8,4
Cholangitis 5 2,6
Eisenuberladung 20 10,5
Von-MeyenburgKomplex 10 5,3
BilIN 9 4,7
IPNB 1 0,5

Tabelle 15: Ubersicht tber die nebenbefundlichen PathologierinschlieRlich ihresprozentualen
Anteils; BillN: biliary intraepithelial neoplasmtPNB: intraepithelial papillary neoplasm of the bile
duct

Der Fibrosegrad wurde mit dem Ish8kore Tabelled) bewertet. Acht Resektate zeigten kein
ausreichendes tumorfreies Lebergewebe, sodass hier keine Aussage bezlglich des Vorliegens
einer Fibrose getroffen werden konnfabelle16 und Abbildung 16 zeigen die Verteilung der
verschiedenen Fibrosierungsgrade degausrteen Falle. Insgesamt lassthfesthalten, dass

im vorliegenden Kollektiv knapp die Halfte der iCCA (48,9&&ine Lebeffibrose hat Die
Mehrheitder verbliebeneRalle zeigt nur eine leichte Fibrose, wahrend lediglich 7 Falle (3,7%)
eine komplette Leberzirrhose aufwiesen.
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Fibrose-

rad Anzahl = Prozent Fibrosegrad
o 9 .keineAngabe
Gultig 0 93 48,9 o
1 39 205 [f
2 21 11,1 L~
3 14 7.4 s
' 4
4 8 4,2 s
5 3 1,6 (3
6 7 3,7
Keine
Angabe ° 2,6
Gesamt 190 100,0 Abbildung 16: Verteilung der Fibrosegrade

auf die untersuchten Proben
Tabelle 16: Verteilung der Fibrosegrade auf die
untersuchten Proben

Steatosis hepatiseschreibt di¢/erfettung de Leberzellen ohne begleitende Hepatitig je
nach Fettanteil in drei Grade eingetailtd (116).

<30% =milde Steatosi$< 5% wird als normal beurteilt)
30-60% = moderate Steatosis

>60% = schwere Steatosis

In Tabelle17 und Abbildung 17 kann man die Verteilung der Verfettungsgrade auf é@ 1
Proben sehen. Die Mehrheit der Proben zeigt ein unauffalliges Lebergewebe in Bezug auf die
Verfettung(142 Falle, 74,8%). Eine schwere Steatose fand sich nur bei 3 Patie6%h (1,

Anzahl Prozent

. : Steatosis
Gultig Keine 142 748 hepatis
Milde Mkeine
. 32 16,8 1
I\S/lteg.tOSLS .gtltaa(taosis
oderate derat
Steatosis 13 6,8 .[sntzateggi:
Schwere 4 16 mgchwere
Steatosis !
Gesamt 190 100,0

Tabelle 17: Verteilung der Verfettungsgrade

auf die untersuchten Proben Abbildung 17 Verteilung der

Verfettungsgrade auf die untersuchten
Proben
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3.1.4 Vorerkrankungen

Eine systematische Auswertung beziglich Begleiterkrankungen wurde retrospektiv
durchgefuhrt. Aus den Angaben der Patienten zu ihrer GroR3éhterd Gewicht wurde der
Body-MassIndex (BMI) errechnet. Der Durchschni®MI lag bei 27,09 kg/m2 und somit
bereits im tUbergewichtigen Bereich. Der niedrigste Wert lag bei 12,74, ldgnmidchste Wert

bei 46,07 kg/m2. Ab einem BMI vo@ 30 kg/n? wurde die Variable Adipositas hinzugefiigt
und berticksichtigtwelche n 28,42%der Félle bestandie arterielle Hypertong fand sich bei

106 Patienten (55,79%)iabetes mellitugyp 2war bei 45 Patientef23,68%) vorbekanntn
Tabelle18sind dieVorerkrankungeraufgelistet.

Erkrankung Anzahl Prozent
Adipositas 54 28,42
Arterielle Hypertonie 106 55,79
Diabetes mellitugyp 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 prozentuale Anteil bezogen auf die
190 Patienten

3.1.5 Risikoverhéltnisse

Eine multivariate Analyse verschiederféaktorenin Bezug auf die Uberlebenszeit der 190
Patienten wurde mit CeRRegression durchgefihrt. olgende Variablen wurden dabei
einbezogenPatientenalterdas mannliche Geschlecht, Tumorgrof3e, Vorerkrankungen wie
Diabetes mellitusTyp 2, arterielle Hypertonie und Adipositablutationsstatusind PD-L1-
Statis (TC und 1Q. Die Ubrigen Faktoren wie PSC, SSC, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und
Hepatitis B wurden in der Analyse aufgrund vamiedrigen Zahlen nicht bertcksichtigt. Die
Ergebnisse sind ifabelle 19 dargestellt.Die Cox-Regressiorergab folgende Faktoren als
signifikante Parameter fir die UberlebenswahrscheinlichKeitmorgroRe (HR 1,08,
Diabetes mellitus (HR 363, Mutationsstatus (HR,953 undTC Q1% (HR2,774.
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95%

HR Konfidenzintervalle Signifikanz
Patientealter 0,996 0,97%-1,018 0,748
Ménnliches Geschlecht 1,218 0,7691,930 0,400
TumorgréfRe 1,066* 1,0051,130 0,034*
Diabetes mellitugyp 2 2,363 14353,894 <0,00F
Arterielle Hypertonie 0,921 0,5661,498 0,740
Adipositas 0,921 0,5561,527 0,750
Mutationsstatus 1,953 1,064 3,585 0,03
TC 0% 2,77%& 1,2156,333 0,015
IC Q1% 0,823 0,5081,332 0,427

Tabelle 19: Cox-Regression ausgewahiter Variablen mit der Uberlebenszeit als ZielvariabléiR:
Hazard Ratipsignifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet

3.1.5.1 TumorgréRe und Uberlebenszeit

Standardmé&Rig wird jede Tumorprobe im pathologischen Institut sowohl mikroskopisch als
auch makroskopisch beschrieben. Dazu gehdrt auch die Angabe der grof3ten
Tumorausdehnung. Von den 190 Fallen gab es zu 32 keine Angabe der Tumorgréf3e. Die
ubrigen 158 Falle wurden auf den Zusammenhang mit der Uberlebenszeit untersucht. In
Abbildung18ist die Verteilung der TumorgroR€® cm und >5 cm auf die Uberlebenszeit der
jeweiligen Patienten visuell dargesteliabelle20 kann man dieglazugehérigen Mediaund
Mittelwerte der UberlebenszeaintnehmenEs zeigt sich in der Gruppe mit der TumorgroRe >5

cm ein im Median um 8 Monate kiirzeres Uberleben als in der Gruppe ritimergroRe’b

cm.
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s Tumorgrofie

O5 ¢ >5cm
o - Anzahl 48 110
: ° & Mittelwert 39,21 30,98

Tabelle 20: Mittelwert und Median der
Uberlebenszqit in Monaten far
TumorgréRe Gb cm und >5 cm

T T Median 28 20
1

Tumorgréfie [cm]

Abbildung 18: Verteilung der beiden Tumorgréfien
b cm und >5 cm auf dieUberlebenszeit der190
Patienten

3.1.5.2 Diabetes mellitus undberlebenszeit

Auch Diabetes mellitu$yp 2als Begleiterkrankung scheint eine negative Auswirkung auf die
Uberlebenszeit ddCCA-Patienterzu haben. IrunsererStichprobe befanden sich unter den

190 Patienten 45 Personen, die zusatzlicBMnTyp 2 litten. Von diesen 45 Personen sind im
beobachteten Zeitraum 35 verstorben. Im Gegensatz dazu sind von den tbrigen 145 Personen
ohne Diabetes mellitus lediglich 78 Todesfélle zu verzeichnen.

In Tabelle 21 sind die Mittet und die Medianwerte der Uberlebensanalyse der beiden
Patientengruppen zusammengefasstAliildung 19 kann man die dazugehdrige Kaplan
Meier-Kurve sehenDer durchgefiihrte LogRank Test ergab eine Signifikanz von <0,001.
Insgesamt lasst sich sagen, dass die Patienten mit Diabetes im Mediasim22 Monate
kiirzere Uberlebenszeit hatten als die Patienten ohne Diabetes.

Mittelwert Median

Wert @ Standardfehler 95% KI Wert @ Standardfehler 95% Ki

Kein 54,185 29,551
DM 70,641 8,396 87.098 39,000 4,821 48,449
19,636 0,248
DM 36,288 8,496 52.940 17,000 8,547 33,752
48,343 26,995
Gesamt 61,365 6,644 74.388 35,000 4,084 43.005

Tabelle 21: Uberlebensanalysén Monaten der Patienten mitund ohne Diabetes mellitusTyp 2;
DM: Diabetes mellitus
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurven fir die beiden Patientengruppen mitund ohneDiabetes
mellitus Typ 2; DM: Diabetes mellitus

3.2 Auswertung der P01 Farbung

3.2.1 PD-L1 Expression auf den Tumorzellen

Die Auswertung der PID1 Expression erfolgte anhand des TG8Corings. Unden Tumor
und die Immunzellen sowie das umgebende Lebergegheeurteilerzu konnen, wurde zu
jeder immunhistochemischen Farbwaigdazugehorige HE-Schnitt angefertigin Abbildung
20 wird ein intrahepatischegholangiozellulare Karzinom in der HEFarbung undder

dazugehdrige PD-L1-Farbungexemplarisclaufgezeigt.
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Abbildung 20: HE- und die zugehérige PDBL1 Farbung eines ntrahepatischen
cholangiozelluldren Karzinoms (iCCA). In der HEFarbung/A+C) sieht man einen scharf begrenzten
Tumor (Tumorgewebe innerhalb der gestrichelten Linie und mit Stern markiert). In der dazugehérigen
PD-L1 Farbung (B+D) kann man das umgebeh@éber und Bindegeweb@nhand der fehlenden
Farbreaktion erkennen. Die positiven Tumorzellen sind exemplarisch mit zwei Pfeilspitzen markiert.
und B:50-fache VergroRerundgC und D 106fache VergrofRerung

Bei der Auswertungyon PD-L1 auf den Tumorzellemvurde in folgenden Schritten gezahilt:
0%, <1%, 1 bi© %6, 6 bisOL0%, 11 big15%, 16 bigP0%, 21 bisP5%, 26 bisCB0% und
>30% In den folgenden Abbildungen werden die verschiedenen Auspragungsgradelder PD
Expression mit den dazugehorigen HR&rbungen dargestellt und erlautert. Dabei wurde

beispielhaft ein TC von 0%Abbildung21),1 6 b i AbIAAGZR) und 25%Abbildung
23) gewahlt.
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Abbildung 21: HE- und die zugehérige PDBL1 Farbung eines intrahepatischen
cholangiozellularen Karzinoms mit TC von 0%; A: HE-Farbung eines maRig differenzieri€@CA

mit kleindriisigem Wachstum ohne wesentliche Entziindungszellen. B: In der korrespondierenden PD
L1 Farbung zeigt sich eine negative Farbereaktion, weder die Tumorzellen noch die spérlich
nachweisbaren Immunzellen reagieren mit dem Antikdrper, entspreeimema Score@on 0. 200-fache
VergroRerung
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Abbildung 22 HE- und die zugehorige PBL1 Farbung eines intrahepatischen
cholangiozellularen Karzinomsmit TC von 16 bisC20%; A: HE-Farbung eineiCCA (Pfeilspitze)
eingebettet in desmoplastisches Stroma (Stern). In der linken obererisEeken Vergleich eine
zirkulare Formation von unauffélligen Gallengangen zu sehen (Pfeil). B: Zugehorigé P&rbung,

auch in diesem Praparat weisen die Tumorzellen eine membrandre Farbung auf, die gesunden
Gallengénge dagegen blieben erwartungsgemg&ineDer Anteil der PBL1 positiven Tumorzellen

liegt hier zwischen 16 und <20% bezogen auf den Gesamts@@@Hiache Vergrol3erung
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Abbildung 23 HE- und die zugehérige PDL1 Farbung eines ntrahepatischen
cholangiozellularen Karzinoms mit TC von 25%; A: HE-Farbung eines schlecht differenzierten
iCCA mit deutlicher Pleomorphimit angrenzenderhebergewebe (rechts der gestrichelten Linge)

In der zugehotrigen PD1 Farbung ist bei einigen Tumorzellen eirgeutliche zirkulare
membranstandige Farbereaktion erkeam(Pfeilspitzen). Das angrenzendgesundeGewebe (Pfeil)
zeigt dabei keine Reaktion. 488che VergroRerung
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Wie man inTabelle22 und Abbildung 24 deutlich sehen kann, bewegte sich die Mehrheit alle
Féalle im Bereich 0% und <1%. Die wenigsten Proben (insgesamt 11) wiesen eir@¥6rC

auf.
TC Anzahl Prozent PD-L1 Expression auf
0% 136 71,6 ;‘;'j;me”e"
<1% 43 22,6 H<1%
1hs0% S 26
6 bis OL0% 1 0,5 16 bis <20%
11 bis15% 0 0,0 2t bis <25%
16 bisC20% 2 1,1
21 bis(25% 2 1,1
26 bis(B0% 1 0,5
>30% 0 , _ .
Gesamt 190 100,0 Abbildung 24: PD-L1 Expression auf den

Tumorzellen

Tabelle 22 PD-L1 Expression auf den
Tumorzellen

3.2.2 PD-L1 Expression auf den tunspezifischemimmunzellen

Bei der Auswertung desAuspragungsgrades von R auf den tumapezifischen
Immunzellen wurde iderselten Schritten wie fiir den TC gezéhlt: 0%, <1%, 1®i%6, 6 bis
QL0%, 11 bigOL5%, 16 bigR0%, 21 bigP5%, 26 bisCB0%und >30%

In Abbildung 25, Abbildung 26 und Abbildung 27 kann man dieHE-Farbungenund die
zugehorigen PER1 Farbungen von ausgewdahlten Proben betrachten. Dabei ist die
unterschiedliche Anordnung der tumorspezifischen Immunzellem iBezug auf das

Tumorgewebe sowie die unterschiedliche PDExpressionnteressant
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Abbildung 25: HE und die zugehdrige PBL1 Farbung eines intrahepatischercholangiozellularen

Karzinoms mit IC von 1 bis O %5 A: HE-Farbung eines gut differenzierten intrahepatischen
cholangiozellularen Karzinomsinnerhalb der Lumina der Tumordrisen finden sich diverse
Immunzellen (Stern). B: In der zugehoérigen-PDFarbung zeigen die tumorspezifischen Immunzellen

hier einerelativ kraftige membranstandige Farbung (Pfeilspitze), die Tumorzellen dagegen bleiben in
diesem Fall negativ. 46fache Vergrolierung
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Abbildung 26: HE und die zugehorige PBL1 Farbung eines iCCA mit IC von 6 bisO10%; A: HE-
Farbung eines solide wachsenden intrahepatischelangiozellularen Karzinommsit angrenzendem
Lebergewebe in der rechten Bildhalfte (rechts der gestrichelten Linie). Immer wieder sieht man
Ansammlungen von Immunzellen (Pfeilspitze). B: In der entsprechenddri Farbung weist eine

Immunzellgruppe eine starke Farbung auf (Pfeits)i Die Tumorzellen sind dabei negativ. Z86he
VergroRerung
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Abbildung 27: HE und die zugehdérige PBL1 Farbung eines iCCA mit IC von 11 bis 015%; A:
HE-Farbung eines schlecht differenzierten intrahepatisctiemlangiozellularen Karzinomsnit
deutlicher Pleomorphie der Tumorzellen (Tumor oberhalb der gestrichelten Linie). Die Immunzellen
befinden sich in einer groleren Ansammlung vor dem Tumorgewebe (unterhalb der gestrichelten Linie)
und vereinzelt zwischen den einzelnen Tumorzellen|gpitie). B: In der PEL1 Farbung zeigen die

tumorspezifischen Immunzellen eine starke fpasiReaktion, wahrend die Tumorzellen erneut keine
Reaktion aufweisen. 40@che VergroRerung
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Im Gegensatz zu dem TC gab es lediglich einen Fall mit eindrIPExpression von 0%, die
Mehrheit bewegte sich in dem Bereich <1% dnd b i s Eili@ h&héte Expression als 20%
wurde unter den insgesamt 190 Fallen nicht beobackiteildung 28 und Tabelle23 geben

eine Ubersicht tiber die Ergebnisse.

IC Anzahl Prozent PD-L1 Expression auf
0% 1 0,5 Immunzellen
<1% 97 51,1 =g:/3/
1 bisO 56 67 35,3 B bis <5%
6 bis OL0% 19 10,0 E6 bis <10%
[ 111 bis =15%
11 bisQ15% 5 2,6 716 bis <20%
16 bisC20% 1 0,5
>20% 0 0,0
Gesamt 190 100,0

Tabelle 23 PD-L1 Expression auf den appiiqung 28 PD-L1 Expression auf den
tumorspezifischen Immunzellen tumorspezifischen Immunzellen

3.3 Auswertung der Mutationsanalyse

Die 190 Proben wurden auf die haufigsten Mutationen unter den gastroenterologischen
Tumoren mithilfe von HRM und der Sequenzierung untersiétunter fallerKRAS12-13,
KRAS59-61,KRAS117,KRAS146,NRAS12-13,NRAS59-61 undBRAF. Mithilfe der HRM-
Schmelzkurvenanalyseurden die Proben auf das Vorhandensein einer Mutatiaenrzu
untersuchende@enengetestetPro Genabberation wurden mehrere Durchlaufe durchgefihrt.
Pro Durchlauf wurden zwischen 60 und 80 Patientenproben analysieknschluss wuden

die eindeuticals positiv gekennzeichneten Falle und einige der negativen Félle sequenziert, um
die genaue Genaberration festzustellen und das ErgebnidRMfMethodezu bestatigen.
Weiterhin wurden jene Félle sequenzient,denen die Schmelzkurven keinen eindeutigen
Verlauf zeigten.

In den folgenden Abbildungen werden Beispiele fir eindeutige ErgebAisbddung29 und
Abbildung 30) sowie weniger eindeutige Ergebniséblfildung31) aufgefihrt.
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Abbildung 29: Darstellung der Schmelzkurven eines Durchlaufs fir die Analyse der Proben auf

die Mutation NRAS12-13; A: Normalisierte Schmelzkury®: Differenzkurve Positivkontrollen sind
sowohl in A als auch in B dunkelgriin dargestellt, Negativkontrollen blau. In diesem Durchlauf war
keine der Patientenproben auffélligpdass keine weitere Analyse mittels Gensequenzierung erfolgte.
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Abbildung 30: Darstellung der Schmelzkurven eines Durchlaufs fir die Analyse der Proben auf
die Mutation NRAS 12-13; A: Normalisierte SchmelzkurydB: Differenzkurve.Auch hier sind die
Positivkontrollen dunkelgriinnd dieNegativkontrollen blaulargestelltEine Probe, die mit der Farbe
orange hervorgehoben wurde und einen ahnlichktemenverlauf zu den Positivkontrollen aufweist
fallt auf. Diese Probe wies in der Sequenzierung die MutatR8G>T auf.
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