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1. Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist das sechsthaufigste Karzinom weltweit mit
einer der hochsten Mortalitdtsraten. Nach dem HCC ist das cholangiozellulare
Karzinom (CCC) der zweithaufigste primare Tumor der Leber. Auch hier ist die
Prognose ausgesprochen schlecht. Beide Krebsentitaten weisen haufig keine
FrGhsymptome auf, weswegen sie meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium
entdeckt werden. Dann ist ein palliativer Therapieansatz oftmals die einzige Option,
wobei die Therapiemoglichkeiten mit Tyrosinkinaseinhibitoren wie Sorafenib beim
HCC und Gemcitabin und Oxaliplatin beim CCC stark eingeschrankt sind. So ist eine
Verlangerung des Gesamtliberlebens meist nur um wenige Monate moglich. Die
Entwicklung neuer Therapiestrategien ist also dringend erforderlich. Ein
vielversprechender Ansatz ist die Immuntherapie, wobei ein modgliches
therapeutisches Target der Signalweg des programmed death 1/programmed death
ligand 1(PD-1/PD-L1) darstellt. Dieser bewirkt eine Hemmung der gegen den Tumor
gerichteten zytotoxischen T-Zellen und fihrt die Immunzellen in den Zelltod. Mit
gegen den Rezeptor oder den Liganden gerichteten Antikrpern koénnen die
Krebszellen dem Immunsystem jedoch wieder zuganglich gemacht werden.
Nachdem erste Studien an Patienten mit HCC und CCC vielversprechende
Ergebnisse gezeigt hatten, wurden von der FDA zwei Antikorper zur Therapie des
HCC zugelassen. Jedoch waren weitere Studien etwas ernlchternder, da die
Immuntherapie in diesen Untersuchungen keinen signifikanten Uberlebensvorteil im
Vergleich zur Standardtherapie zeigte. Eine weitere Erforschung der Expression des
PD-L1 bei HCC und CCC erscheint daher notwendig.

Vor diesem Hintergrund war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die PD-L1-
Expression mittels Immunhistochemie an einer grofden Serie von in Formalin fixierten
und in Paraffin eingebetteten HCC- und CCC-Praparaten zu untersuchen und mit der
Expression im umliegenden, noch benignen Gewebe zu vergleichen. Dabei sollten
neben Lebertumoren von deutschen auch solche von chinesischen Patienten
betrachtet werden, da sich diese hinsichtlich der Atiologie unterscheiden. Um
herauszubekommen, ob Lebergewebe, in dem sich ein primarer Lebertumor
entwickelt hat, gegenuber solchem, in dem kein HCC oder CCC entstanden ist, eine
veranderte PD-L1-Expression aufweist, wurden in einem weiteren Teil der
vorliegenden Arbeit vergleichend Proben aus dem tumorfreien Rand von Resektaten
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von Lebern immunhistochemisch gefarbt, die entweder aufgrund eines HCC oder
CCC einer chirurgischen Therapie zugefuhrt worden waren, oder weil in ihnen
benigne Veranderungen oder Metastasen aus anderen Organen nachgewiesen
worden waren. Fur die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde ein Antikrper
eingesetzt, der sich in vorangegangenen Arbeiten in der Literatur und auch in der
eigenen Arbeitsgruppe als von allen ublicherweise eingesetzten diagnostischen
Antikdrpern am sensitivsten herausgestellt hatte. Soweit bekannt, wurde eine
Untersuchung bei HCC und CCC mit diesem Antikdrper bisher noch nicht
durchgefuhrt. Insgesamt wurden 550 Gewebeproben von 300 Patienten untersucht.
Die erzielten Farbeergebnisse wurden lichtmikroskopisch semiquantitativ

ausgewertet und mit den klinischen Daten der Patienten korreliert.

Im Ergebnis der Untersuchungen zeigten sich 51,2% der HCC und 42,3% der CCC
PD-L1-positiv, wobei die Expression insgesamt nur schwach ausgepragt war. Dabei
konnte kein Unterschied zwischen den Proben aus China und aus Deutschland
festgestellt werden. Interessanterweise konnte im tumorumgebenden, noch benignen
Gewebe bei beiden Tumorentitaten eine signifikant hohere PD-L1-Expression als in
den Tumoren gefunden werden. Dabei zeigte sich bei HCC eine positive Korrelation
zwischen der Expression des Liganden in der Tumorumgebung und im Tumor. Bei
den HCC korrelierte die PD-L1-Expression in der Tumorumgebung negativ mit den
Leberwerten, wahrend bei den CCC ein positiver Zusammenhang zwischen der
Auspragung des Proteins im Tumor und der TumorgréfRe gefunden werden konnte.
Die Expression des PD-L1 in dem tumorumgebenden Gewebe der CCC korrelierte
hingegen negativ mit dem Tumormarker CA 19-9. Bei der Untersuchung der
Resektionsrander im zweiten Teil der Arbeit war der PD-L1 in der Umgebung
primarer Lebertumore signifikant starker exprimiert als von benignen

Leberveranderungen oder von Metastasen aus anderen Organen.

Insgesamt erscheinen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge HCC und
CCC aufgrund der nur geringen PD-L1-Expression fir eine Anti-PD-1/PD-L1-
Therapie nicht generell geeignet. In einigen Fallen kdonnte es dennoch zu einem
Ansprechen auf die Therapie kommen, da es bei primaren Lebertumoren im

umgebenden Gewebe offensichtlich zu einer Hochregulation des PD-L1 kommt.



2. Einleitung

2.1. Hepatozellulares Karzinom
2.1.1 Definition

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist ein maligner Tumor der Leber, welcher von
den Hepatozyten ausgeht. Es hat mit ungefahr 80% den groften Anteil an allen
Lebertumoren. Von allen Todesursachen weltweit nimmt das HCC einen Anteil von
1% jahrlich ein und ist somit eine der Krebsarten mit den hochsten Mortalitatsraten
(Zhu et al. 2016).

2.1.2. Epidemiologie und Risikofaktoren

Weltweit betrachtet ist das HCC das sechsthaufigste Karzinom und die vierthaufigste
tumorassoziierte Todesursache. In Landern mit niedrigem soziodemographischen
Index ist es sogar das vierthaufigste Karzinom. Insgesamt ist es fur etwa 5,7% der
Krebsneuerkrankungen verantwortlich. In Deutschland steht es auf der Liste der
haufigsten Tumore auf Platz 13 und auf Platz 8 der haufigsten Krebstodesursachen.
Die WHO schatzte die Inzidenz des Karzinoms in Deutschland im Jahr 2012 auf
7,2/100.000 Einwohner fur Manner und auf 2,3/100.000 Einwohner fur Frauen.
Deutschland belegt mit diesen Inzidenzen das Mittelfeld in Europa. Lander mit solch
niedriger Inzidenz weisen einen Erkrankungsgipfel im 7. Lebensjahrzehnt auf. In der
asiatisch-pazifischen Region stellt das HCC die dritthaufigste Krebstodesursache
dar. Hier konnen Erkrankungen schon ab dem 2. Lebensjahrzehnt verzeichnet
werden. Von den 782.000 neuen Fallen im Jahr 2012 erkrankten allein 50% in China.
746.000 Menschen verstarben weltweit im selben Jahr an diesem Karzinom. Das
machte einen Anteil von 9,1% der Krebstodesfalle aus (Guthle und Dollinger 2014,
Goh et al. 2015, Zhu et al. 2016, Fitzmaurice et al. 2017, Robert-Koch-Institut 2019).

Hohe Inzidenzen finden sich in der Mongolei (93,7 pro 100.000 Einwohner), Gambia
(23,9 pro 100.000 Einwohner) oder China (18,3 pro 100.000 Einwohner). Sehr viel
geringer fallt die Anzahl an Neuerkrankungen hingegen in Deutschland (4,2 pro
100.000 Einwohner) oder Namibia (2,8 pro 100.000 Einwohner) aus (siehe Abbildung
1) (Weltgesundheitsorganisation 2018).
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Abb. 1: Weltweite geschatzte altersstandardisierte Inzidenz von HCC pro 100.000 Personen

jeglichen Alters im Jahr 2018 (Weltgesundheitsorganisation 2018)

Infolge einer chronischen Entzindung des Leberparenchyms kann eine
Leberzirrhose entstehen, die als wichtigste Prakanzerose zu beachten und bei 90%
der Lebertumorpatienten vorzufinden ist. Etwa 4% der Patienten mit Zirrhose
entwickeln jahrlich ein Karzinom der Leber. Ein bedeutender Risikofaktor flr die
Entwicklung einer Leberzirrhose ist dabei eine Hepatitis-B-Virusinfektion. Sie wird fur
50 - 80% der HCC-Falle verantwortlich gemacht. Bis zu 80% der weltweit
beobachteten hepatozellularen Lebertumore treten im ost- und sudostasiatischen
sowie im west- und zentralafrikanischen Raum auf. Dies lasst sich auf die hohe
Inzidenz von chronischen Hepatitis-B-Virusinfektionen in diesen Landern
zuruckfuhren. Dabei ist eine positive Hepatitis-B-Serologie mit einem 10 - 30fach
erhohten Risiko fir die Entwicklung eines malignen Lebertumors assoziiert. In der
asiatischen Bevolkerung geschieht die Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus am
haufigsten im ersten Lebensjahr, insbesondere perinatal. Je frlher man sich im
Leben infiziert, desto hoher ist das Risiko, an einem HCC zu erkranken. Fur die
perinatal Infizierten ist es also am hdchsten (Venook et al. 2010, Guthle und Dollinger
2014, Goh et al. 2015, Czauderna et al. 2017).



Die chronische Hepatitis-C-Infektion und der chronische Alkoholmissbrauch sind
dagegen in Europa, Nordamerika und Japan die fuhrenden Ursachen fir die
Entwicklung eines HCC. Weltweit wird das Hepatitis-C-Virus (HCV) fur 10 - 25% der
malignen Lebertumore verantwortlich gemacht. Aufgrund der Hepatitis-C-Epidemien
durch verunreinigte Blutprodukte in den 70er und 80er Jahren des 20. Jahrhunderts
sowie durch kontaminierte Injektionsnadeln bei Drogenabusus konnte vor allem in
den Vereinigten Staaten und Europa eine Zunahme der HCV-assoziierten malignen
Lebertumore verzeichnet werden. Aktuell geht man allerdings davon aus, dass die
HCV-Infektion als Risikofaktor fur die Entwicklung eines HCC aufgrund der
mittlerweile seit einigen Jahren verfigbaren sehr effektiven antiretroviralen Therapie
immer mehr an Bedeutung verlieren wird. Die Latenzzeit zwischen einer Hepatitis
und der Entstehung eines HCC betragt dabei meist mehrere Jahrzehnte, wobei der
Zeitraum bei einer Hepatitis B haufig langer ist als bei einer Hepatitis C. Zudem steigt
die Wahrscheinlichkeit flr einen malignen Lebertumor bei einer hoch aktiven
chronischen Hepatitis im Vergleich zu einer chronischen Hepatitis mit geringer
Aktivitat deutlich an. Die Virushepatitiden B und C gehen als Risikofaktoren mit
einem hohen kumulativen Risiko fur die Entwicklung eines Karzinoms der Leber
einher. Bei einer Koinfektion mit beiden Virushepatitiden steigt das Risiko um das 15-
bis 20fache an. Das hochste Risiko fur die Entwicklung eines HCC geht allerdings mit
einer dekompensierten Leberzirrhose einher. Ein erhohter Alkoholkonsum ohne
Vorliegen einer Leberschadigung scheint das Risiko fur ein HCC nur leicht zu
vergroRern. Drastisch wird es aber gesteigert durch einen begleitenden
Alkoholkonsum bei bereits vorhandener Lebererkrankung jeglicher Genese (Albrecht
2008, Venook et al. 2010, Guthle und Dollinger 2014, Czauderna et al. 2017).

Trotz antiretroviraler Therapie nimmt die Neuerkrankungsrate des HCC auch in der
westlichen Welt immer weiter zu. So haben in den letzten 30 Jahren die Lebertumore
bei Mannern in Deutschland um 50% zugenommen. Dies lasst sich teilweise durch
die Zunahme der nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) im Rahmen des
metabolischen Syndroms, welches mit Diabetes mellitus und Adipositas assoziiert ist,
erklaren. Auch wenn keine Zirrhose vorliegt, steigt das Risiko fur die Entstehung
eines HCC bei Vorliegen einer NASH oder einer HBV-Infektion. Die Pravalenz der
Fettlebererkrankung liegt in Europa bei 30% und scheint hier damit mittlerweile der
wichtigste Risikofaktor fir die Entstehung eines HCC zu sein (Grundmann und Meyer
2014, Guthle und Dollinger 2014, Czauderna et al. 2017).



In der asiatisch-pazifischen Region, hingegen, blieben die Neuerkrankungsraten in
den letzten 20 Jahren stabil. Nur in Hongkong und Singapur konnte eine Abnahme
der HCC-Falle beobachtet werden. Auffallig in Asien und in der Pazifikregion ist die
Zunahme der Zahlen an chronischen Hepatitis-C-Infektionen. Insbesondere in Japan
ist diese fur 70% der Tumore ursachlich (Zhu et al. 2016). Zudem kann man in den
asiatischen Landern erkennen, dass die HCC-Entstehung auf dem Boden einer
Hepatitis-B-Infektion abnimmt. So lag beispielsweise in einem Krankenhaus in
Singapur der Anteil der in Kombination mit einer Hepatitis-B-Erkrankung
aufgetretenen Lebertumore vor 2010 bei 71,9% und nach 2010 nur noch bei 57,1%.
Das liegt zum einen an den guten therapeutischen Interventionsmaoglichkeiten. So
lasst sich durch eine Interferon- und Nucleotid-Analoga-Behandlung der chronischen
Hepatitis-B (CHB) die Entwicklung eines HCC reduzieren. Zum anderen wurden
nationale Impfprogramme etabliert, die die Verbreitung des Virus eindammen
konnten. Abgesehen davon stieg der Anteil der NASH an den Risikofaktoren fir die

Entwicklung eines HCC in diesen Regionen von 16,6% auf 27,8% an.

70 - 90% der hepatozellularen Karzinome weltweit entstehen auf der Grundlage einer
Leberzirrhose in Kombination mit einer Virushepatitis, einer NASH oder aufgrund
einer Zirrhose, die auf einen schadlichen Alkoholkonsum zurltickzuflihren ist. Zu den
weiteren pradisponierenden Erkrankungen fur eine zirrhotische Veranderung der
Leber und somit flir einen malignen Lebertumor zahlen Erkrankungen wie die
Hamochromatose, der Morbus Wilson, die Autoimmunhepatitis oder ein a1-
Antitrypsin-Mangel. Die Eisenstoffwechselstérung erhdoht dabei das Risiko einer
Entwicklung eines HCC um das 200fache. Eine weitere Erkrankung, die mit einem
erhohten Risiko fur die Entstehung eines HCC assoziiert ist, die primar biliare
Zirrhose, die haufiger bei Frauen auftritt, ist beim weiblichen Geschlecht nur mit
einem niedrigen Entartungsrisiko verbunden. Betrifft die Erkrankung Manner, so ist
dieses deutlich héher und die Entartung findet fruher statt. Bei den primar gutartigen
Lebertumoren wurde lediglich beim B-Catenin-positiven Adenom ein hohes Risiko flr
die Entwicklung eines Leberkarzinoms festgestellt. Deswegen ist hier eine bioptische
Abklarung anzustreben. Zu den sekundaren Risikofaktoren zahlen das mannliche
Geschlecht, ein hohes Lebensalter und ein Nikotinabusus. Auch geographische
Unterschiede sowie Unterschiede in Abhangigkeit von der ethnischen Zugehorigkeit
zeigen sich. So liegt das kumulative Risiko, in den nachsten finf Jahren ein

Leberkarzinom zu entwickeln, in Japan bei 30% und in den Vereinigten Staaten von
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Amerika dagegen lediglich bei 17% (Guthle und Dollinger 2014, Zhu et al. 2016,
Czauderna et al. 2017).

Die Aflatoxine B1, B2, G1 und G2, welche durch Aspergillusspezies produziert
werden, konnen verschiedene Lebensmittel kontaminieren. Dazu gehort das
traditionelle Essen, welches in der sudostlichen Region Asiens produziert wird, wie
zum Beispiel Getreide, Mais, Erdnusse und Sojabohnen. Insbesondere Aflatoxin B1
kann zu einer DNA-Mutation fuhren, welche sich vor allem im Codon 249 des
Tumorsuppressorgens p53 zeigt. So findet sich eine Downregulation des
Tumorsuppressors in 30 - 60% aller malignen Lebertumore in dieser Region.
Aulerdem stellte man einen synergistischen Effekt zwischen einer Aflatoxin-
Exposition und einer HBV-Infektion fest. Patienten mit einer HBV-Infektion und einer
signifikanten Aflatoxin-Aufnahme hatten ein deutlich hoheres Risiko, an einem
Malignom der Leber zu erkranken, als Personen, die nicht zusatzlich gegenuber
Aflatoxinen exponiert waren. Verbesserungen der Produktions-, Transport- und
Lagerungsbedingungen fuhrten zu einer Senkung der Aflatoxin-assoziierten
malignen Leberkarzinome. Beispielsweise konnte von 1982 bis 2009 in Qidong, einer
Stadt in China, die Inzidenz und Mortalitdt des HCC um 65% verringert werden,
wobei dieser Rickgang auf die Abnahme der Aflatoxin-Exposition zurlckgefihrt
wurde (Goh et al. 2015, Zhu et al. 2016).

Manner sind 2- bis 4-mal haufiger von einem HCC betroffen als Frauen, wobei die
Differenz in der Geschlechterinzidenz in Hochrisikogebieten starker ausgepragt ist
als in Landern, in denen die Inzidenzzahlen generell geringer sind. Diese
geschlechtsabhangig unterschiedlichen Inzidenzen konnen teilweise dadurch erklart
werden, dass Manner haufiger von chronischen Lebererkrankungen sowie von

alkoholtoxischer Leberschadigung betroffen sind.

In den letzten Jahren sind die Inzidenzen des Lebertumors gestiegen und laut WHO
soll es im Jahr 2025 zu 1.075.850 Neuerkrankungen kommen. In die Rechnungen
mit einbezogen wurde bereits der verstarkte Riuckgang der Inzidenzen durch die
strukturierten Hepatitis-B-Impfprogramme. Nicht mit einberechnet wurde die
erwartete  Verminderung der Neuerkrankungen durch die verbesserten
therapeutischen Moglichkeiten bei der Hepatitis-C-Infektion (Grundmann und Meyer
2014, Guthle und Dollinger 2014, Zhu et al. 2016).



2.1.3. Symptome und Diagnostik

Im frihen Stadium der Erkrankung sind meist keine spezifischen Symptome
nachweisbar. Schreitet das Wachstum des Tumors voran, so kann sich dies in einer
Gewichtsabnahme des Patienten aufern. Auch ein Druckschmerz im rechten
Oberbauch wird beschrieben. Manchmal I&sst sich hier ein Tumor tasten. Es kann zu
Stromungsgerauschen uber der Leber kommen oder auch ein Aszites auftreten. Bei
bereits vorbestehender Leberzirrhose kann es zu einer Dekompensation kommen.
Ebenso wurde das Auftreten von paraneoplastischen Syndromen wie Fieber oder
Polyglobulie beschrieben (Herold 2018).

Das gesunde Lebergewebe wird fast ausschlielBlich im Rahmen der Vasa publica
portalvends versorgt und zu kleinen Teilen Uber die A. hepatica. Im Gegensatz dazu
lauft die Versorgung des Leberkarzinoms hauptsachlich Gber die A. hepatica und es
kommt zu einer Arterialisation sowie zur Ausbildung von arteriovendsen oder
arterioportalen Shunts. Das HCC ist also insgesamt ein hypervaskularisiertes
Malignom. Aufgrund des dadurch bedingten charakteristischen
Kontrastmittelverhaltens ist es daher madglich, bei Patienten mit gesicherter
Leberzirrhose und suspekter Lasion die Diagnose eines HCC zu stellen. So kann mit
Hilfe von dynamischer, kontrastverstarkter Bildgebung wie beispielsweise einem
Ultraschall (US), einer Computertomografie (CT) oder einer Magnetresonanz-
tomografie (MRT) mit Kontrastmittel die typische friharterielle Hypervaskularisierung
und das Phanomen der Auswaschung in der portalvendosen Phase dargestellt
werden (siehe Abbildung 2). Mit einer Sensitivitat von 100% und einer Spezifitdt von
30% ist so auf nicht-invasive Weise eine Diagnosestellung mdglich. Die Sonografie
wird dabei meist in der der Initialdiagnostik eingesetzt. Studien belegen, dass das
MRT dem CT in der Diagnostik des HCC uberlegen ist.



Abb. 2: Typisches Kontrastmittelverhalten im MRT bei einem HCC mit a) dem Nachweis
einer Hypervaskularisation in der friharteriellen Phase und b) dem Wash-Out-Phanomen in

der portalvendsen Phase (Czauderna et al. 2017)

Falls die Befunde in der Bildgebung nicht eindeutig sind, sollte bei Lasionen < 2 cm
eine Biopsie durchgefihrt werden, jedoch nur, wenn sich aus dem Befund
therapeutische Konsequenzen ergeben wirden. In 2% der Falle kann es allerdings
bei der Feinnadelpunktion zu Implantationsmetastasen kommen. Bei sehr kleinen
Lasionen < 1 cm, die histologisch schlecht gesichert werden konnen, sollte nach drei
Monaten bildgebend kontrolliert werden. Dabei muss man bedenken, dass die
Sensitivitat aller bildgebenden Verfahren bei diesen sehr kleinen Lasionen mit
weniger als 50% sehr schlecht ist. Bei Groflenkonsistenz sollte weiterhin beobachtet
werden. Bei einer Vergrolierung des Befundes muss biopsiert werden. Leider kann
selbst eine negative Biopsie ein HCC nicht mit Gewissheit ausschlieRen, sodass die
suspekten Lasionen weiter beobachtet werden mussen. Bei Lasionen, die grof3er als
2 cm sind, sollte eine zweite kontrastmittelverstarkte Untersuchung durchgefihrt
werden. Falls sich diese im Kontrastverhalten typisch darstellt, ist dies zur
Diagnosestellung ausreichend. Die Biopsie ist bei suspekten L&sionen in einer

nichtzirrhotischen Leber obligat.

Der Tumormarker Alpha-Fetoprotein (AFP) wird in der klinischen Routine haufig nur
noch zur Verlaufsbeurteilung der Erkrankung eingesetzt, fur die Primardiagnostik ist
er nicht mehr Standard. Das AFP ist ein Glykoprotein, welches von der fetalen Leber
und dem Dottersack produziert wird. Nach der Geburt sinken die Serumwerte auf <
10 ng/ml. HCC koénnen zur Erhéhung der Werte fuhren, ebenso viele weitere
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Faktoren wie beispielsweise extrahepatische Tumore wie Adenokarzinome des
Magens oder Bronchialkarzinome und die akute und chronische Hepatitis. 30% der
malignen hepatozellularen Lebertumore fihren allerdings nicht zu einer Erhéhung
des Tumormarkers. Die AFP-Werte sind haufiger bei durch eine Virushepatitis
bedingten Leberkarzinomen erhoht als bei alkoholbedingten Tumoren. Der positive

Vorhersagewert liegt bei 9 - 32%.

Zur histopathologischen Abgrenzung der anderen primaren Lebertumore, wie der
cholangiozellularen Karzinome, ist die Anwendung eines Cholangiozyten-typischen
Marker-Panels (v.a. K-7, K-19, Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA 19-9)) hilfreich.
Findet sich jedoch eine Expression des K-19 in mehr als 10% der Tumorzellen bei
einem HCC, wird dies als unabhangiger negativer Prognosefaktor gewertet.
Insbesondere zur Abgrenzung gegenuber benignen Veranderungen der Leber kann
eine Markerkonstellation, die eine bestehende Zelltransformation signalisiert, die
Diagnose des Leberkarzinoms unterstitzen. Dafir werden die Glutaminsynthetase
(GS), Glypican 3 und das Hitzeschockprotein 70 (HSP70) untersucht. Die Sensitivitat
betragt 70% und die Spezifitat 100%, falls 2/3 der Marker (GS, Glypican 3, HSP70)

positiv ausfallen.

Um das Ausmal und einen eventuellen Gefalkeinbruch des Tumors abschatzen zu
konnen, sollte jedes HCC mit einem kontrastmittelverstarkten Schnittbildverfahren
beurteilt werden. Tritt das Leberkarzinom multifokal auf oder hat man den Verdacht
auf einen Gefalieinbruch, sollten extrahepatische Metastasen abgeklart werden.
Dafur wird ein Thorax-CT empfohlen. Zur Abklarung von Metastasen, die
intrahepatisch liegen konnten, sollte ein Kontrastmittel-MRT eingesetzt werden
(Bussar-Maatz et al. 1993, Kaiser et al. 2003, Albrecht 2008, Kolligs et al. 2010,
AWMFonline 2013, Czauderna et al. 2017, Herold 2018).

2.1.4. Klassifikation

Als Grundlage zur Prognoseabschatzung und Therapieentscheidung wird die
Barcelona-Clinic-Liver-Cancer (BCLC)-Klassifikation herangezogen. Sie
berucksichtigt das Tumorstadium (pTNM-Klassifikation), die Leberfunktion (Child-
Pugh-Score) und die korperliche Leistungsfahigkeit des Patienten (Eastern

Cooperative Oncology Group). Beim Child-Pugh-Score werden Punkte in
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Abhangigkeit von der Hohe der Albumin-, Bilirubin- und Quick-Werte im Serum
vergeben. Aullerdem gibt es Punkte bei Aszites oder einer Enzephalopathie
(Czauderna et al. 2017, Herold 2018).

2.1.5. Therapie und Prognose

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit konnte in den letzten Jahren signifikant gesteigert
werden, was zum einen auf der vermehrten Detektion des hepatozellularen
Karzinoms im fruhen Stadium beruht und zum anderen auf der starkeren Nutzung
kurativer Methoden. Ohne Therapie betragt das mediane Uberleben allerdings nur 1 -
8 Monate (Albrecht 2008, Njei et al. 2015).
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Abb. 3: BCLC-Klassifikation, Behandlungsstrategien und Prognose des hepatozellularen
Karzinoms. 5-JUR: 5-Jahres-Uberlebensrate, HCC: hepatozelluldres Karzinom, MU:
medianes Uberleben, PEl: perkutane Ethanolinjektion, PST: Performance-Status, RFA:

Radiofrequenzablation, TACE: transarterielle Chemoembolisation (Czauderna et al. 2017)
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Die tatsachliche Behandlung weicht haufig von den Leitlinien ab und variiert weltweit
je nach Region und entsprechender Expertise. Das liegt zum einen an der
unterschiedlichen Verfligbarkeit von Ressourcen und zum anderen an der
unzureichenden Datenlage zu den zum Teil sehr unterschiedlichen
Therapiestrategien. Die optimale Therapie sollte in interdisziplinarer Zusammenarbeit
entwickelt werden. Dafiur gilt es die TumorgrolRe, das Befallsmuster, die
Leberfunktion und den Allgemeinzustand zu bertcksichtigen. Supportiv sollten
Patienten mit einem hepatozellularen Karzinom in jedem Stadium dazu motiviert
werden Sport zu treiben und es sollte einer Mangelernahrung entgegengewirkt
werden. Aulierdem sollte ihnen die Moglichkeit einer Anschlussheilbehandlung, von
RehabilitationsmaRnahmen und  professioneller  psychischer  Unterstitzung
angeboten werden. Die verschiedenen Behandlungsmoglichkeiten je nach

entsprechendem Stadium sind in Abbildung 3 dargestellt.

Friihstadium (BCLC 0/A)

Patienten mit und ohne Leberzirrhose, gutem Allgemeinzustand, mit erhaltener
Leberfunktion und geringer Tumorausdehnung lassen sich dem Friahstadium
zuordnen. Die 5-JahresiUberlebensrate betragt 40 - 70%. Ein potenziell kurativer
Ansatz ist moglich. Leider wird nur ein geringer Teil der Tumorpatienten in diesem
Stadium erkannt. Zu den therapeutischen Moglichkeiten zahlen die chirurgische

Resektion, die orthotope Lebertransplantation und die lokale Ablation.

Eine Resektion kann bei Patienten mit Leberzirrhose ohne portale Hypertension und
mit normalem Bilirubin, entsprechend einem Child-Pugh-Stadium A, angestrebt
werden. Therapie der Wahl ist sie bei resektablen HCC ohne Leberzirrhose. Eine
ausreichende Parenchymreserve der Leber muss vorhanden sein und die
Moglichkeit zur RO-Resektion. Limitiert wird diese Therapiemdglichkeit durch die
Tumorausdehnung, die Tumorlokalisation sowie durch eine bestehende Zirrhose und
deren Komplikationen, wie z.B. einem Pfortaderverschluss oder entstandene
ausgepragte Umgehungskreislaufe. Die 30-Tagesmortalitdt nach Operation liegt bei
1 - 24%, wobei die meisten Patienten an einem postoperativen Leberversagen
versterben. Nach funf Jahren leben noch 50% der operierten Patienten. Allerdings

geht die Methode mit einer hohen Rezidivrate von 70% einher, was an der bereits
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bestehenden intrahepatischen Mikrometastasierung bei Diagnosestellung liegt. Auch
ist es maglich, dass neue Tumore aufgrund der fortbestehenden Leberzirrhose

entstehen konnen. Prinzipiell konnen diese erneut reseziert werden.

Die orthotope Lebertransplantation ist fur Patienten mit einer Leberzirrhose und
einem HCC und bei Erflllen der Mailand-Kriterien das Mittel der Wahl. Innerhalb
dieser Kriterien liegt ein Herd < 5 cm oder bis zu drei Herde mit jeweils < 3 cm. Eine
makroskopische Gefalinvasion und eine extrahepatische Manifestation durfen nicht
vorliegen. Die Rezidivrate liegt bei unter 15% und die 5-Jahresuberlebensrate bei
70%. Vergleichbare Uberlebensraten finden sich auch bei Transplantationspatienten
ohne HCC. Die bessere Prognose und die geringeren Rezidivraten nach einer
Lebertransplantation sind darauf zurtckzufuhren, dass nicht nur der maligne Tumor
entfernt wird, sondern auch die Leberzirrhose und eventuell unentdeckte
mikroskopisch kleine intrahepatische Metastasen. Allerdings mussen die
Transplantierten lebenslang immunsuppressive Medikamente einnehmen, um das
Abstolien des Organs zu verhindern. Daher steigt das Risiko fur Infektionen und die
Inzidenz von De-novo-Malignomen. Aufgrund von langen Wartezeiten von uber 12
Monaten auf die Spenderorgane kann es passieren, dass Patienten durch einen
Progress des Tumors aus den Mailand-Kriterien herausfallen. Patienten mit einer
voraussichtlichen Wartezeit von Uber 6 Monaten erhalten deswegen meist eine
Bridging-Therapie, bestehend aus lokoregionaren Therapieverfahren oder einer

chirurgischen Resektion. Die Lebendspende ist in Deutschland weniger verbreitet.

Zu den am besten untersuchten und am haufigsten verwendeten lokalen
Ablationsverfahren zahlt die Radiofrequenzablation (RFA). Sie findet Anwendung
insbesondere bei bestehenden Kontraindikationen gegen eine Resektion oder eine
Transplantation. Uber Nadelelektroden wird Wechselstrom in den Tumor appliziert,
der sich dann auf Temperaturen von 60 - 105 Grad Celsius erhitzt. Aufgrund der
Denaturierung von Proteinen und dem Verschluss kleiner Gefale kommt es zu einer
Koagulationsnekrose. Die zu behandelnden Herde sollten nicht gréRer als 4 - 5 cm
sein. Bei Herden < 2 cm ist diese Methode in Bezug auf die Rezidivrate mit den
Ergebnissen einer Resektion vergleichbar. Allerdings ist bei groBeren Herden die
RFA mit einem hdheren Rezidivrisiko bei niedrigeren Komplikationsraten assoziiert
und es sollte zur Senkung der Rezidivrate eine transarterielle Chemoembolisation
angeschlossen werden. Da die RFA mit hoherer Effektivitat zur Tumordestruktion
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fuhrt, verdrangte sie in den letzten Jahren zunehmend auch die perkutane

Ethanolinjektion.

Zu den neueren lokalen Therapieverfahren zahlen weiterhin die Mikrowellenablation
und die irreversible Elektroporation. Letztere fuhrt durch alternierende elektrische
Felder zu einer irreversiblen Zellwandschadigung und somit zur Apoptose. Der
Vorteil von diesem Verfahren liegt in der Moglichkeit der Behandlung von

gefallnahen Tumoren.

Adjuvante Therapiemaoglichkeiten haben sich im Fruhstadium der Erkrankung noch
nicht etabliert. Jedoch sollten alle 3 - 6 Monate Nachsorgeuntersuchungen
durchgefuhrt werden (Albrecht 2008, Kolligs et al. 2010, AWMFonline 2013,
Czauderna et al. 2017).

Intermediarstadium (BCLC B)

Patienten dieses Stadiums sind in der Regel asymptomatisch und weisen einen
groen Tumor oder eine multinodale Tumorausbreitung auf, jedoch ohne
makroskopische Gefallinvasion oder Manifestationen aulerhalb der Leber. Sie
erfullen  nicht mehr die Mailand-Kriterien.  Aussichten auf kurative
Therapiemoglichkeiten bestehen nicht. In diesem Stadium finden transarterielle
Malnahmen Anwendung wie die transarterielle Chemoembolisation (TACE) oder die
Radioembolisation, die sich die Versorgung des Tumors durch die A. hepatica zu
Nutze machen. Durch die Nutzung ersterer Methode konnte die Lebenserwartung in

diesem Stadium von 16 auf 20 - 22 Monate verlangert werden.

Die TACE ist die Methode der Wahl im Intermediarstadium, wird aber auch in
friheren oder auch fortgeschritteneren Stadien eingesetzt. Dabei werden in die
tumorversorgenden Arterien Chemotherapeutika wie Doxorubicin, Cisplatin oder
Mitomycin injiziert, manchmal mit der Tragersubstanz Lipiodol als Kontrastmittel,
wodurch das arterielle Gefal® okkludiert. AnschlieBend wird meist zusatzlich das
Embolisat Gelatine verabreicht, wodurch eine Embolisation des GefalRes fur zwei
Wochen erreicht wird. Als Hauptfaktor fir das Ansprechen der Therapie wird die
Embolisation angesehen, die Behandlung mit dem Chemotherapeutikum scheint
dabei fur die Wirkung eher zweitrangig zu sein. Als haufige Nebenwirkung wird das

sogenannte Postembolisationssyndrom beobachtet, mit abdominellen Schmerzen,
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Fieber und erhOhten Transaminasen, welches 60 - 80% der Behandelten betrifft.
Seltener treten ein Aszites, ein Leberversagen, Blutungen im gastrointestinalen
Trakt, ein Nierenversagen, eine Enzephalopathie und Leberabszesse auf. Dieses
konventionelle Verfahren wurde in den letzten Jahren mit Hilfe der drug-eluting
beads weiterentwickelt. Dabei werden Doxorubicin-beladene Mikrospharen injiziert.
Dieses Vorgehen reduziert die Toxizitat durch das Chemotherapeutikum, da der Stoff
langsamer und selektiver freigesetzt werden kann. Im Vergleich zur TACE wurde mit
dieser Methode eine hohere Rate an Fallen mit komplettem und objektivem
Ansprechen sowie einer Krankheitsstabilisierung verzeichnet. Vor allem bei
fortgeschrittener Erkrankung konnte man einen signifikanten Anstieg des
Ansprechens auf die Therapie verzeichnen. Kontraindikationen fir die transarterielle
Chemoembolisation sind ein Child-Pugh-Stadium C, eine Pfortaderthrombose oder
nichtverschlielbare arteriovendse Fisteln. Eine Grundvoraussetzung fir die
Anwendung ist der Nachweis von vitalem Tumorgewebe. Das Verfahren kann
grundsatzlich mehrfach angewendet werden. Sollte jedoch nach zwei erfolgten
Behandlungen keine Besserung zu verzeichnen sein, kommen alternative

Therapiemoglichkeiten wie beispielsweise die Radioembolisation eher in Betracht.

Die Wirkung dieses Verfahrens beruht auf einer interstitiellen Hochdosis-
strahlentherapie und einer arteriellen Mikroembolisation. Dabei wird in die
tumorversorgenden Gefalte 90-Yttrium, ein Beta-Strahlen emittierendes Isotop mit
einer Halbwertszeit von 64,2 h, gekoppelt an Glas- oder Kunstharzpartikel, appliziert.
Aufgrund der geringen Partikelgrof3e okkludieren die Gefalte nicht vollstandig. Es
kommt dennoch zu einer Abnahme der Durchblutung des HCC und zu einer
Reduktion der Vitalitdt der Tumorzellen. Diese Methode eignet sich daher besonders
bei diffuser intrahepatischer Tumorlast. Sie Iasst sich aullerdem auch bei Patienten
mit Pfortaderthrombose durchfihren. Vor der Malnahme sollte man mittels
Angiografie und anschlieRender Szintigrafie einen signifikanten hepatopulmonalen
Shunt und einen aberranten Blutabfluss in den Gastrointestinaltrakt ausschlief3en, da
diese als absolute Kontraindikationen gelten. Kleine aberrante Gefalle kénnen vor
der Therapie verschlossen werden. Einzelne Patienten wurden nach der Anwendung
dieses Verfahrens sekundar resektabel (Kolligs et al. 2010, AWMFonline 2013,
Czauderna et al. 2017).
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Fortgeschrittenes Stadium (BCLC C)

In diesem Stadium sind die therapeutischen Malnahmen aufgrund von
makroskopischer Gefallinvasion oder extrahepatischer Manifestation eingeschrankt.
Es geht mit einer Uberlebensrate von weniger als 50% nach einem Jahr einher.
Zudem gilt das HCC als Chemotherapie-resistenter Tumor. Doxorubicin wurde lange
Zeit als Standardsubstanz verwendet. Jedoch zeigte es eine hohe Toxizitat und eine
geringe Ansprechrate von maximal 20%. Die erste effektive Systemtherapie wurde
mit dem Tyrosinkinasehemmer Sorafenib Ende 2007 gefunden. Dieser fuhrt zu einer
Hemmung der Raf-1- und B-Raf-Kinasen und der Tyrosinkinasen VEGFR und
PDGFR, was mit einer Verminderung der Zellproliferation und Neoangiogenese
einhergeht. Im Child-Pugh-Stadium A konnte mit dem Medikament ein signifikanter
Uberlebensvorteil festgestellt werden. Das Uberleben konnte dabei von 7,9 auf 10,7
Monate gesteigert werden und das progressionsfreie Uberleben von 2,8 auf 5,5
Monate. Regelmalig kommt es zu einer Krankheitsstabilisierung mit abnehmender
Vaskularisierung des Tumors. Seltener sind partielle Remissionen und Komplett-
remissionen wurden bisher nur in Fallberichten beschrieben. Im Child-Pugh-Stadium
B fiel der Uberlebensvorteil eher gering aus, so dass eine Therapie individuell
abgewogen werden muss. Im Child-Pugh-Stadium C sollte keine Systemtherapie
durchgefuhrt werden. Kommt es trotz Sorafenib-Therapie zu einer Progression sollte
eine bestmogliche supportive Therapie erfolgen. Nach Versagen lokoregionarer
Verfahren kann der Tyrosinkinaseinhibitor auch im BCLC-Stadium B eingesetzt
werden. Zu den Nebenwirkungen zahlen das palmar-plantare Erythrodysasthesie-
Syndrom, Diarrhéen und eine arterielle Hypertonie. Durch die Gabe von
Antihypertensiva, Loperamid und einer prophylaktischen Hautpflege sind diese
Nebenwirkungen aber gut behandelbar. Weitere unerwunschte Wirkungen sind ein
Haarausfall, eine Heiserkeit, Asthenie, ein Gewichtsverlust, eine Verschlechterung
der Leberfunktion und Hypothyreosen. Selten kann es auch zur Perforation von
Hohlorganen kommen. So wurde ein Fall mit Osophagusperforation und Mediastinitis
mit Todesfolge beschrieben. Mittlerweile sind mit Lenvatinib weitere Medikamente
derselben Substanzklasse fir die Erstlinientherapie und mit Regorafenib und
Cabozantinib fur die Zweit- und Drittlinientherapie durch die FDA zugelassen. Sie
genehmigte daruber hinaus auch einen monoklonalen Antikérper (Ramucirumab) als
Zweitlinientherapie sowie Anti-PD-1/PD-L1-Antikérper (Kolligs et al. 2010,

AWMFonline 2013, Czauderna et al. 2017, Graziadei 2020, Donisi et al. 2021).
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Endstadium (BCLC D)

Dieses Stadium zeichnet sich durch eine deutlich eingeschrankte Leberfunktion aus.
Die Mailand-Kriterien werden nicht erflllt. Die Behandlung sollte rein symptomatisch
erfolgen. Die Patienten haben noch etwa 3 - 4 Monate zu leben (AWMFonline 2013,
Czauderna et al. 2017).

2.1.6. Screening und Pravention

Fur die Entstehung eines HCC gibt es eindeutig identifizierte Risikofaktoren. Im
frihen Tumorstadium kann man mit kurativen Therapieoptionen gute langfristige
Ergebnisse erzielen. Daher ist das Karzinom fir Screeningprogramme prinzipiell
geeignet (Albrecht 2008). Bisher werden allerdings lediglich 30% der Diagnosen in
einem Stadium mit kurativer Therapiemdglichkeit gestellt. Deswegen sollten
Hochrisikopatienten mit  Mdoglichkeit zur kurativen HCC-Therapie einer
Friherkennungsuntersuchung zugefiihrt werden. Zu diesen Patienten zahlen
Patienten mit Leberzirrhose, chronischer Hepatitis-B/C-Infektion, fortgeschrittener
Fibrose und einer Fettleberhepatitis. Auch nach Uberstandener Virushepatitis sollten
Friherkennungsuntersuchungen fortgefuhrt werden, denn auch hier besteht
weiterhin das Risiko flur die Entwicklung eines malignen Lebertumors.
Hochrisikopatienten sollten halbjahrlich eine Ultraschall-Untersuchung bekommen.
Biomarker wie das AFP werden von den meisten Leitlinien nicht mehr als
Screeningtest empfohlen, jedoch teilweise dennoch durchgefihrt, um bei einem

Anstieg weitere diagnostische Mallnahmen zu veranlassen (Czauderna et al. 2017).

Vor dem Hintergrund der Kenntnis der Risikofaktoren sollte auch primar- und
sekundarpraventiv vorgegangen werden. Eine strikte Alkoholkarenz ist bei
Lebererkrankungen geboten. Auch sollte eine HBV-Impfung durchgefiihrt werden.
Weltweit sind immer noch 270 Millionen Menschen mit Hepatitis B infiziert. Das sind
ungefahr 5% der Bevdlkerung. Sekundarpraventiv sollte bei Patienten mit
chronischen Lebererkrankungen die zugrundeliegende Erkrankung behandelt
werden, um eine Progression zu verhindern. Eine Gewichtsreduktion kann helfen,
das Fortschreiten einer NASH zu vermeiden. Das HCC-Risiko wird bei Patienten mit
nicht-insulinabhangigem Diabetes mellitus durch die Behandlung mit Metformin
reduziert (AWMFonline 2013, Zhu et al. 2016).
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2.2. Cholangiozellulares Karzinom

2.2.1. Definition

Nach dem HCC ist das cholangiozellulare Karzinom (CCC) der zweithaufigste
primare Tumor der Leber mit einem Anteil von 10 - 25% an allen Lebertumoren.
Insgesamt zahlt man 3% der gastrointestinalen Tumore zu den CCC. Das Karzinom
entsteht aus entarteten Cholangiozyten, wobei es sich mehrheitlich um
Adenokarzinome handelt. Anatomisch lasst sich das Karzinom in intrahepatisch
(iCCC) und extrahepatisch (perihilar und distal) (pCCC; dCCC) gelegene Tumore
unterteilen, wobei der Begriff ,Klatskin-Tumor® gerne fur die perihilar gelegenen
cholangiozellularen Tumore verwendet wird. Auch der Gallenblasentumor gehért zu
der Gruppe dazu. Es ist wichtig, diese Unterscheidung zu treffen, da sich die
Symptomatik und Therapie zwischen diesen Gruppen unterscheiden kann (Wengert
et al. 2015, Zender und Malek 2016, Jodicke et al. 2020).

2.2.2. Epidemiologie und Risikofaktoren

Auch wenn das CCC mit 1% aller malignen Karzinome ein seltener Tumor ist, so
stellt es doch laut einer Studie in England und Wales die haufigste Ursache fur
Todesfalle durch primare Lebertumore dar. In Deutschland erkranken jahrlich etwa
8000 Menschen an diesem Karzinom. Das entspricht etwa 1,7% aller
Krebsneuerkrankungen, wobei eine steigende Tendenz vorhergesagt wird. Manner
sind etwas haufiger betroffen als Frauen. Auch die Mortalitat ist steigend. Die 5-
JahresUberlebensrate liegt zwischen 10 und 17%, wobei deutliche geografische
Unterschiede bestehen. Wahrend die Inzidenzen in der westlichen Welt bei 1 -
3/100.000 Einwohner liegen, zeigen sich zwei andere Extreme in Thailand mit
113/100.000 Einwohner und in Australien mit 0,1/100.000 Einwohner. In Teilen
Thailands ist das iCCC fir 80% der primaren Lebertumore verantwortlich. Beim
extrahepatischen cholangiozellularen Karzinom sind die regionalen Unterschiede
geringer ausgepragt. In den letzten 30 Jahren wurde ein 15facher Anstieg der CCC-
Inzidenzen beobachtet, was auch an der Anderung der Altersstruktur liegen kann.
Insbesondere die Inzidenz des iCCC steigt nach verschiedenen internationalen
Studien an, wohin hingegen die Inzidenz und Mortalitdt des dCCC sinken. Allerdings
sind die Zahlen nicht so eindeutig. Studien aus Frankreich und Danemark ergaben,
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dass auch die Inzidenz der iCCC sinkt. Ein Grund fur diese unterschiedlichen
Angaben kénnte neben landerspezifischen (Gegebenheiten auch eine
Fehlklassifizierung der verschiedenen CCC aufgrund der Komplexitat der
Klassifizierung und der zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgten ICD-Anderungen
sein. 91% aller pCCC sollen laut einer Studie aus den USA von 1992 bis 2002
inkorrekt als iCCC Kklassifiziert worden sein. Nichtsdestotrotz muss insgesamt
insbesondere in der westlichen Welt von einem Anstieg der gesamten CCC-Falle
ausgegangen werden. In den asiatischen Landern erscheint die Neuerkrankungsrate
dagegen im Wesentlichen unverandert. Im Mittel betragt das Alter bei
Diagnosestellung 65 Jahre. 23% der Tumore sind Gallenblasenkarzinome, 36%
liegen intrahepatisch und 41% extrahepatisch, hierzu zahlen die perihilaren und
distalen Tumore. Frauen erkranken deutlich haufiger an Tumoren der Gallenblase,
wohingegen Manner etwas haufiger von Karzinomen der Gallengange betroffen sind
(Zender und Malek 2016, Vogel und Saborowski 2017, DGHO 2019, Goeppert
2020).

Eine Zunahme der iCCC-Zahlen lasst sich zum einen auf verbesserte diagnostische
Méoglichkeiten zurtickfihren, aber auch durch eine gleichzeitige Zunahme der
Leberzirrhose-Falle erklaren, wobei die Leberzirrhose einen unabhangigen
Risikofaktor darstellt. Jedoch ist die Entstehung von CCC deutlich seltener auf eine
Leberzirrhose zurtckzufuhren als die von HCC. Am haufigsten findet sich das
cholangiozellulare Karzinom in einer nichtzirrhotischen Leber. Die meisten
cholangiozellularen Tumore entstehen sporadisch, d.h. ohne klar erkennbare
Risikofaktoren. Nur etwa 30% der Tumore sind mit pradisponierenden Faktoren
assoziiert. Der bekannteste von ihnen ist die primar sklerosierende Cholangitis
(PSC), mit einem kumulativen Lebenszeitrisiko insbesondere flr das extrahepatische
CCC von 10 - 15%. Die Zeit zwischen der Diagnose einer PSC und der Entwicklung

eines Karzinoms betragt durchschnittlich nur zweieinhalb Jahre.

Weitere Faktoren sind die alkoholische Hepatopathie, die Fettleberhepatitis, eine
Porzellangallenblase und kongenitale Anomalien des biliaren Trakts wie das Caroli-
Syndrom. Auch eine chronische Hepatitis-C-Infektion, das Alter, bilidare Adenome,
Polypen und Papillome, ein chronischer Tragerstatus fur Salmonella Typhimurium
und eine Exposition gegentuber dem Kontrastmittel Thorotrast, welches mittlerweile

nicht mehr verwendet wird, konnen zur Entwicklung beitragen. Zystische
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Gallengangsveranderungen sowie eine Choledocholithiasis zahlen ebenso zu den
pradisponierenden Faktoren. Weniger gut etablierte, aber wahrscheinliche
Risikofaktoren sind die Adipositas, ein Diabetes mellitus, Alkoholkonsum,

Zigarettenrauchen und eine chronisch-entzindliche Darmerkrankung.

Speziell in den Landern, in denen die Pravalenz des CCC besonders hoch ist, wie in
Thailand oder in anderen ostasiatischen Landern, wird die endemische Verbreitung
von chronischen Infektionen mit Parasiten wie mit dem chinesischen Leberegel
Clonorchis sinensis fur die Entstehung von CCC verantwortlich gemacht. Der Parasit
wird durch den Verzehr von rohem oder eingelegtem Fisch aufgenommen (Zender
und Malek 2016, Vogel und Saborowski 2017, Lurje et al. 2018, DGHO 2019,
Goeppert 2020, Jodicke et al. 2020).

2.2.3. Symptome und Diagnostik

Im frlhen Stadium aufert sich die Erkrankung meist mit keinerlei Symptomatik,
weswegen ein Grofteil der Patienten erst in einem spateren Stadium diagnostiziert
wird. Auf einen fortgeschrittenen Verlauf mit bereits bestehender cholestatischer
Obstruktion deutet die Trias aus Cholestase mit schmerzlosem lkterus, abdominellen
Schmerzen und Gewichtsverlust hin. Als Komplikation der Cholestase kann es im
weiteren Verlauf zu einer Cholangitis bis hin zur Cholangiosepsis kommen. Beim
iCCC tritt die Cholestase jedoch nicht regelhaft auf, so dass die Verdachtsdiagnose
hier haufig aufgrund einer Bildgebung aus anderen Grinden gestellt wird. Weitere
mogliche Symptome sind Erbrechen, Ubelkeit, Inappetenz, Fatigue und Aszites.
Manchmal kann eine Raumforderung im rechten Oberbauch getastet werden, welche
in Kombination mit einem schmerzlosen lkterus als Courvoisier-Zeichen bezeichnet
wird. Ein rechtsseitiger Oberbauchschmerz ware eher fir das iCCC typisch (Kubicka
2004, Herold 2018 , Lurje et al. 2018, DGHO 2019, Jodicke et al. 2020).
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Abb. 4: Moglicher Algorithmus zur Differenzierung bilidrer Strikturen. a) Zusatzlich
Blrstenabstrich, fluoroskopische Biopsie, Nadelaspiration, Flissigkeitsaspiration. CLE:
Konfokale Laserendomikroskopie, CT: Computertomografie, ERCP: endoskopische
retrograde Pankreatikografie, EUS-FNA: endoskopischer Ultraschall mit Feinnadelaspiration,
FISH: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, IDUS: intraduktaler Ultraschall, MRCP:
Magnetresonanzcholangiopankreatikografie, MRT: Magnetresonanztomografie, SOC:

Single-operator-Cholangioskopie, US: Ultraschall (Zender und Malek 2016)

Wird eine Raumforderung in einer zirrhotischen Leber detektiert, sollte erst einmal
eine Unterscheidung zwischen einem HCC und einem CCC vorgenommen werden.
Im Gegensatz zu den hepatozellularen Karzinomen weisen Tumore des
Gallentraktes eine zunehmende Aufnahme des Kontrastmittels in der arteriellen und

der venosen Phase auf.

Die Methode der ersten Wahl sind bildgebende Verfahren mit Kontrastmittel zur
Abklarung des klinischen Verdachts. Das primare Diagnoseverfahren ist meist die
Sonografie. Der haufigste Befund bei einem CCC ist die Cholestase. Die Gallenwege
zeigen sich dabei sonografisch echoarm bis echofrei, mit echoreichen Wandreflexen,
wobei ein sogenanntes ,Doppelflintenphanomen® aufgrund des parallelen Verlaufs
mit den Asten des Pfortadersystems detektiert werden kann. Doppler- oder

duplexsonografisch lasst sich Uber den gestauten Gallenwegen kein Fluss
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ausmachen. Intrahepatische CCC imponieren diffus wachsend, echoarm bis
echogleich oder echokomplex. Schwieriger zu erkennen sind die perihilar oder distal
gelegenen Tumore. Haufig vereinigen sich dabei linke und rechte erweiterte
Gallengange nicht und es finden sich Wandverdickungen mit polypoiden

intraluminalen Strukturen.

Auch wenn das CT die Tumorausbreitung teilweise nicht prazise erfassen kann, ist
es dennoch dem Ultraschall mit einer hoheren Sensitivitat Uberlegen. Die Zahl der
Fehldiagnosen ist bei letzterem deutlich hoher. Das CT eignet sich auRerdem sehr

gut zur Detektion fernmetastasierter Tumore.

Den Goldstandard zum Nachweis von CCC stellt allerdings das MRT mit
Kontrastmittel dar. Die anatomischen Verhaltnisse und die intrahepatischen
Metastasen lassen sich gut mit diesem bildgebenden Verfahren detektieren. Mithilfe
der MR-Angiografie kann auch die Infiltration der GefalRe dargestellt werden,
wohingegen  sich  die Infiltration der Gallgengdange gut mit der
Magnetresonanzcholangiopankreatikografie (MRCP) zeigt. Dennoch sollte flr eine

vollstandige Diagnostik nach dem MRT anschlieend ein CT durchgefihrt werden.

Fir weiter distal und extrahepatisch gelegene Obstruktionen, hilare
Raumforderungen, Auffalligkeiten der Gallenblase und der regionalen Lymphknoten
bietet sich die endoskopische Sonografie an. Im Rahmen dieser Methode ist es
ebenso mdglich, Biopsien zu entnehmen. Die Sensitivitat ist hoch, der negative
Pradiktionswert dagegen niedrig. Sobald eine Malignitat histologisch bestatigt wurde,

sollte an die Chirurgen und Onkologen Uberwiesen werden.

Die endoskopische retrograde Pankreatikografie (ERCP) und der endoskopische
Ultraschall (EUS) sollen vor allem bei nicht eindeutigen Fallen verwendet werden.
Insbesondere bei Patienten mit hochgradigem Verdacht auf ein CCC, aber ohne
Cholestase, sollte auf eine invasive Diagnostik verzichtet und die Indikation zur
chirurgischen Exploration grof3zigig gestellt werden. Bei eindeutigem klinischen und
bildgebenden Befund bei resektablem Tumor ist eine praoperative histologische
Sicherung nicht notwendig (Zender und Malek 2016, DGHO 2019, Roderburg et al.
2019).

Bei Verdacht auf ein intrahepatisches cholangiozellulares Karzinom, das primar nicht

resektabel ist, sollte eine perkutane CT- oder ultraschallgesteuerte Biopsie
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standardmafig durchgefuhrt werden. Auch nach mehrmaliger Biopsie lasst sich die
Diagnose nicht immer sichern. Die weiter distal gelegenen pCCC und dCCC kdénnen
mit einem Burstenabstrich wahrend einer ERCP-Untersuchung histologisch gesichert
werden. Die Sensitivitat der Methode ist mit unter 50% relativ schlecht. Man kann sie
auf bis zu 70% beim dCCC erhdhen, indem man Burstenzytologie und Biopsie
kombiniert anwendet. Die transpapillare Cholangioskopie gewinnt immer mehr an
Bedeutung. Studien konnten bereits belegen, dass eine bessere Unterscheidung von
benignen und malignen Strikturen moglich und eine hohere Erfolgsrate der Biopsien
zu verzeichnen ist. Ein moglicher diagnostischer Pfad ist in der Abbildung 4

dargestellt.

Bei iCCC sollte auch immer die Maoglichkeit von intrahepatischen Metastasen
bedacht werden. Eine diagnostische Koloskopie und Gastroduodenoskopie sollte bei
Verdacht auf extrahepatische Metastasten zusatzlich durchgefihrt werden (Kubicka
2004, Zender und Malek 2016, Jodicke et al. 2020).

Der am haufigsten verwendete Tumormarker CA 19-9 kann in Kombination mit
Ultraschall- oder MRCP-Untersuchungen zur Uberwachung von PSC-Patienten
eingesetzt werden. Der Tumormarker sollte allerdings immer erst nach einer
Entlastung des Gallengangssystems bestimmt werden, da auch ein Galleaufstau
sowie eine bakterielle Cholangitis zu einer Erh6hung des Wertes fuhren konnen. Auf
eine bereits fortgeschrittene Erkrankung weisen Werte von > 1000 U/ml hin. Bei 10%
der Bevolkerung eignet sich CA 19-9 nicht als Tumormarker, da sie kein Lewis-
Antigen exprimieren und somit den Tumormarker nicht bilden kénnen. Ein weiterer
recht verbreiteter Marker ist das CA 125, welches bei 65% aller Patienten mit einem
cholangiozellularen Tumor zu finden ist. Allerdings kann auch ein
Leberparenchymschaden zu einer Erhohung des Wertes fuhren (Kolb et al. 1997,
Zender und Malek 2016).

2.2.4. Klassifikation

Alle CCC, die proximal der Gallenwege liegen, bezeichnet man als intrahepatisch.
Perihilar sind diejenigen Karzinome, die zwischen den Gallenwegen und der
Einmindung des Ductus cysticus in den Ductus hepaticus communis wachsen. Zu

den distalen cholangiozellularen Tumoren zahlen alle, die sich zwischen der
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Muindung des Ductus cysticus und der Ampulla Vateri befinden. Im klinischen Alltag
wird zur Beschreibung der Langsausdehnung von pCCC im Gallenwegssystem
haufig die Bismuth-Corlette-Klassifikation verwendet. Sie eignet sich fur die
Beschreibung des Ausmalles der Infiltration der Hepatikusgabel, reicht aber fur die
Beurteilung der Resektabilitat allein nicht aus. Darum sollte zusatzlich ein
kontrastmittelbasiertes Schnittbild angefertigt werden. Zur Abschatzung der
Prognose eignen sich allerdings modernere Klassifikationen wie die von DeOliveira
und Kollegen besser. Darin werden die Tumorgrofle, die Ausdehnung in den Ductus
hepaticus communis, die Infiltration der A. hepatica oder der Pfortader, der
Tumorbefall der ortsstandigen Lymphknoten, das Vorliegen von Fernmetastasen und
die Lebermasse, die nach der Resektion verbleibt, bertcksichtigt. Die Ausdehnung
des Primartumors und die Metastasierung wird auf Basis der UICC/AJCC-TNM-
Klassifikation beschrieben (Zender und Malek 2016, DGHO 2019).

2.2.5. Therapie und Prognose

Fir Patienten mit infrahepatischem cholangiozelluldaren Karzinom, gutem
Allgemeinzustand und einem potenziell resektablen Tumor sollte die radikale
chirurgische Resektion als kurativer Therapieansatz in Betracht gezogen werden. Sie
ist die Behandlung der Wahl, aber lediglich bei 25 - 35% aller Patienten mdglich.
Dabei wird eine Segmentresektion, eine Hemihepatektomie oder eine erweiterte
Hemihepatektomie durchgefuhrt. Der Vorteil einer intraoperativen lokalen
Lymphadenektomie konnte in Studien noch nicht bewiesen werden, sie wird aber von
den meisten Autoren dennoch empfohlen. Kontraindikationen flir eine Resektion
konnten eine bilaterale oder multifokale Manifestation und Komorbiditaten sein.
Gallefisteln, intraabdominelle Abszedierungen und eine Leberinsuffizienz kdnnen als
perioperative Komplikationen auftreten. Das mittlere krankheitsfreie Uberleben nach
einer Resektion betragt nur 26 Monate, die 5-JUR liegt bei 26%. Bei 60 - 65% der
Patienten kommt es zu einem Rezidiv. Bekannte Faktoren fur eine schnelle
Wiedererkrankung sind ein R1-Resektionsstatus, eine lymphogene Metastasierung,
mehrere intrahepatische Tumore, eine Leberzirrhose sowie eine bereits stattgehabte
vaskulare Invasion und ein schlechter Differenzierungsgrad des Tumors. Liegt der
wiederaufgetretene Tumor ausschlie8lich intrahepatisch, sollte, um das das beste
Langzeitiberleben zu erzielen, erneut operativ reseziert werden. Von einer
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Lebertransplantation profitieren Patienten mit iCCC laut alteren Studien nicht, da der
Tumor frih in die Lunge metastasiert und eine hohe intrahepatische Rezidivrate
aufweist. Eine aktuelle spanische Registerstudie konnte nun aber einen klaren
Uberlebensvorteil fir solitére, kleine (< 2 cm) iCCC aufzeigen. Die Transplantation
bleibt also ein kontrovers diskutiertes Thema. Ein anderes lokoregionares Verfahren,
die Radiofrequenzablation, stellt hingegen fiur Patienten mit eingeschrankter
Leberfunktion oder Patienten, bei denen eine vollstdndige Resektion nicht
durchfuhrbar ist, eine gute mogliche Therapieoption dar. Sie ist allerdings nur bei
Tumoren bis zu einer Grolke von 3 cm effektiv und fuhrt zu einer 3-
JahresUberlebensrate von 40 - 50%. Befinden sich die Karzinome in der Nahe von
grolken Gefalden oder wachsen subkapsular, entfallt diese Behandlungsmdglichkeit
aufgrund einer verminderten Wirksamkeit. Die Rezidivrate ist sehr hoch. Auch wenn
die Datenlage zur transarteriellen Chemoembolisation eher gering ist, so kommt man
bei einigen Studien dennoch zu den Ergebnissen, dass diese Methode zum einen
gut vertraglich ist und zum anderen zu einer Lebenszeitverlangerung auf 12 - 15
Monate im Vergleich zur ,best supportive care” mit 3,3 Monaten fuhrt. An die
Wirksamkeit wie beim hepatozellularen Karzinom reicht sie beim CCC allerdings
nicht heran. Auch die Datenlage zu einer TACE mit ,drug eluting beads” ist noch
nicht hinreichend. Erste Untersuchungen zeigen aber eine ahnliche Wirksamkeit wie
die der klassischen TACE. Eine gleichwertige Alternative scheint auch die selektive
interne Radiotherapie zu sein (Zender und Malek 2016, Vogel und Saborowski 2017,
Lurje et al. 2018, DGHO 2019).

Bei perihildren CCC besteht die Moglichkeit der radikalen Resektion im Rahmen
einer Hemihepatektomie oder einer erweiterten Hemihepatektomie, wobei teilweise
grol’e Teile der Leber, die extrahepatischen Gallenwege und lokale Lymphknoten
reseziert werden. Zusatzlich kann eine Hepatikojejunostomie durchgefuhrt werden.
Sind bereits extrahepatische Lymphknoten befallen, so stellt dies dennoch keine
generelle Kontraindikation fur eine Resektion dar. Es besteht die Gefahr, dass das
Lebervolumen nach der Resektion zu klein ist. Dem kann entgegengewirkt werden,
indem durch einen Verschluss des versorgenden Pfortaderasts oder mit Hilfe einer
Drainage des Gallenwegssystems versucht wird, das Volumen des tumorfreien
Leberlappens zu vergroBern. Allerdings liegt auch bei dieser Methode das Uberleben
nach funf Jahren bei nur 11 - 41%. Es wird nach wie vor kontrovers diskutiert, ob

praoperativ immer eine Stenteinlage zur Entlastung des Gallengangssystems
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erfolgen sollte. Solange die definitive Behandlungsstrategie noch nicht feststeht,
sollten aber wenn, dann nur beschichtete Metallstents oder Plastikstents verwendet
werden. In der palliativen Situation kdnnen nichtbeschichtete Stents zum Einsatz
kommen. Bei einer Lebenserwartung von mehr als vier Monaten sollte auf einen
Metallstent zuruckgegriffen werden. Diese sind zwar teurer, halten dafur aber auch
langer und weisen eine bessere Durchgangigkeit auf. AuRerdem konnte in dieser
Situation durch den Einsatz von Metallstents eine Verlangerung des
Gesamtuberlebens belegt werden. Die Implantation eines Stents in beide
Gallengange ist der einseitigen Uberlegen. Als Komplikation muss immer an eine
eitrige Cholangitis gedacht und einem Patienten mit Stent bei Zeichen einer Infektion
sofort Antibiotika verabreicht werden. Normalerweise wird der Stent mit Hilfe einer
ERCP eingesetzt. Ist dies nicht moglich, erfolgt die Ableitung der Galle Uber eine
perkutane Drainage der Gallenwege. Fur Patienten mit nichtresektablem Karzinom
ohne Fernmetastasen und einem maximalem Tumordurchmesser von 3 cm ist die
Lebertransplantation mit neoadjuvanter Radiochemotherapie eine
Therapiemdglichkeit. In einer Studie konnte dabei eine 5-JUR von 68% erzielt
werden. Auch bei Patienten mit PSC und potenzieller Resektabilitat ist eine
Lebertransplantation vorzuziehen (Kubicka 2004, Zender und Malek 2016, DGHO
2019).

Distale CCC werden mit einer Kausch-Whipple-Operation radikal reseziert, wobei
hierbei entweder eine konventionelle Pankreaskopfresektion oder eine
pyloruserhaltende Pankreatikoduodenektomie durchgefiihrt wird. Von den so

Operierten leben nach funf Jahren noch 27% der Patienten.

Aufgrund der aktuellen Daten der BILCAP-Studie sollten alle Patienten mit einem
malignen biliaren Karzinom nach kompletter kurativ intendierter Resektion einer
adjuvante Therapie mit Capecitabin Uber 6 Monate zugefuhrt werden. Neoadjuvante
Therapiestrategien konnen Teil eines individuellen Konzepts bei grenzwertig
resektablen Befunden sein und werden weiter im Rahmen von klinischen Studien
untersucht (Zender und Malek 2016, Vogel und Saborowski 2017, DGHO 2019).

In der palliativen Situation des intrahepatischen, perihilaren und distalen CCC ist die
Therapie individuell zu bestimmen. Die Kombinationstherapie mit Gemcitabin und
Cisplatin stellt seit 2010 den Goldstandard fir nicht resektable cholangiozellulare
Karzinome dar. Im Vergleich zur Gemcitabinmonotherapie fuhrt sie bei guter
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Vertraglichkeit zu einer Verlangerung des Lebens um durchschnittlich 3,6 Monate,
was in den entsprechenden Studien auch signifikant war. Nichtsdestotrotz findet die
Monotherapie bei alteren und moribunden Patienten Anwendung, da sie zwar keinen
Uberlebensvorteil, dafiir aber im Vergleich zur rein supportiven Therapie eine
bessere Lebensqualitat ermoglicht. Die Kontraindikationen fur eine Cisplatintherapie
sind eine Niereninsuffizienz, eine Cisplatin-Unvertraglichkeit und Innenohrschaden.
Hier besteht als alternative Mdglichkeit eine Chemotherapie mit Gemcitabin und
Oxaliplatin. Eine generelle Empfehlung zur Zweitlinientherapie bei palliativer Situation
ist nicht moglich. Im Einzelfall kann aber bei starkem Therapiewunsch und nach
Erstlinientherapie eine Therapie mit 5-Fluoruracil oder Capecitabin, eventuell in
Kombination mit Irinotecan oder Oxaliplatin, angeboten werden. Auch eine Gabe von
Docetaxel und Mitomycin ist denkbar. Das mediane Uberleben von Patienten mit
metastasiertem CCC mit den beschriebenen Chemotherapieoptionen liegt immer
noch bei weniger als einem Jahr (Zender und Malek 2016, Vogel und Saborowski
2017, DGHO 2019).

In aktuellen Studien werden vor allem zielgerichtete molekulare Therapie-
mdglichkeiten getestet. Am besten als madgliche Zielstruktur erforscht ist der
epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR). Eine Uberexpression dieses
Rezeptors findet sich in 30% aller CCC. Die Testung eines EGFR-Antikorpers in
Kombination mit Gemcitabin und platinbasierter Chemotherapie lieferte jedoch
widerspruchliche Ergebnisse. Diskutiert wurde hierbei die Moglichkeit, dass ein hoher
Anteil an KRAS-Mutationen, die mit einer Resistenz gegentber der EGFR-Inhibition
einhergehen, zu den negativen Studienergebnissen gefuhrt haben konnte. Weitere
dazu durchgefuhrte Studien blieben aber nach Ausschluss aller Patienten mit KRAS-
Mutation hinsichtlich der Endpunkte negativ. Sorafenib, ein Multikinaseinhibitor, der
beim HCC Anwendung findet, zeigt beim CCC keine therapeutischen Effekte.
Insgesamt konnte sich beim CCC bisher noch kein zielgerichteter Therapieansatz
etablieren (Zender und Malek 2016, Lurje et al. 2018, DGHO 2019).

2.2.6. Screening und Pravention

FUr asymptomatische Menschen gibt es keine Fruherkennungsmalinahmen. Die
Bestimmung von CA 19-9 und ein MRT/MRCP alle 6 - 12 Monate kann bei Patienten
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mit einer primar sklerosierenden Cholangitis erwogen werden. Eine prophylaktische
Resektion der Gallenblase ist bei einer Porzellangallenblase, einem Caroli-Syndrom
und bei Gallenblasenpolypen mit einem Durchmesser Uber 10 mm oder bei
Grollenprogredienz der Polypen bei sonografischer Kontrolle indiziert. Sie kann

erwogen werden bei Gallenblasensteinen, die groRer als 3 cm sind (DGHO 2019).

Zu den vorbeugenden Malinahmen zahlen neben einer Impfung gegen Hepatitis B
auch die antivirale Therapie bei Virushepatitis. Ebenso tragt die Aufklarung der
Bevolkerung hinsichtlich der Ubertragungswege von Parasiten und der viralen

Infektionen zu einer Eindammung der Erkrankung bei (Vogel und Saborowski 2017).
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2.3. Programmed death-Rezeptor und -Ligand

2.3.1. Uberblick
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Abb. 5: Linke Abbildung: eine infizierte Zelle aktiviert einen zytotoxischen T-Lymphozyten
(CTL); rechte Abbildung: eine antigenprasentierende Zelle kommuniziert Gber Rezeptoren
mit dem CTL (Roos et al. 2018)

Koérperfremde und korpereigene, gealterte und geschadigte Strukturen wie auch
Krankheitserreger werden durch das Immunsystem erkannt und beseitigt. Dabei
prasentiert beispielsweise die virusinfizierte Korperzelle das korperfremde Antigen
Uber das MHC-1-Moleklil an den entsprechenden Rezeptor der T-Zelle (siehe
Abbildung 5). Aktiv wird die T-Zelle allerdings erst durch Kostimulation des CD28-
Rezeptors. Aktiviert sind die zytotoxischen T-Zellen (CTL) sehr effektiv und missen
deshalb mit natlrlichen Kontrollmechanismen limitiert werden, um eine
UberschieRende Immunreaktion oder eine Autoreaktivitdt zu verhindern. Dafur
verantwortlich sind die regulatorischen T-Zellen (T-Reg) und antigenprasentierende
Zellen (APC). In Kontakt treten die beiden Zellgruppen uber ihre transmembranaren
Proteine. Zu diesen sogenannten Immuncheckpoints zahlen auf Seiten der CTL
Rezeptoren der CD28-Gruppe wie der inhibitorisch wirkende Programmed death-
Rezeptor 1 (PD-1) und der zytotoxische-T-Lymphozyten-assoziiertes-Protein-4
(CTLA-4)-Rezeptor sowie der aktivierende CD28-Rezeptor. Zu den B7-Liganden der
APC und T-Regs gehoren CD80 und CD86 (siehe Abbildung 5). Uber den
Programmed-death-Liganden (PD-L) wird die Proliferationsrate der CTL gesenkt und
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die zytotoxischen Zellen kdonnen auflerdem in die Apoptose getrieben werden
(Berger und Pu 2018, Roos et al. 2018).

2.3.2. PD-L1

PD-L1 und PD-L2 kdonnen auch als B7-H1 bzw. B7-DC bezeichnet werden. Beide
sind Typ-1-Transmembranproteine (Berger und Pu 2018).

PD-L1 wird von vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert. Dazu gehoren T-Zellen,
B-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen, aber auch Gefallendothelzellen,
Pankreasinselzellen, Keratinozyten und Plazentasynzytiotrophoblasten. Aktivierte T-
Zellen kdénnen mit proinflammatorischem Interferon-gamma (IFN-y) und anderen
Zytokinen die Expression des Liganden hochregulieren. Die Expression ist wichtig,
um eine immunvermittelte Schadigung wahrend einer Entzindungsreaktion zu
verhindern. Durch die Aktivierung des PD-1 werden T-Zell-Effektorfunktionen
gehemmt, die sich sonst gegen die Zielzelle richten wurden. Die Expression des
Liganden im normalen Gewebe ist ein Hauptmechanismus bei der Entwicklung einer
physiologischen Immuntoleranz. Autoimmunreaktionen des Gewebes nach
Entzindungsreaktionen werden so kontrolliert. Neben der Bindung an den PD-1
kann der Ligand ebenso an CD80 binden und zu einer negativen Regulation der T-
Zell-Effektorfunktion fuhren (Bedke et al. 2018, Berger und Pu 2018, Wu et al. 2019).
In der Leber wurde dieser Ligand bereits in Hepatozyten, Kupffer-Zellen und in

Endothelzellen der Lebersinusoide gefunden (Mocan et al. 2019).

Der PD-L2 wird hingegen sehr viel seltener exprimiert und findet sich hauptsachlich
auf dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen. Als therapeutische Zielstruktur
ist er in der Krebsimmuntherapie aktuell noch von geringerem Interesse (Wu et al.
2019).

2.3.3. PD-1

Entdeckt wurde der PD-1 1992. Im November 1997 wurden die vollstandige DNA-
Sequenz, die Genstruktur und die genomische Organisation des Rezeptors erstmalig
beschrieben. Es handelt sich  hierbei um ein  50-55-kDa-Typ-1-
Transmembranglykoprotein, dessen DNA 2106 Nukleotide lang ist und fur 288
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Aminosauren kodiert. Seine extrazellulare Domane ist zu 21 - 33% sequenzidentisch
mit dem CTLA-4 und dem CD28. Bei weiteren Untersuchungen fand man, dass
Knock-out Mause, die keinen PD-1 exprimierten, spontan Autoimmunerkrankungen
entwickelten. Deswegen wurde dem Rezeptor eine negative regulatorische Rolle in
der Steuerung des Immunsystems fur die Entwicklung einer peripheren Toleranz
zugeschrieben. Der Rezeptor wird auf aktivierten T-Zellen, B-Zellen, dendritischen
Zellen und Makrophagen exprimiert (Finger et al. 1997, Bedke et al. 2018, Berger
und Pu 2018, Wu et al. 2019).

Wenn der Rezeptor mit einem Liganden zusammenkommt, wird der PD-1 an seinem
zytoplasmatischen  Tyrosinrest  phosphoryliert  und rekrutiert  daraufhin
Proteintyrosinphosphatasen wie die SHP-2 (src homology 2 phosphatase 2). Diese
Phosphatasen konnen verschiedene wichtige Kinasen in den nachgeschalteten
Signalwegen dephosphorylieren und den positiven Signalereignissen durch
Stimulation des T-Zellrezeptors und der CD28-Rezeptoren wahrend der Aktivierung
von T-Zellen entgegenwirken. Der hemmende Weg Uberwiegt dabei gegenliber dem
aktivierenden. SHP2 hemmt ZAP70 (zeta chain of T-cell receptor associated protein
kinase 70), PI3K-AKT (Phosphoinositid-3-Kinase-Serin/Threonin-Kinase) und RAS-
ERK (rat sarcoma extracellular signal regulated kinases). Das fuhrt zu einer
verminderten Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 (activator protein 1),
NFAT (nuclear factor of activated T cells) und NF-kB (nuclear factor ,kappa-light-
chain-enhancer” of activated B cells). Die T-Zellaktivierung wird dadurch unterdrickt.
Aulerdem kann die T-Zellfunktion durch die verstarkte Expression von
Transkriptionsfaktoren wie BATF (basic leucine zipper ATF like transcription factor)
gehemmt werden. BATF wirkt ebenso den aktivierenden Signalen entgegen (siehe
Abbildung 6). Im Gegensatz zum CTLA-4, der die Immunantwort frih und
hauptsachlich im Lymphknoten inhibiert, hemmen PD-1-Rezeptoren diese erst spater
und vor allem im peripheren Gewebe. Deswegen spricht man der Blockade dieses
Signalweges eine spezifischere Wirkung bei geringerer Toxizitat zu als der CTLA-4-
Blockade (Berger und Pu 2018, Wu et al. 2019).
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Cytoplasm

Abb. 6: PD-1-Signalweg in T-Zellen (Wu et al. 2019)

2.3.4. Bedeutung bei Tumoren

Auch Tumorzellen werden aufgrund ihrer Veranderungen im Vergleich zu gesunden
Zellen gezielt erkannt und inaktiviert. Krebszellen besitzen vielfaltige Mechanismen,
mit denen sie dem Immunsystem ausweichen konnen, insbesondere durch eine
Schwachung der gegen sie gerichteten zytotoxischen T-Lymphozyten. Durch das
Exprimieren des PD-L1 oder PD-L2 kdnnen sie Uber den Rezeptor PD-1 die
Proliferationsrate der CTL reduzieren und diese in die Apoptose zwingen. Hinweise
auf die entscheidende Rolle des PD-1-Wegs zeichneten sich erstmalig 2002 ab. Hier
wurde bei einer Uberexpression des PD-1-Rezeptors und der PD-Liganden eine
verstarkte Tumorentstehung und Tumorinvasivitat beobachtet. Mit CD80 und CD86
kénnen die Tumorzellen auRerdem auch die Aktivitat der T-Zellen Uber den Rezeptor
CTLA-4 hemmen. Es wird angenommen, dass die Expression des PD-L1 durch
Tumorzellen durch eine Antitumor-Immunantwort induziert wird. Tumorantigene, die
von APC in Lymphknoten oder von Tumorzellen und Tumorstromazellen prasentiert

werden, werden von Lymphozyten erkannt. AnschlieRend wird Uber die Freisetzung
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von Perforin, um die Tumorzelle anzugreifen, auch IFN-y freigesetzt. Das wiederum
induziert die Expression von PD-L1, was zu einer adaptiven Immunresistenz
innerhalb der Tumormikroumgebung fiihrt. Wie genau Tumorzellen diesen Liganden

produzieren konnen, wurde noch nicht geklart.

Aufgrund der Hypoxie im Tumor kommt es zu einer Aktivierung des
hypoxieassoziierten Signalweges des hypoxieinduzierten Faktors (HIF). Das fuhrt
zum einen zu einer erhdhten Tumorangiogenese und zum anderen uber eine
Akkumulation von HIF-1a zu einer vermehrten Expression von PD-L1. Es wird
vermutet, dass HIF-1a und die Pyruvatkinase M2 an der ,hypoxia-response

elements®-Region binden, wo die PD-L1-Promotorregion vermutet wird.

In einer kleinen Gruppe von Tumoren sind an der Hochregulation des Liganden auch
bekannte Signalwege der Tumorzellproliferation wie PTEN (phosphatase and tensin
homolog), ein Schilisselmolekil, welches an der Signalibertragung des
Zellwachstums beteiligt ist, die anaplastische ,lymphoma like kinase“ und EGFR-
Mutationen beteiligt. In manchen Tumoren, insbesondere in B-Zell-Lymphomen,
wurde auch Uber eine Hochregulation von PD-L2 berichtet (Maehama und Dixon
1998, Bedke et al. 2018, Berger und Pu 2018, Roos et al. 2018, Mocan et al. 2019,
Wu et al. 2019).

In Karzinomen der Lunge, der Brust, des Colons, der Leber, der Haut, der Nieren und
des Urothels und in einigen anderen Tumorentitaten konnte der PD-Ligand
nachgewiesen werden. Die Unterdrickung des Immunsystems durch Tumorzellen
konnte demnach mit einer Blockade der inhibierenden Signaltransduktion mit
Checkpointinhibitoren Uber den PD-1 oder dessen Ligand aufgehoben werden. CTL

konnten Tumorzellen somit wieder angreifen (siehe Abbildung 7) (Roos et al. 2018).
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Abb. 7: Linke Abbildung: die Tumorzelle fihrt Gber MHC 1 zur Aktivierung des CTL, die T-
Zelle wird aber insgesamt inhibiert aufgrund der Expression von PD-L1/2 und CD80/86 durch
die Tumorzelle; rechte Abbildung: die Tumorzelle wird dem Immunsystem wieder zuganglich
gemacht, aufgrund von Antikdrpern, die die von der Tumorzelle ausgehende Immunblockade
aufheben (Roos et al. 2018)

Die ersten Untersuchungen in Bezug auf eine PD-L1-Expression in HCC liefen
bereits vor 10 Jahren. Gao et al. (2009) untersuchten Lebertumore nach
chirurgischer Resektion. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Patienten, durch
deren Tumor der Ligand exprimiert wurde, eine signifikant geringere
Lebenserwartung und eine kirzere krankheitsfreie Zeit aufwiesen als die
Patientengruppe, in deren HCC das Protein nicht nachweisbar war. Weitere Studien
bestatigten diese initialen Befunde. Eine kurzlich veroffentlichte Meta-Analyse zeigte,
dass PD-L1-positive Patienten ein etwa doppelt so hohes Risiko im Vergleich zu PD-
L1-negativen haben, zu versterben oder ein Rezidiv zu erleiden. Allerdings existiert
auch eine Studie, die eine inverse Relation zwischen der PD-L1-Expression und dem
Uberleben zeigte (Mocan et al. 2019). Patienten mit einer hohen Expression des
Liganden im Tumor hatten ein medianes Uberleben von 10 Monaten, wahrend
diejenigen mit geringer Expression ein medianes Uberleben von 5 Monaten
aufwiesen. Eine Expression des PD-L1 konnte auch auf Kupfferzellen, die sich in der
Umgebung des Tumors befanden, gezeigt werden. Dies ging mit einem schlechteren
Uberleben einher. Eine hohe Expression des Liganden im Tumor war auRerdem mit
einer vermehrten GefalRinvasion und erhdhten Alpha-Fetoprotein-Spiegeln
verbunden. Es fand sich jedoch keine Assoziation zwischen der PD-L1-Expression
und der Tumorausbreitung, der GroRe des Tumors, dem Geschlecht oder dem Alter
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des Patienten, der Anzahl der vorhandenen Tumore oder ob der Tumor auf
Grundlage einer Hepatitis entstanden war (Mocan et al. 2019). Diese Daten bezogen
sich auf resezierte Patienten. Allerdings unterziehen sich nur etwa 20% der
Betroffenen einer chirurgischen Therapie. Bei dem anderen Teil der Patienten wird
nicht routinemafig biopsiert und falls doch, ist die Untersuchung des Bioptats
teilweise schwierig. Der Ligand wird oftmals nicht gleichmallig im Tumor exprimiert.
So kann bei einer Biopsie gerade der Teil getroffen werden, der keinen PD-L1
exprimiert, was aber nicht bedeuten muss, dass der gesamte Tumor diesen nicht
aufweist. PD-1 und PD-L1 kdnnen ebenso frei im Blut zirkulieren. Eine Studie zeigte,
dass Patienten mit einem hohen Level an zirkulierendem PD-1 ein klrzeres
krankheitsfreies Uberleben von 16,3 Monaten aufwiesen als Patienten mit einem
niedrigen Spiegel, bei denen dieser Zeitraum 27,2 Monate betrug (Mocan et al.
2019).

Laut einigen Studien kommt es zu einer Hemmung der Immunantwort in den
Hepatozyten bereits durch eine Anderung der Expression der Checkpoint-Inhibitoren
aufgrund einer chronischen Entzindung der Leber. Aullerdem konnte beobachtet
werden, dass das Fortschreiten der Leberzirrhose hin zum Leberzellkarzinom mit

einer Hochregulation des PD-L1 verbunden ist (Tella et al. 2019).

Mehrere Untersuchungen zeigten eine hohe PD-L1-Expression in Tumoren der
Gallenwege, woraufhin erste klinische Studien bei Patienten mit PD-1-Liganden-
positivem Tumor anliefen. Laut Tian et al. (2020) korrelierte ein hoher Anteil an
tumorinfiltrierenden PD-1- und CD8-positiven T-Zellen signifikant mit einem
fortgeschrittenen TNM-Stadium. Diese Patienten wiesen auch ein geringeres
Gesamtlberleben auf (Vogel und Saborowski 2017, Tian et al. 2020).

2.3.5. Therapeutische Nutzung

Durch die Entdeckung des PD-1-Immuncheckpoints veranderte sich die
Krebsimmuntherapie (Berger und Pu 2018). Der erste Antikérper, der im September
2014 fur die Therapie des malignen Melanoms zugelassen wurde, war der Anti-PD-1-
Antikérper Pembrolizumab. Zu den weiteren bisher zugelassenen monoklonalen
Antikorpern, die zu den PD-1/PD-L1-Inhibitoren zahlen, gehéren der Anti-PD-1-
Antikorper Nivolumab und die Anti-PD-L1-Antikdrper Atezolizumab, Avelumab und
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Durvalumab. Die Blockade des PD-1/PD-L1-Checkpoints ist bereits Teil der Therapie
fir einige maligne Erkrankungen. Zu diesen gehoéren das maligne Melanom, der
kleinzellige und der nicht-kleinzellige Lungenkrebs, das Nierenzellkarzinom, das
Urothelkarzinom, das klassische Hodgkin-Lymphom, das groRzellige B-Zell-
Lymphom, das Merkelzellkarzinom, die Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-
Region (HNSCC), das kolorektale Karzinom und das HCC, aufl’erdem auch der
Gebarmutterhalskrebs und das Adenokarzinom des Magens und des Osophagus
(Wu et al. 2019).

Die héchsten Ansprechraten zeigten bisher Karzinome, die durch eine Virusinfektion
ausgelost werden, wie das klassische Hodgkin-Lymphom, das viral induzierte
Merkelzellkarzinom der Haut, Tumore mit einer hohen Mikrosatelliteninstabilitat und
desmoplastische Melanome. Hierbei sprechen etwa 50 - 80% der Patienten an. Bei
Karzinomen mit einer hohen Immunogenitat, d.h. die mit einer starken Antwort des
Immunsystems einhergehen, wie das maligne Melanom, der nicht-kleinzellige
Lungenkrebs, das HCC und das Nierenzellkarzinom, konnten ebenfalls gute

Ansprechraten von 20 - 40% aufgezeigt werden (Wu et al. 2019).

Die PD-1/PD-L1-Blockade wurde in den letzten Jahren zu einer der
vielversprechendsten Ansatze in der Therapie des HCC. Nivolumab, ein
monoklonaler G4-Antikdrper, wurde im September 2017 fur die Behandlung von
Patienten mit fortgeschrittenem HCC von der FDA fir eine Zweitlinientherapie nach
Sorafenib-Versagen in den USA zugelassen, allerdings nicht in Europa durch die
Europaische-Arzneimittel-Agentur (EMA). In der Phase-I/lI-Studie CheckMate 040,
bei der die Effektivitat und Sicherheit des Antikorpers geprift wurde, wurden
Ansprechraten von 15 - 20% beschrieben, bei guter Vertraglichkeit. Das mediane
Uberleben lag bei Patienten ohne Vortherapie mit Sorafenib bei 28,6 Monaten und
bei vortherapierten Personen bei 15,6 Monaten. Das Gesamtuberleben lag nach 9
Monaten bei 74%. In einer Phase-IlI-Studie (CheckMate 459) konnte allerdings kein
signifikanter positiver Effekt in Bezug auf das Gesamtliberleben im Vergleich zu
Sorafenib  festgestellt werden. Nichtsdestotrotz  zeigten sich  klinische
Verbesserungen und eine verbesserte objektive Ansprechrate. Patienten mit
Nivolumab-Behandlung hatten ein medianes Uberleben von 16,4 Monaten,
Sorafenib-behandelte Patienten hingegen nur von 14,7 Monaten. In der CheckMate-
040-Studie wurde ebenfalls die Kombination von Nivolumab mit dem Anti-CTLA4-
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Antikorper Ipilimumab bei Patienten, die zuvor mit Sorafenib behandelt worden
waren, getestet. Die Ergebnisse fuhrten zu einer Zulassung als Zweitlinientherapie
durch die FDA. In der Phase-llI-Studie KEYNOTE-224 mit Patienten im Stadium
BCLC B oder C sprachen 17% auf einen weiteren Antikorper, Pembrolizumab, an
und bei 44% kam es zu einer Stabilisierung der Tumorerkrankung. Im Mittel
Uberlebten die Patienten 12,9 Monate. Diese Ergebnisse fuhrten ebenfalls zu einer
vorzeitigen Zulassung durch die FDA, aber wiederum nicht durch die EMA. In der
Phase-IlI-Studie KEYNOTE-240 zeigte sich allerdings, dass die Ergebnisse im
Vergleich zu einem Placebo hinsichtlich Gesamt- und tumorfreiem Uberleben
statistisch nicht signifikant sind. Auch ein Anti-PD-L1-Antikérper, Atezolizumab,
wurde in Kombination mit dem monoklonalen Antikdrper Bevacizumab in der Studie
GO30140 erstmalig getestet. Erst die guten Ergebnisse hinsichtlich Vertraglichkeit,
Gewinn an Lebensqualitat und Ansprechraten in der Phase-lll-Studie IMbrave150
fuhrten vor kurzem zu einer Etablierung der Kombination als Erstlinientherapie bei

fortgeschrittenem HCC.

HCC haben eine geringe Anzahl an somatischen Mutationen in der kodierenden
DNA. Deswegen werden weniger Neoantigene gebildet, so dass die Tumorzellen
wiederum nicht so gut von T-Zellen detektiert werden kdonnen. Daher geht man von
einem geringeren Ansprechen der Lebertumore auf die Anti-PD/PD-L1-Therapie im
Vergleich zum malignen Melanom aus, welches eine hohere Rate an somatischen
Mutationen aufweist. Derzeitige Studien untersuchen Kombinationstherapien aus
Immuntherapien und anderen Substanzen sowie weitere Immun-Checkpoint-
Inhibitoren als Monotherapie (El-Khoueiry et al. 2017, Schulthei3 2018, Schultheiss
et al. 2018, Mocan et al. 2019, Tella et al. 2019, Wu et al. 2019, Graziadei 2020,
Onuma et al. 2020, Donisi et al. 2021).

In einer Phase-lIb-Studie wurde PD-L1-positiven Patienten mit fortgeschrittenem
cholangiozellularen Karzinom Pembrolizumab als Monotherapie verabreicht. Objektiv
sprachen 17% partiell auf die Behandlung an. Insbesondere Falle mit defizientem
DNA-Mismatch-Repair oder hoher Mikrosatelliteninstabilitat zeigten gute Ergebnisse.
Bei weiteren 17% der Patienten kam es zu einem stabilen Krankheitsverlauf. Eine
aktuelle Studie ergab ein Ansprechen auf den Antikdrper unabhangig von der
Expression des Liganden und auch von einer Mikrosatelliteninstabilitat. Eine
generelle Empfehlung zur PD-1/PD-L1-Immuntherapie kann aufgrund der Daten fur
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das CCC daher nicht ausgesprochen werden. Weitere Studien sind hier notwendig
(Moehler und Foerster 2019, Jodicke et al. 2020).

Die Therapie Uber die Blockade des PD-1-Signalwegs gilt im Allgemeinen als gut
vertraglich, insbesondere im Vergleich zur Behandlung mit CTLA-4-Inhibitoren oder
einer Chemotherapie. Zu den haufigsten Nebenwirkungen zahlen eine interstitielle
Pneumonitis, ein Pruritus, Ausschlag, Fatigue, Diarrhoe und eine Nephritis. Sie treten
bei 5 - 16% der behandelten Patienten auf. Seltenere Nebenwirkungen sind eine
Kolitis, ein Typ-1-Diabetes mellitus, eine Immunthrombozytopenie, eine Neutropenie
und ein erhdhtes Risiko flr eine Entwicklung einer Sepsis nach einer
Kortikosteroidtherapie. AulRerdem traten auch eine Enzephalopathie mit
neurologischen Folgen, eine Myelitis, eine Myasthenia gravis, eine Myokarditis und
eine Herz- und Nebenniereninsuffizienz auf. Mit Hilfe einer Therapiepause oder einer
Immunsuppression mit Kortison konnen die Nebenwirkungen behandelt werden.
Obwohl diese haufig mild ausfallen und meist gut behandelt werden kénnen, kénnen
auch einige unerwunschte Wirkungen todlich verlaufen. Deswegen ist in der
Immuntherapie ein frihes Erkennen von Nebenwirkungen und ein sofortiges
Eingreifen von Seiten der Arzte von essenzieller Bedeutung (Roos et al. 2018, Wu et
al. 2019).

Leider spricht auf die PD-1- oder PD-L1-Blockade mit durchschnittlich 15 - 35%
generell nur ein geringer Teil der Patienten mit einer malignen Tumorerkrankung an.
Dennoch fand sich ein allgemeiner Zusammenhang zwischen der Expression des
PD-1-Liganden und der Wahrscheinlichkeit des Ansprechens. Die CheckMate-040-
Studie zeigte ein hdheres Ansprechen auf Nivolumab bei PD-L1-positiven als bei PD-
L1-negativen Patienten mit HCC. Dieses Ergebnis war allerdings statistisch nicht
signifikant. Bisher sind vier immunohistochemische Tests zugelassen, die Aufschluss
Uber die PD-L1-Expression geben und somit behandlungsentscheidend fir einige
Karzinome sein kénnen. Jedoch sollte ein PD-L1-negativer Status nicht sofort zum
Ausschluss aus einer Antikorpertherapie fuhren. Beispielsweise kénnen
Melanompatienten unabhangig vom PD-L1/PD-1-Status klinisch auf die
monoklonalen Antikérper ansprechen. PD-L1 eignet sich daher zwar als nutzlicher,
aber keinesfalls als pradiktiver Biomarker. Insbesondere beim HCC zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und dem objektiven Ansprechen
auf die Immuntherapie (Shi et al. 2019, Wu et al. 2019, Onuma et al. 2020).
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3. Ziele der Arbeit

Die Therapie des fortgeschrittenen HCC und CCC ist in ihren Moglichkeiten stark
eingeschrankt. Ein kurativer Therapieansatz ist nur im Anfangsstadium maoglich.
Patienten in einem spateren Stadium haben eine schlechte Prognose und versterben
in der Regel innerhalb weniger Monate. Deswegen besteht die dringende
Notwendigkeit, weitere Therapiemdglichkeiten zu finden. Ein neuer Ansatzpunkt ist
die Immuntherapie z.B. mit Anti-PD-1- oder Anti-PD-L1-Antikorpern, die in den
letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen hat und bereits bei einigen
Tumorentitaten routinemafig eingesetzt wird. Auch fur das HCC besteht eine
Zulassung von Anti-PD-1/PD-L1-Antikérpern durch die FDA, allerdings nicht in
Europa, denn in den entsprechenden Studien konnte kein eindeutiger Vorteil
gegenuber der etablierten systemischen Therapie gezeigt werden. Aullerdem
profitieren nicht alle Patienten mit einem HCC oder CCC von der Behandlung.
Jedoch scheint es aber auch so zu sein, dass ebenfalls Patienten mit einem
negativen PD-L1-Status des Tumors auf eine entsprechende Therapie ansprechen
konnen. Deswegen ist eine weitere Erforschung des PD-L1 in HCC und CCC wichtig,
um ein noch besseres Verstandnis Uber den Liganden, seine Funktion und seine

Expressionsmuster zu erlangen.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher die Expression des PD-L1 an einer grof3en
Serie von in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Proben von HCC und
CCC immunhistochemisch unter Verwendung eines neuen Antikérpers, 73-10,
reevaluiert werden, von dem in vorangegangenen Untersuchungen gezeigt werden
konnte, dass er wesentlich sensitiver in der Detektion des PD-L1 ist, als die bisher in
den kommerziellen diagnostischen Kits eingesetzten Antikdrper (Tsao et al. 2018,
Roésner et al. 2021). Neben dem Tumorgewebe sollte auch das umliegende, meist
zirrhotisch veranderte Gewebe mit analysiert werden. Da die Atiologie des Tumors
auf die Expression des PD-L1 einen Einfluss haben kdnnte, wurden neben den HCC-
Proben aus Deutschland, denen in fast allen Fallen eine alkoholtoxische Genese
zugrunde liegt, auch entsprechende Proben aus China untersucht, die meist auf eine
chronische Hepatitis-B- oder -C-Infektion zurlckzufihren sind. Um heraus-
zubekommen, ob Lebergewebe, in dem sich ein primarer Lebertumor entwickelt hat,
im Vergleich zu Lebergewebe, in dem kein HCC oder CCC entstanden ist, eine
veranderte PD-L1-Expression aufweist und ob auch andere Leberveranderungen
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einen Einfluss auf die Ligandenexpression haben konnen, wurden in einem weiteren
Teil der vorliegenden Arbeit vergleichend Proben immunhistochemisch gefarbt. Diese
stammten aus dem tumorfreien Resektionsrand von Lebern, die entweder aufgrund
eines HCC oder CCC einer chirurgischen Therapie zugefuhrt worden waren oder in
denen benigne Tumore, chronische Cholangitiden oder Metastasen aus anderen

Organen nachgewiesen worden waren.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mittels des Immunreaktiven Scores
nach Remmele und Stegner (1987) unter dem Lichtmikroskop semiquantitativ

ausgewertet und die so erhaltenen Ergebnisse mit den klinischen Daten korreliert.
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4. Materialien und Methodik

4.1. Materialien

4.1.1. Tumorproben

Fur die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 550 in Formalin fixierte und in Paraffin
eingebettete Gewebestlicke von 300 Patienten immunhistochemisch untersucht. Von
einigen Patienten lag mehr als ein Tumorblock vor, teilweise aus demselben Tumor
oder aus unterschiedlichen befallenen Geweben. Von diesen 550 Proben stammten
435 Proben von Patienten mit HCC oder CCC. Davon wurden 184 Praparate von 93
Patienten vom Universitatsklinikum Jena zur Verfigung gestellt und 181 Proben von
37 Patienten von der Zentralklinik Bad Berka. Aus dem Wenzhou Medical College
und der Anhui Medical University in China stammten 70 Gewebeproben von 55
Patienten. 115 weitere Proben entstammten aus den Resektionsrandern von Lebern,
die entweder aufgrund eines HCC oder CCC, einer benignen Leberveranderung oder
einer Metastase aus einem anderen Organ operiert worden waren. Diese Proben

kamen ebenfalls vom Universitatsklinikum Jena.

Bei den Praparaten handelte es sich um Resektate, Schnellschnitte,

Probeexzisionen oder Biopsien.

Votum der Ethikkommission

Das beflrwortende Votum der zustandigen Ethikkommissionen wurde eingeholt, um
die entsprechenden Patientendaten verwenden 2zu konnen wund an den
Gewebeproben histologische und immunhistologische Untersuchungen durchflhren

zu durfen.

4.1.2. Materialien und Geratschaften zur Herstellung der Gewebeschnitte

Obijekttrager SuperFrost® plus Thermo Fischer Scientific, Bonn,

Deutschland

Rotationsmikrotom HM 335 E Microm, Walldorf, Deutschland
Streckbad Medax, Nagel GmbH, Kiel, Deutschland
Wasserbad Memmert, Schwabach, Deutschland
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4.1.3. Herstellung der Gewebeschnitte

Mithilfe eines Rotationsmikrotoms wurden Schnitte mit einer Dicke von 4 ym aus den
Tumorblécken angefertigt. Diese wurden anschlieRend auf Poly-L-Lysin beschichtete
Objekttrager aufgebracht. Die immunhistochemischen Farbungen konnten nach

vollstandiger Trocknung der Schnitte beginnen.

4.2. Methoden

Von allen Blécken wurden Schnitte sowohl mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt als

auch immunhistochemisch auf das Antigen PD-L1 hin untersucht.

4.2.1. Materialien und Geratschaften fiir die Imnmunhistochemie

Geratschaften flr die Immunhistochemie

Analysenwaage A200S Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Deckglaser Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Farbekasten (Glas) Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Glas-Farbegestelle Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Magnetrihrer Schott Instruments, Mainz, Deutschland

Mikroskop Axio Imager A1 Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Mikrowelle MW 802 Exquisit, Kaarst, Deutschland

pH-Meter pH 211 Hanna Instruments, Kehl, Deutschland

Shandon Coverplates® Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Shandon Sequenza®-Farbesystem Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

42



Chemikalien fiir die Immunhistochemie

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

BioGenex Laboratories, Fremont, CA, USA

Ammoniak-Lésung 25%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

DePeX

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat >
99,5%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

EDTA > 99,5%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Eosin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethanol 99,8%

Echter

Nordhausen, Deutschland

Nordhauser Spirituosen GmbH,

Glycerin > 99,5%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid > 99,5%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat > 99,0%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Mayer’s Hamatoxylin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Methanol > 99,0%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Mowiol 4-88

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid > 99,5%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Rinderserumalbumin (RSA)

PAA GmbH,

Osterreich

Laboratories Pasching,

Salzsaure 37%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Triethylendiamin (DABCO)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Trometamol (TRIS) > 99,9%

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xylol > 98,0%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Losungen und Standardpuffer fur die Immunhistochemie

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung, pH 7,4)

8,18 g NaCl

1,77 g Na:HPO4
02g KCI

0,24 g KH2PO4

auf 1000 ml Aqua bidest.
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PBS/1% RSA (Rinderserumalbumin)

495 m|

PBS

59

Rinderserumalbumin

TRIS-EDTA-Puffer

1,219 Tris-Base

0,37 g EDTA

1000 ml Aqua bidest.
Ammoniakwasser

250 ml Aqua bidest.
1,4 ml Ammoniak 25%

0,3% Wasserstoffperoxid-Methanol-Lésung

594 ml

Methanol

6 mi

Wasserstoffperoxid 30%

Farbelésung 10 ml (3-Amino-9-Ethylcarbazol)

8 ml Aqua bidest.

2 mi Acetat-Puffer, 5-fach konzentriert
4 Tropfen Aminoethylcarbazol
Blockierungslésung

10 ml PBS/1% RSA

150 pl Ziegenserum
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Sekundéar-Antikbrper

10 ml PBS/1% RSA
150 pl Ziegenserum
50 pl Biotinylierter Sekundarantikorper (Ziegen-

Anti-Kaninchen 1gG)

Avidin-Biotin-Enzym-Komplex

5ml PBS/1% RSA
100 ul Reagenz A (Avidin)
100 pl Reagenz B (biotinylierte Peroxidase)

Mowiol-Eindecklésung

69 Glycerin

2449 Mowiol 4-88

6 ml Aqua bidest.

12 ml Tris-HCI (pH 8,5)

25 mg/ml Lésung DABCO (1,4-Diaza-bicyclo(2,2,2)-

octan)

Kits fiir die Immunhistochemie

AEC Substrate Pack

BioGenex, Fremont, CA, USA

VECTASTAIN® Elite ABC-Kit (Rabbit IgG)

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Primérantikérper fiir die Immunhistochemie

Kaninchen-anti-Mensch-PD-L1, Klon 73-10
(ab228415)

Abcam, Cambridge, United Kingdom

Bei dem Antikorper 73-10 handelt es sich um einen monoklonalen Kaninchen-
Antikérper gegen den PD-L1. Er gehért zum Subtyp IgG. Der Antikdrper wurde
1:1000 verdunnt verwendet. Es handelt sich hierbei um einen sehr sensitiven

Antikdrper, der sehr viel effizienter das Antigen detektiert als andere kommerziell
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verfugbare Antikorper. Der Antikorper 73-10 ist gegen die Aminosauren 250-290 des

zytoplasmatisch liegenden C-Terminus des Liganden gerichtet.

Der eingesetzte Sekundarantikdrper bindet artspezifisch an den Primarantikorper und

ist ein Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikorper, der kovalent an Biotin gekoppelt ist.

4.2.2. Prinzip der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ermoglicht den Nachweis von bestimmten Antigenen im
Gewebe. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Detektion des PD-L1 die indirekte
Peroxidase-Methode verwendet. Man nutzt die Eigenschaft des Primarantikdrpers
aus, den Liganden mit seinem Fab-Teil erkennen zu konnen. Der Fc-Teil ist
aullerdem Bindungsstelle fur einen weiteren Antikorper, den Sekundarantikorper. Da
dieser Antikorper kovalent mit dem wasserloslichen Vitamin Biotin gekoppelt ist, kann
er im darauffolgenden Schritt Avidin binden, welches im Komplex mit einer
Peroxidase gegeben wird. Diese Peroxidase ermoglicht die Umsetzung des
gelblichen Chromogens 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) zu einem rotbraunen
Farbkomplex und damit den Nachweis des Antigens im Zielgewebe (siehe Abbildung
8) (Noll und Schaub-Kuhnen 2000, Lang 2013).

i $ (Strept-) Avidin-
\ x«> {®> Biotin-Enzymkomplex

Briickenantikorper,
biotinyliert

)k Primarantikorper § + 1 x (.._)X(-._)

/ \ Bictinyliertes  (Strept-) (Strept-) Avidin-
Enzym Avidin Biotin-

Antigen Enzymkomplex

Abb. 8: Durchflhrung der Immunhistochemie zur Detektion des Antigens (Noll und Schaub-
Kuhnen 2000)
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4.2.3. Durchfuhrung der Immunhistochemie

Entparaffinieren der Schnitte

Um eine immunhistochemische Farbung zu ermoglichen, muss das Paraffin zunachst
von den Proben entfernt werden. Zum Entparaffinieren wurden die in Glas-
Farbegestelle einsortierten Objekttrager drei Mal in eine Glaskuvette mit Xylol fur
jeweils 20 Minuten eingetaucht. Mittels 99,8-prozentigem Ethanol wurde das Xylol
anschlielRend wieder entfernt. Dabei wurden die Schnitte drei Mal fur jeweils 20
Minuten in den Alkohol Uberfuhrt.

Blockierung der endogenen Peroxidasen

Um unspezifische Farbungen zu verhindern, wurden die Objekttrager danach flr 45
Minuten in eine 0,3%ige Wasserstoffperoxid-Methanol-Lésung verbracht. Dabei
werden die endogenen Peroxidasen blockiert, die im menschlichen Gewebe, z.B. in
Erythrozyten, naturlich vorkommen. Sie wirden sonst das Ergebnis verfalschen, da
in einem spateren Schritt die Antigen-Antikérper-Bindung durch Umsetzung eines
Chromogens mithilfe von exogen zugeflihrten Peroxidasen sichtbar gemacht wird. Im
nachsten Schritt erfolgte die Rehydrierung der Praparate mit Hilfe einer absteigenden
Alkoholreihe:

- 95% Ethanol fur 2 Minuten
- 95% Ethanol fur 2 Minuten
- 80% Ethanol fur 2 Minuten
- 70% Ethanol fur 2 Minuten

Im Anschluss wurden die Glasfarbegestelle mit den Praparaten zwei Mal fur jeweils

funf Minuten in Aqua bidest. gegeben.

Demaskierung der Antigene

Anschlielfend wurden alle Objekttrager in mit Tris-EDTA-Puffer gefullte
Plastikklvetten umsortiert. Um die Signalintensitat zu verstarken, empfiehlt es sich,
die Antigene zu demaskieren. Aufgrund der Fixierung mit Formaldehyd, kann es zur

Quervernetzung mit Methylengruppen zwischen den vorhandenen Proteinen
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kommen. Finden sich diese Bricken nun an der Bindungsstelle fur den Antikorper,
kann die Bindung erschwert werden und das Signal wird schwacher ausgepragt. Um
das zu verhindern, wurden die Kivetten mit den Schnitten im Puffer in der Mikrowelle

entsprechend dem folgenden Protokoll zum Kochen gebracht:

- 8 Minuten kochen
- 4 Minuten abkuhlen lassen
- 4 Minuten kochen
- 4 Minuten abkuhlen lassen

- 4 Minuten kochen

Abschliefiend wurden die Praparate fur 30 Minuten abkuhlen gelassen und dann flr

mindestens 5 Minuten in Aqua bidest. gestellt.

Abséattigung unspezifischer Bindungsstellen und Einspannen in das Farbesystem

Durch Inkubation der Praparate fur 5 Minuten im Phosphat-Puffer (PBS) mit 1%
Rinderserumalbumin (RSA) wurden unterschiedliche Ladungen innerhalb des
Gewebes abgesattigt. Unspezifische Bindungen werden so verhindert. Anschliel3end
wurden die Obijekttrager in das Sequenza®-Farbesystem mit Hilfe von speziellen
Klammern einsortiert. Auf diese Weise entsteht ein kapillarer Spalt zwischen dem
Praparat und der Klammer. Uber einen kleinen Trichter am oberen Ende der
Klammern konnen dann die weiteren Losungen eingebracht werden. Durch die sich
ausbildenden kapillaren Krafte zwischen Klammer und Praparat kann eine optimale
Kontaktzeit zwischen dem Gewebe und den zugegebenen Losungen gewahrleistet
werden. Um unterschiedliche Ladungen noch einmal auszugleichen und um den
korrekten Sitz der Praparate im System zu Uberprifen, wurden die Praparate
anschlieend nochmals mit 1500 pl PBS mit 1% RSA gespililt.

Antigen-Antikorper-Bindung

Um Hintergrundfarbungen durch unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden
dann 150 pl normales Ziegenserum auf die Proben gegeben und 20 Minuten
einwirken gelassen. Elektrostatische Ladungen werden so abgesattigt. Das Serum
sollte von der gleichen Spezies stammen wie der Sekundarantikorper. Zuletzt wurden
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auf jedes Praparat 300 pl des Primarantikorpers gegeben und die Proben damit Gber
Nacht bei 4 Grad Celsius im Kihlraum inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die
Schnitte zweimalig mit 1500 pl PBS mit 1% RSA gewaschen und somit nicht oder

unspezifisch gebundene Antikdrper entfernt.

Sekundarantikorper und Signalverstarkung

Zu den Schnitten wurden dann fir 30 Minuten 150 pl einer Lésung mit dem
biotinylierten Sekundar-Antikorper dazu gegeben. Dieser erkennt den Fc-Teil des
Primarantikdrpers als Epitop und bindet diesen. Daraufhin wurde erneut mit 1500 pl
PBS mit 1% RSA gewaschen und die nicht gebundenen Antikdrper entfernt. Um die
Farbreaktion zu ermdglichen, folgte die Zugabe von jeweils 150 ul des
enzymgekoppelten Avidin-Peroxidase-Komplexes uber 30 Minuten. Danach wurde
erneut mit 1500 pl PBS mit 1% RSA gespult. Anschlie3end erfolgte das zweimalige
Farben der Antikdrper-gebundenen Bereiche durch die Zugabe von jeweils 150 pl
des Chromogens fir jeweils 15 Minuten. Hierbei findet eine Amplifikation des Signals
statt, da pro erkanntem Antigen Uber Strepavidin und Biotin mehrere
Meerrettichperoxidasen gebunden werden. Das Stoppen der Reaktion und das
Entfernen der Uberschissigen Farbe erfolgte mit 1500 pl Aqua bidest., bevor die

Praparate wieder in die Glas-Farbekuvetten zuricksortiert wurden.

Gegenfarbung und Eindeckung der Praparate

Nach einem zweimaligen Waschen der Praparate mit Aqua bidest. fir eine Minute
folgte das Gegenfarben der Zellkerne mit Mayer's Hamatoxylin fur 3 Minuten und
anschlielend ein erneutes Waschen in Aqua bidest. fur 2,5 Minuten, um den
Uberschussigen Farbstoff zu entfernen. Die Hamatoxylin-Blauung wurde durch
funfmaliges Eintauchen der Proben in Ammoniakwasser erreicht. Nach dem letzten
Waschen mit Aqua bidest. fur 2,5 Minuten wurden die Praparate mit Mowiol und

Deckglasern eingedeckt.
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4.2.4. Auswertung der Inmunhistochemie

Lichtmikroskopische Auswertung

Zur Auswertung der gefarbten Praparate wurde ein Mikroskop der Firma Carl Zeiss
genutzt. Dabei kamen verschieden Vergroflerungen zum Einsatz und es wurde ein
besonderes Augenmerk auf die Farbintensitat und den Anteil der gefarbten Areale

am gesamten Tumor, der Tumorumgebung bzw. der Gewebeprobe gelegt.

Immunreaktiver Score

Um die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Praparate moglichst valide
durchzufuhren, wurde der Immunreaktive Score (IRS) nach Remmele und Stegner
(1987) verwendet. Das Tumorgewebe, aber ebenso das benigne Gewebe, wurden

untersucht und bewertet.

Zur Ermittlung des IRS werden Punkte fur die Farbeintensitat vergeben. Man
unterscheidet zwischen keiner Anfarbung (0), schwacher (1), maRiger (2) und starker
(8) Farbung. Auch der Anteil an positiven Zellen am gesamten Tumor bzw.
Normalgewebe wird bewertet. Dabei definiert man: gar keine positiven Zellen (0),
weniger als 10 Prozent positive Zellen (1), zwischen 11 und 50 Prozent an positiven
Zellen (2), zwischen 51 und 80 Prozent an positiven Zellen (3) und mehr als 80
Prozent an positiven Zellen (4). Letztendlich werden die beiden vergebenen
Punktewerte miteinander multipliziert, so dass eine Zahl als IRS zwischen 0 und 12

Punkten herauskommt (siehe Tabelle 1).

Manchmal war der Tumor oder das Normalgewebe ungleichmalig gefarbt. Dann
wurde der IRS entsprechend der Verteilung ermittelt. Dies soll im Folgenden anhand
eines Rechenbeispiels verdeutlicht werden. Waren beispielsweise 10% der
Tumorzellen schwach, 30% maRig und 60% stark gefarbt, so ergab sich folgende

Rechnung:

4 Punkte (> 80% gefarbte Tumorzellen) x (1 x 0,1 (Anteil schwach gefarbter Zellen) +
2 x 0,3 (Anteil maRig gefarbter Zellen) + 3 x 0,6 (Anteil stark gefarbter Zellen)) = 4 x
2,5=10.
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Ein errechneter IRS mit Kommastelle wie beispielsweise 7,1 wurde zur
Vereinfachung gerundet. An den Schnittrandern konnte bei einigen Praparaten eine
verstarkte Farbung beobachtet werden. Fiel diese gering aus, wurde sie als Artefakt
gewertet. War sie von starker Intensitat und nahm einen gro3en Anteil ein, da sie
weit in den Tumor oder das Gewebe hineinreichte, wurde sie in die Berechnung
miteinbezogen. Falls es von einem Patienten mehrere Praparate des gleichen
Tumors gab, wurde das arithmetische Mittel aus den errechneten IRS-Werten
gebildet.

Ab einem IRS > 3 wurde ein Gewebe als Rezeptor-positiv betrachtet. Bei IRS-Werten
zwischen 3 und 5 wurde der Rezeptor als schwach, zwischen 6 und 8 als maRig und

zwischen 9 und 12 als stark exprimiert angesehen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner (1987)

0 (keine Farbung) 0 (negativ) 0 - 2 (keine Expression)

1 (schwache Farbung) 1 (< 10% positive Zellen) 3 - 5 (schwache Expression)
2 (mafige Farbung) 2 (11 — 50% positive Zellen) 6 - 8 (malige Expression)

3 (starke Farbung) 3 (51 — 80% positive Zellen) 9 - 12 (starke Expression)

4 (> 80% positive Zellen)

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics 26. Vor
der statistischen Auswertung wurden die Daten mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstests auf eine Normalverteilung hin untersucht. Dabei stellte sich heraus,
dass alle Daten in der ersten Population nicht normalverteilt waren. In der zweiten
Gruppe traf das fur die Mehrzahl der Daten ebenfalls zu. Daher wurden nicht-
parametrische Tests wie der Mann-Whitney-U-Test oder der Chi-Quadrat-Test
eingesetzt. Ab Werten p < 0,05 wurde der Test als signifikant gewertet, die

Nullhypothese verworfen und die Alternativhypothese angenommen.

Fur die Berechnung der Korrelationen wurden der Spearman-Rho-Test und der
Kendall-Tau-b-Test eingesetzt. Die Korrelationsstarke wurde mit dem

Korrelationskoeffizienten beurteilt: keine Korrelation: r = 0,0, sehr schwache
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Korrelation: r > 0,0 bis 0,2, schwache Korrelation: r > 0,2 bis 0,4, mittelstarke
Korrelation: r > 0,4 bis 0,6, starke Korrelation: r > 0,6 bis 0,8, sehr starke Korrelation:
r>0,8.
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5. Ergebnisse

Insgesamt wurden 550 in Paraffin eingebettete Proben von 300 Patienten untersucht.
Die Gewebeproben wurden vom Universitatsklinikum Jena, der Zentralklinik Bad
Berka und dem Wenzhou Medical College sowie der Anhui Medical University aus

China bereitgestellt.

5.1. Untersuchung der PD-L1-Expression in hepatozellularen und

cholangiozellularen Karzinomen

5.1.1. Allgemeine Patientendaten
Klassifikation

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 435 Gewebeproben von
185 Patienten mit einem HCC oder CCC untersucht. Hiervon stammten 365 Proben
von 130 Patienten aus Deutschland und 70 Proben von 55 Patienten aus China. Von
den 130 deutschen Patienten hatten 94 ein HCC und 28 ein CCC. Bei 8 Patienten
konnte bei der mikroskopischen Untersuchung der Praparate kein Tumor bzw.
Lebergewebe festgestellt werden. Von den 55 Patienten aus China hatten 51
Patienten ein HCC und eine Person ein CCC. Bei einem weiteren Patienten konnte
kein maligner Tumor bzw. Lebergewebe gefunden werden und zwei Patienten hatten
ein Adenokarzinom, wobei das eine Karzinom eine Metastase aus dem Rektum
darstellte und die Herkunft des anderen Karzinoms nicht nadher bezeichnet wurde
(siehe Tabelle 2). In die nachfolgenden Berechnungen wurden die Daten der
Patienten mit Adenokarzinom oder ohne Tumor nicht mit einbezogen. Somit wurden
insgesamt nur die Daten von 145 Patienten mit einem HCC (83,3%) und 29
Patienten mit einem CCC (16,7%) betrachtet. Von diesen Patienten kamen 122
(70,1%) aus Deutschland und 52 aus China (29,9%).
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Tabelle 2: Verteilung der Tumorentitaten je nach Herkunftsland

Tumorentitat Deutsch Chinesisch Gesamt

Kein Lebergewebe 8 1 9

130 55 185

Geschlechterverteilung und Altersverteilung

Von 169 Patienten waren das Geschlecht und das Alter bekannt, wahrend von 4
HCC-Patienten aus China und einem HCC-Patienten aus Deutschland keine
entsprechenden Angaben vorlagen. Die Informationen zu den CCC-Patienten waren
diesbezuglich vollstandig. Von den 169 Patienten mit einem HCC oder einem CCC
aus Deutschland oder China, von denen das Geschlecht bekannt war, waren 134
(79,3%) mannlich und 35 (20,7%) weiblich (siehe Abbildung 9). Das Verhaltnis
Manner zu Frauen war in beiden Landern ahnlich. Von den Deutschen waren 80,2%
der Patienten mannlich und 19,8% weiblich und von den Chinesen 77,1% mannlich
und 22,9% weiblich. An einem HCC erkrankten mit 80,0% der Falle deutlich mehr
Manner als Frauen, welche 20,0% der Erkrankten ausmachten. Bei den CCC-

Patienten waren 75,9% mannlich und 24,1% weiblich.

Geschlecht

B mannlich
Bweiblich

Abb. 9: Geschlechterverteilung der deutschen und chinesischen HCC- und CCC-Patienten
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Von den 169 Patienten mit Angaben zum Alter waren die deutschen HCC- und CCC-
Patienten im Schnitt etwas alter als die entsprechenden Chinesen. Nach dem Mann-
Whitney-U-Test war dieses Ergebnis signifikant (p = 0,001). Im Mittel waren die
deutschen Patienten 63,6 Jahre alt, mit einer Standardabweichung von 10,4 Jahren.
Der Median betrug 65 Jahre. Der jungste Patient war 25 Jahre, der alteste 87 Jahre
alt. Bei den Chinesen betrug das mittlere Alter 56,8 Jahre, mit einer
Standardabweichung von 12,1 Jahren. Der Median lag bei 59 Jahren. Das Alter des
jungsten chinesischen Patienten betrug 19 Jahre, der alteste Patient war 79 Jahre alt
(siehe Abbildung 10).

Die deutschen und chinesischen HCC-Patienten waren im Durchschnitt 61,0 Jahre
alt. Die Standardabweichung betrug 11,6 Jahre und der Median 63 Jahre. Der
jungste Patient unter ihnen war 19 Jahre alt, der alteste 87 Jahre. Die deutschen
Patienten mit hepatozellularem Karzinom waren signifikant alter als die
entsprechenden chinesischen Patienten (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,002).
Deutsche Patienten mit HCC waren durchschnittlich 63,4 Jahre alt und chinesische
Patienten 56,9 Jahre. Die CCC-Patienten waren im Schnitt 63,8 Jahre alt mit einer
Standardabweichung von 9,6 Jahren. Der Median lag bei 66 Jahren. Der jungste
Patient war 44,5 Jahre alt und der alteste 79 Jahre. Der einzige Patient mit einem
CCC aus China war 54 Jahre alt.

80 —_
. 60
[¢/]
-
< 40 -1 e
20 o
deutsch chinesisch
Ethnie

Abb. 10: Alter aller HCC- und CCC-Patienten gemeinsam betrachtet in Abhangigkeit von der
Ethnie. Dargestellt ist der Median, das obere und untere Quartil, der Minimal- und

Maximalwert sowie Ausreil’er (zweifache Standardabweichung; Kreise)
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5.1.2. Klinische Daten
Uberleben

Zu 83 Personen mit einem HCC aus Deutschland gab es Angaben zum Uberleben,
bei 11 nicht. Auch bei 26 der CCC-Patienten aus Deutschland konnten Informationen
bezlglich des Weiterlebens gefunden werden, bei 2 dagegen nicht. Die 83 Patienten
mit einem HCC, zu denen die entsprechenden Daten vorlagen, lebten
durchschnittlich noch 25,4 Monate (Standardabweichung 24,0 Monate) und somit
langer als die 26 Patienten mit einem CCC mit 15,1 Monaten (Standardabweichung
14,1 Monate). Allerdings war dieses Ergebnis nach dem Mann-Whitney-U-Test nicht
signifikant (p = 0,067). Bei den chinesischen Patienten fehlten die Informationen zum

Uberleben vollstandig.

TNM-Klassifikation

Von 86 deutschen Patienten mit einem HCC konnten Angaben zum T-Status ihres
Tumors aus den Unterlagen entnommen werden, von 8 nicht. Von denjenigen, von
denen der Status bekannt war, hatten 28 (32,6%) einen als T1, 27 (31,4%) einen als
T2, 23 (26,7%) einen als T3 und 8 (9,3%) einen als T4 klassifizierten Tumor.
Aulierdem fehlten von 40 HCC-Patienten aus Deutschland Angaben bezuglich des
Lymphknotenstatus und bei 19 deutschen Patienten mit hepatozellularem Karzinom
Informationen Uber mdégliche Fernmetastasen. Lediglich 2 (3,7%) der 54 Patienten
mit HCC aus Deutschland, zu denen Angaben beziglich des Lymphknotenstatus
vorlagen, hatten bei Diagnosestellung bereits einen Lymphknotenbefall und bei 4
(5,3%) der 75 Patienten, bei denen das Vorliegen bzw. Nicht-Vorliegen von
Fernmetastasen dokumentiert worden war, konnte eine extrahepatische Metastase
festgestellt werden. Bei den Chinesen war von 42 Patienten der T-Status des Tumors
bekannt, ebenso der Lymphknotenstatus sowie mogliche Fernmetastasen, jedoch
fehlten von 9 Chinesen die diesbezuglichen Angaben. Von den 42 chinesischen
HCC-Patienten mit bekanntem T-Status waren 35 (83,3%) der Tumore in einem T1-,
3 (7,1%) in einem T2-, 2 (4,8%) in einem T3- und 2 (4,8%) in einem T4-Stadium.
Somit befanden sich die deutschen HCC in einem signifikant hdheren T-Stadium als
die entsprechenden Tumore der Chinesen (Chi-Quadrat-Test: p < 0,001) (siehe

Abbildungen 11 und 12). Von den 42 chinesischen Patienten mit hepatozellularem
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Tumor, bei denen Angaben bezlglich des Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus
vorlagen, waren bei keiner Person Lymphknotenmetastasen festgestellt worden,

allerdings konnte bei einem (2,4%) Patienten eine Fernmetastase gefunden werden.

T-Stadium

1
M2
K]
E4

Abb. 11: Verteilung der T-Stadien der HCC aus Deutschland

T-Stadium

Abb. 12: Verteilung der T-Stadien der HCC aus China

Bei 27 deutschen Patienten mit cholangiozellularem Karzinom lagen Informationen
bezlglich des T-Stadiums und zu Fernmetastasen vor, bei einer Person fehlten
diese. Von den 27 deutschen CCC-Patienten mit entsprechenden Angaben befanden
sich 12 (44,4%) im T1-Stadium, 11 (40,7%) im T2-Stadium, 3 (11,1%) im T3-Stadium
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und ein Patient (3,7%) im T4-Stadium. Bei 2 (7,4%) der 27 Patienten mit
entsprechenden Angaben war aullerdem bereits bei Diagnosestellung eine
Fernmetastase entdeckt worden. Von 23 Patienten gab es Daten zum
Lymphknotenbefall, bei 5 nicht. Bei diesen 23 Deutschen konnte in 5 (21,7%) Fallen
ein Lymphknotenbefall nachgewiesen werden. Das einzige CCC aus China wurde
mit T1 klassifiziert und der Patient hatte keinen Lymphknotenbefall und keine

Fernmetastasen.

Die aufgefuhrten Ergebnisse lassen erkennen, dass bei den deutschen Patienten in
der Tendenz die HCC im T-Stadium etwas weiter vorangeschritten waren als die
CCC. Dieser Unterschied war allerdings nach dem Chi-Quadrat-Test nicht signifikant
(p = 0,066).

TumorgréRe

Die TumorgréfRe war bei 47 deutschen und 40 chinesischen Patienten mit einem
HCC bekannt, wahrend die entsprechenden Angaben bei 47 deutschen und 11
chinesischen Patienten fehlten. Bei den Karzinomen mit bekannter Tumorgrofie
waren die Malignome der deutschen Patienten mit einem HCC im Schnitt gréler als
die der Chinesen. So lag die durchschnittliche GroRRe bei den deutschen HCC bei
970,1 cm? (Standardabweichung 2064,7 cm?). Der kleinste Tumor war 8,00 cm?® grof
und der grofite 10648,0 cm3. Bei den Chinesen betrug die TumorgréRe hingegen im
Durchschnitt 356,3 cm?® (Standardabweichung 625,7 cm?). Das kleinste Karzinom
wurde mit 1,8 cm? angegeben und das groRte mit 3087,0 cm?. Dieser Unterschied
zwischen den deutschen und den chinesischen Patienten war jedoch nach dem
Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant (p = 0,097).

Bei den CCC gab es bei 9 deutschen Patienten und dem einen chinesischen
Patienten Angaben zur Gréflke des Tumors. Sie fehlten somit bei 19 deutschen CCC-
Patienten. Die durchschnittliche TumorgroRRe lag bei 421,2 cm?3 (Standardabweichung
413,9 cm?). Das kleinste cholangiozellulare Karzinom war 1 cm?® groR und das groRte
1000,0 cm?,
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Staging

Informationen bezuglich des Staging gab es bei 47 Patienten aus Deutschland mit
einem HCC, die entsprechenden Angaben fehlten somit bei 47 weiteren deutschen
HCC-Patienten. Das Staging der HCC der deutschen und der chinesischen Patienten
unterschied sich nach dem Chi-Quadrat-Test signifikant (p < 0,001). Bei den
Deutschen befanden sich 14 (29,8%) der 47 Patienten mit bekanntem Staging-Status
im ersten Stadium, 16 (34,0%) im Stadium 2, 16 (34,0%) im Stadium 3 und einer
(2,1%) im vierten Stadium. Bei den Chinesen waren die Daten von 26 Personen
bekannt, wohingegen sie bei 25 Patienten fehlten. Chinesische Patienten mit einem
HCC befanden sich, abgesehen von einem Patienten (3,8%) im Stadium 2, in der
Mehrheit (25 Patienten (96,2%)) im ersten Stadium und somit tendenziell eher in
einem geringeren Stadium als die deutschen Patienten. Das Staging fur das CCC
war lediglich bei 13 deutschen Patienten angegeben und fehlte somit bei dem
chinesischen und 15 deutschen CCC. Sechs (46,2%) der 13 Patienten mit
Informationen bezuglich des Stagings waren im Stadium 1, 4 (30,8%) von ihnen im
zweiten Stadium, 1 (7,7%) im dritten Stadium und 2 (15,4%) im vierten Stadium der
Erkrankung.

Grading

18 (16,8%) von 107 HCC, von denen Angaben zum Grading vorlagen, wiesen eine
Grad-1-, 64 (59,8%) eine Grad-2- und 25 (23,4%) eine Grad-3-Histologie auf. Bei 38
HCC fehlten die Angaben zum Grading. Chinesische und deutsche Leberkarzinome
unterschieden sich dabei nach dem Chi-Quadrat-Test nicht signifikant (p = 0,846)
voneinander. Weiterhin unterschied sich das Grading der CCC nicht signifikant (Chi-
Quadrat-Test p = 0,111) von dem der HCC. Von den 19 CCC mit bekanntem Grading
befand sich ein CCC (5,3%) im Grad 1. Mit insgesamt 11 Tumoren (57,9%) hatte die
Mehrzahl der deutschen Falle zusammen mit dem einzigen chinesischen CCC eine
Grad-2- und der Rest (7 deutsche CCC (36,8%)) eine Grad-3-Histologie. Bei 10 CCC
fehlten die Angaben zum Grading.
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Child-Pugh-Stadium

Hinsichtlich des Child-Pugh-Stadiums unterschieden sich die deutschen von den
chinesischen HCC-Patienten nach dem Chi-Quadrat-Test signifikant (p < 0,001). 14
(46,7%) der 30 Patienten aus Deutschland mit Angaben zum Child-Pugh-Stadium
befanden sich im Stadium Child A, 11 (36,7%) von ihnen im Stadium Child B und 5
(16,7%) im Stadium Child C. Bei 64 deutschen HCC-Patienten gab es keine
Informationen zum Child-Pugh-Stadium. Alle 43 chinesischen Patienten mit Angaben
zum Stadium waren im Child-A-Stadium. Bei 8 Patienten aus China fehlten die
Informationen bezlglich des Child-Pugh-Stadiums. Bei den Patienten mit CCC war
das Stadium nur bei einem Karzinom angegeben. Dieser Patient kam aus China und
befand sich im Stadium Child A. Zu den 28 deutschen Patienten mit einem CCC

fehlten die entsprechenden Daten.

Zirrhose

Bei 41 (56,9%) der 72 deutschen Patienten mit einem HCC und mit Angaben
bezuglich des Vorhandenseins einer Zirrhose, war das HCC in einer zirrhotisch
veranderten Leber entstanden. Bei den chinesischen Patienten war dies bei 25 von
43 Tumoren (58,1%), zu denen eine entsprechende Information vorlag, der Fall. Bei
22 deutschen und 8 chinesischen HCC fehlten die diesbezlglichen Angaben. CCC-
Patienten entwickelten das Karzinom nur in 2 (11,8%) der 17 Falle, bei denen die
entsprechenden Daten bekannt waren, aus einer Zirrhose heraus. Einer der beiden
Patienten war der einzige Chinese mit einem CCC. Bei den restlichen 15 Patienten
(88,2%) lag keine Leberzirrhose vor. Zu 12 CCC-Patienten waren Kkeine
Informationen vorhanden. Nach dem Chi-Quadrat-Test war dieser Unterschied in
Bezug auf das gleichzeitige Vorliegen einer Zirrhose zwischen den HCC und den
CCC signifikant (p < 0,001).

Zugrundeliegende Atiologie

Die Ursache der Zirrhose bzw. der hepatozellulairen Karzinome war bei den
Deutschen bei 14 Tumoren bekannt. Diese Information fehlte allerdings bei 80

deutschen HCC. Bei 11 (78,6%) der 14 Patienten, zu denen eine entsprechende
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Angabe vorlag, war ein Ubermafiger Alkoholkonsum flur die Leberveranderungen
ursachlich, bei einem Patienten (7,1%) lag eine chronische Hepatitis-B-Infektion
zugrunde und 2 Patienten (14,3%) hatten den Tumor auf dem Boden einer
Autoimmunerkrankung entwickelt. Bei den chinesischen Patienten sah das
Verteilungsbild anders aus. Hier war bei 26 Patienten der Tumor vor dem
Hintergrund einer Hepatitis-B-Infektion entstanden, bei den restlichen 25 HCC war
die zugrundeliegende Atiologie nicht bekannt. Nach dem Chi-Quadrat-Test war der
Unterschied in den Ursachen zwischen den Deutschen und den Chinesen signifikant
(p < 0,001). Bei den cholangiozellularen Karzinomen war die Ursache nur bei
einem CCC, dem Karzinom des Patienten aus China, bekannt. Der Tumor hatte sich
hier ebenso wie die chinesischen HCC auf dem Boden einer chronischen Infektion
mit dem Hepatitis-B-Virus entwickelt. Bei den 28 deutschen CCC konnten keine
Angaben zur zugrundeliegenden Atiologie in den zur Verfigung gestellten

Unterlagen gefunden werden.

5.1.3. Immunhistochemische Untersuchungen

PD-L1-Expression in hepatozellularen Karzinomen

Bei 51,2% der deutschen und chinesischen HCC konnte eine Positivitat (IRS > 3) fur
den PD-L1 nachgewiesen werden, wobei sich die Expression sowohl
membranstandig als auch zytoplasmatisch zeigte (siehe Abbildung 14). Der Ligand
war dabei haufig nicht homogen im gesamten Tumor nachweisbar. Insgesamt zeigte
sich somit nicht nur eine erhebliche inter- sondern auch intraindividuelle Variabilitat.
Von den 94 HCC aus Deutschland konnte bei 82 Praparaten der Tumor gefunden
werden und bei 12 Praparaten nicht, da entweder nur das benigne tumorumgebende
Gewebe angeschnitten oder das Praparat aus technischen Grunden nicht
auswertbar war. Der PD-L1 wurde bei 43 (52,4%) der 82 Tumore gefunden, sie
wiesen also einen IRS > 3 auf, wahrend 39 (47,6%) der Malignome PD-L1-negativ
waren. Nur bei 47 von 51 HCC-Praparaten aus China konnte aus den bereits
genannten Grunden ein Tumor festgestellt werden. Bei 23 (48,9%) dieser 47
chinesischen Leberkarzinome konnte der PD-L1 nachgewiesen werden, bei 24
(51,1%) konnte das Protein nicht gefunden werden. Nach dem Chi-Quadrat-Test war

der Unterschied in der PD-L1-Positivitat zwischen den beiden Landern nicht
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signifikant (p = 0,421). Von den 43 deutschen Lebertumoren, die PD-L1-positiv (IRS
> 3) waren, war die Expression bei 24 (55,8%) der HCC nur schwach, bei 12 (27,9%)
der Leberkarzinome mafig und bei 7 (16,3%) stark ausgepragt. Die chinesischen
Lebertumore zeigten in 11 (47,8%) der 23 Falle eine schwache PD-L1-Expression,
bei 5 (21,7%) wurde das Immunsignal als maRig eingestuft und bei 7 (30,4%) als
stark ausgepragt (siehe Abbildungen 13 und 14). Die deutschen und die
chinesischen Proben unterschieden sich in der Intensitat ihrer PD-L1-Expression
ebenfalls nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test: p = 0,288).
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Abb. 13: Starke der PD-L1-Expression in den untersuchten HCC-Proben, aufgegliedert nach
deutschen und chinesischen Patienten

62



A PD-L1-Expression in HCC: keine Farbung B PD-L1-Expression in HCC: schwache Farbung

C PD-L1-Expression in HCC: mafige Farbung D PD-L1-Expression in HCC: starke Farbung

Abb. 14: PD-L1-Expression (rotbraune Farbung) in HCC. Immunhistochemie, Gegenfarbung
mit Hamatoxylin, OriginalvergroRerung: 400fach. C: membranstandiges Immunsignal in den

Tumorzellen; B/D: zytoplasmatisches Immunsignal in den Tumorzellen

Um herauszufinden, wie intensiv die PD-L1-Expression in den Tumoren war, wenn
sie als positiv gewertet wurde, wurde der durchschnittliche IRS der als positiv fur den
Liganden bewerteten Tumore gebildet. Er lag dabei flir die HCC der deutschen
Patienten bei 5,6 (Standardabweichung 2,6) und der Median bei 5,0. Nach dem
Mann-Whitney-U-Test zwar nicht signifikant (p = 0,254), allerdings dennoch
tendenziell einen hoheren IRS-Wert hatten die HCC der chinesischen Patienten. Hier
lag der durchschnittliche IRS der PD-L1-positiven HCC bei 6,4 (Standardabweichung
3,0) und der Median bei 6,0.
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PD-L1-Expression in der Tumorumgebung von hepatozellularen Karzinomen

Auch im die Leberkarzinome umgebenden, noch nicht maligne entarteten
Lebergewebe, welches in einigen Praparaten neben dem Tumor mit angeschnitten
war, konnte eine Expression des PD-L1 festgestellt werden. So konnte eine PD-L1-
Positivitat (IRS > 3) von den 124 Praparaten, bei denen eine nicht entartete
Tumorumgebung nachgewiesen werden konnte, bei 75 (60,5%) der chinesischen
und deutschen Lebern auch im tumorfreien Gewebe verzeichnet werden. In den
restlichen 49 Praparaten (39,5%) konnte das Protein im umgebenden Lebergewebe
nicht nachgewiesen werden und bei 21 Gewebeproben war kein nicht maligne
verandertes Gewebe angeschnitten. Beim Vergleich zwischen den deutschen und
den chinesischen Patienten zeigte sich, dass 52 (69,3%) der 75 Deutschen und
somit prozentual mehr Patienten den Liganden in der Tumorumgebung exprimierten
als bei den Chinesen, bei denen er nur in 23 (46,9%) der 49 Praparate im nicht-
malignen Gewebe nachweisbar war. Nach dem Chi-Quadrat-Test war dieser
Unterschied in der PD-L1-Expression zwischen den deutschen und den chinesischen

Patienten sogar signifikant (p = 0,011).

Bei den chinesischen Patienten war die PD-L1-Expression im tumorfreien, PD-L1-
positiven Lebergewebe dafir signifikant intensiver ausgepragt als bei den Deutschen
(Chi-Quadrat-Test: p = 0,047). 11 (47,8%) der 23 chinesischen Patienten, bei denen
der PD-L1 exprimiert war, hatten eine starke Expression des Liganden im nicht-
malignen Lebergewebe und bei jeweils 6 (26,1%) fand sich eine maRige oder
schwach ausgepragte PD-L1-Expression. Bei den deutschen Lebern zeigte sich
hingegen nur bei 10 (19,2%) der 52 Patienten in der Tumorumgebung ein starkes
Immunsignal, bei 23 (44,2%) war dieses maRig stark und bei 19 (36,5%) eher
schwach ausgepragt (siehe Abbildungen 15 und 16). Wurde der IRS nur von den
Liganden-positiven Tumorumgebungen in die Berechnungen mit einbezogen, betrug
er im Schnitt bei den chinesischen Lebern 8,3, mit einem Median von 8,0. Die Werte
waren somit hoher als in den Lebern der deutschen Patienten, mit einem
durchschnittlichen IRS von 7,0 und einem Median von 6,6. Dieser Unterschied war
nach dem Mann-Whitney-U-Test allerdings nicht signifikant (p = 0,092).

Unter Einbeziehung aller IRS-Werte, also der als positiv bewerteten ebenso wie der
als negativ bewerteten Praparate deutscher und chinesischer Patienten, lag der

durchschnittliche IRS in den HCC bei 3,4 (Standardabweichung 3,3) und im
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umliegenden Bereich bei 5,1 (Standardabweichung 3,6). Sowohl bei den Tumoren
als auch beim umgebenden Lebergewebe reichte die Spannweite des IRS von 0 bis
12. Nach dem Mann-Whitney-U-Test war der durchschnittiche IRS der
Tumorumgebungen insgesamt signifikant (p < 0,001) héher als in den Tumoren

selbst. In Abbildung 16 wird die starkere Anfarbung der Tumorumgebung im
Vergleich zum Tumor dargestellt.
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Abb. 15: Ausmall der PD-L1-Expression im die HCC umgebenden tumorfreien

Lebergewebe, aufgegliedert nach deutschen und chinesischen Patienten
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A PD-L1-Expression in Tumorumgebung: B PD-L1-Expression in Tumorumgebung:
keine Farbung schwache Farbung

C PD-L1-Expression in Tumorumgebung: D PD-L1-Expression in Tumorumgebung:
mafige Farbung starke Farbung

E Unterschied Anfarbung Tumor und Umgebung F Unterschied Anfarbung Tumor und Umgebung

Abb. 16: PD-L1-Expression (rotbraune Farbung) in der Tumorumgebung von HCC.
Immunhistochemie, Gegenfarbung mit Hamatoxylin. OriginalvergréRerung: 400fach. E/F

Verdeutlichung der unterschiedlichen Anfarbung des Tumors (Stern) und dessen Umgebung

66



PD-L1-Expression in cholangiozelluldren Karzinomen

Elf (42,3%) der untersuchten CCC der deutschen Patienten waren positiv fur den PD-
L1. Bei den restlichen 15 (57,7%) Karzinomen, darunter auch das des chinesischen
Patienten, konnte der Ligand nicht nachgewiesen werden und bei 3 Praparaten
konnte der Tumor nicht gefunden werden. Von den 11 als positiv gewerteten
cholangiozellularen Karzinomen war die Expression bei 9 (81,8%) CCC eher
schwach und bei jeweils einem (9,1%) maRig bzw. stark ausgepragt (siehe
Abbildungen 17 und 18). Der IRS-Mittelwert der Tumore, die als PD-L1-positiv
bewertet worden waren, lag bei 4,7 (Standardabweichung 2,1) und der Median bei
4,5.

Die Intensitat der PD-L1-Expression war bei allen ausgewerteten Tumoren zwischen
HCC und CCC nicht signifikant verschieden (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,399).
Allerdings wurde der Ligand in HCC etwas haufiger exprimiert als in CCC (51,2% vs.
42,3%). Statistisch war dieses Ergebnis jedoch ebenfalls nicht signifikant (Chi-
Quadrat-Test: p = 0,272).
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Abb. 17: PD-L1-Expression in HCC und CCC im Vergleich
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A PD-L1-Expression in CCC: keine Farbung B PD-L1-Expression in CCC: schwache Farbung

C PD-L1-Expression in CCC: maRige Farbung D PD-L1-Expression in CCC: starke Farbung

Abb. 18: PD-L1-Expression (rotbraune Farbung) in CCC. Immunhistochemie, Gegenfarbung

mit Hamatoxylin. OriginalvergréRerung: 400fach

PD-L1-Expression in der Tumorumgebung von cholangiozellularen Karzinomen

Auch bei den cholangiozellularen Karzinomen wurde umgebendes, noch nicht
entartetes Lebergewebe auf die Expression des Liganden hin untersucht. Hierbei war
eine positive Expression des PD-L1 (IRS > 3) in 15 (62,5%) von 24 vorhandenen
nicht neoplastisch veranderten Tumorumgebungen des CCC nachweisbar. Bei 9
Praparaten (37,5%) konnte er nicht aufgefunden werden und bei 5 Proben konnte
kein nicht-malignes Gewebe ausgemacht werden. Funf (33,3%) der 15 PD-L1-
positiven Gewebeanschnitte in der Umgebung des Tumors waren in Hinsicht auf den
Liganden schwach positiv, 6 (40,0%) exprimierten den PD-L1 maRig stark und 4
(26,7%) stark. Der IRS, der als positiv fur den Liganden bewerteten
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Tumorumgebungen lag durchschnittlich bei 6,9 (Standardabweichung 2,9) und der
Median bei 6,0.

Wurden alle, nicht nur die Liganden-positiven, untersuchten CCC und deren
Umgebung aus Deutschland und China betrachtet, so lag der IRS bei den 26 CCC
bei 2,6 (Standardabweichung 2,4), mit einem Median von 2,5, einem Minimum von O
und einem Maximum von 10,5. Bei 24 Tumoren war auch die Tumorumgebung
auswertbar. Der IRS lag bei 4,9 (Standardabweichung 3,4) und der Median bei 3,8.
Der geringste IRS wurde mit 1,0 angegeben und der hochste mit 12,0. Auch hier lag
der IRS der Tumorumgebungen nach dem Mann-Whitney-U-Test signifikant (p =

0,012) héher als in den Tumoren selbst.

Nach dem Mann-Whitney-U-Test war der IRS zwischen den Tumorumgebungen von
HCC und CCC nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,992). Im Gegensatz zum
Tumor selbst, war die Umgebung bei den CCC haufiger PD-L1-positiv als bei den
HCC (62,5% vs. 60,5%). Dieser Unterschied war allerdings nicht statistisch
signifikant (p = 0,522).

Einfluss des Geschlechts auf die PD-L1-Expression

Weder beim HCC (p = 0,444) oder CCC (p = 0,188) noch bei deren
Tumorumgebungen (Tumorumgebungen HCC: p = 0,177, Tumorumgebungen CCC:
p = 0,871) hatte das Geschlecht nach dem Mann-Whitney-U-Test einen Einfluss auf
die Expressionsstarke des PD-L1. Auch auf die PD-L1-Positivitat hatte es keinen
Einfluss (Chi-Quadrat-Test: HCC: p = 0,360, HCC Tumorumgebungen: p = 0,243,
CCC: p =0,313, CCC Tumorumgebungen: p = 0,397).

Einfluss einer Leberzirrhose auf die PD-L1-Expression

Das Vorliegen einer Leberzirrhose schien ebenfalls keinen Einfluss auf die
Expressionsstarke des Liganden (Mann-Whitney-U-Test: HCC: p = 0,520, HCC
Tumorumgebungen: p = 0,492, CCC: p = 0,933, CCC Tumorumgebungen: p = 0,615)
und die Liganden-Positivitdt (Chi-Quadrat-Test: HCC: p = 0,510, HCC
Tumorumgebungen: p = 0,203, CCC: p = 0,733, CCC Tumorumgebungen: p = 0,385)
auszuuben.
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5.1.4. Korrelationen

Mithilfe des Spearman-Rho-Tests wurden signifikante Zusammenhange zwischen
der PD-L1-Expression und der Expression von anderen, typischerweise in HCC oder
CCC nachweisbaren Rezeptoren wie den Somatostatinrezeptoren 1-5 (SSTR 1-5),
und dem Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) sowie mit dem Proliferationsindex Ki-67 und
klinischen Parametern wie der GroRe des Tumors, dem Uberleben der Patienten,
Leberwerten (Aspartat-Aminotransferase (ASAT), Alanin-Aminotransferase (ALAT),
Gamma-Glutamyltransferase (GGT), Bilirubin) und Tumormarkern (AFP, CA 19-9,
Carcinoembryonales Antigen (CEA)) untersucht. Ebenfalls wurde auf Korrelationen
zwischen der Expression des Liganden und der Auspragung des TNM-Stadiums, des
Stagings und des Gradings mit dem Kendall-Tau-b-Test getestet. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit werden im Folgenden hauptsachlich die  signifikanten
Zusammenhange dargestellt. Es konnten keine Korrelationen zwischen den PD-L1-
IRS-Werten der HCC oder CCC oder deren Tumorumgebungen mit dem T-Stadium,

dem Staging oder dem Grading gefunden werden.

Zusammenhang in der PD-L1-Expression zwischen den Lebertumoren und der

jeweiligen Tumorumgebung

Bei der Auswertung der HCC der deutschen und der chinesischen Patienten konnte
ein mittlerer (r = 0,394, p < 0,01) Zusammenhang zwischen der Expression des PD-
L1 im Tumor selbst und seiner Tumorumgebung gefunden werden (siehe Abbildung
19). Ebenfalls konnte bei HCC eine Korrelation zwischen der Auspragung des
Liganden im Tumor und der Expression in seiner Tumorumgebung sowohl bei der
Betrachtung lediglich der deutschen Patienten (r = 0,388, p = 0,001) als auch nur der
chinesischen Patienten (r = 0,413, p = 0,004) verzeichnet werden. Im Gegensatz
dazu konnte bei CCC kein Zusammenhang zwischen der Expression des PD-L1 im
Tumor und der Expression des Liganden in der Tumorumgebung bei deutschen
Patienten und dem einen chinesischen Patienten zusammengenommen festgestellt

werden.
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Abb. 19: Korrelation der PD-L1-Expression in den HCC der deutschen und chinesischen
Patienten zusammengenommen mit der PD-L1-Expression in der entsprechenden

Tumorumgebung

Korrelationen zwischen der PD-L1-Expression und den klinischen Daten, der

Expression anderer Rezeptoren, der Expression von Tumormarkern und dem

Proliferationsindex

Die IRS-Werte fur die PD-L1-Expression in den HCC der deutschen und
chinesischen Patienten zusammengenommen Kkorrelierten weder mit den
spezifischen Leber-Laborwerten noch mit den entsprechenden, in vorangegangenen
Arbeiten ermittelten Expressionsdaten der anderen Rezeptoren (SSTR 1-5, CXCR4).
Die Tabellen 3 und 4 veranschaulichen die signifikanten Korrelationen zwischen der
PD-L1-Expression in den HCC mit den klinischen Daten, nun aufgegliedert nach der
ethnischen Herkunft der Patienten. Hier zeigte sich dann bei den deutschen
Patienten eine signifikante positive Korrelation zwischen der PD-L1- und der CXCR4-
Expression, wahrend bei den chinesischen Patienten ein signifikanter negativer
Zusammenhang zwischen der PD-L1- und der SSTR5- oder CXCR4-Expression und

eine positive Korrelation mit dem Ki-67-Index beobachtet wurden.
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Die Auspragung des Liganden in der Tumorumgebung der HCC deutscher und
chinesischer  Patienten = zusammengenommen  zeigte  einen negativen
Zusammenhang mit der Hohe der ASAT (r = -0,397, p = 0,001), der ALAT (r
= -0,365, p < 0,001) und der GGT (r = -0,375, p = 0,001). Aufgegliedert nach
ethnischer Herkunft der Patienten konnte keine Korrelation zwischen der PD-L1-
Expression in den Tumorumgebungen und den klinischen Daten, der Expression
anderer Rezeptoren, der Expression von Tumormarkern und dem Proliferationsindex

der entsprechenden Tumore gefunden werden.

Tabelle 3: Korrelationen der PD-L1-Expression in den HCC der deutschen Patienten mit der

Expression anderer Rezeptoren

PD-L1-Expression Tumor/CXCR4-Expression Tumor 0,232 0,036

Tabelle 4: Korrelationen der PD-L1-Expression in den HCC der chinesischen Patienten mit

der Expression anderer Rezeptoren und mit dem Ki-67-Index

PD-L1-Expression Tumor/SSTR5-Expression Tumor -0,309 0,034
PD-L1-Expression Tumor/CXCR4-Expression Tumor -0,313 0,032
PD-L1-Expression Tumor/Ki-67-Index 0,513 0,012

Die Auspragung des PD-L1 im Tumor in den CCC der deutschen und des einen
chinesischen Patienten zusammengenommen korrelierte lediglich stark mit der
Grole des Tumors (r = 0,720, p = 0,029). Es konnte kein Zusammenhang zwischen
der Expression des Proteins im Tumor bzw. der Tumorumgebung mit den
Laborparametern festgestellt werden. Lediglich die Hohe der Expression des
Liganden in der Tumorumgebung korrelierte negativ (r = -0,415, p = 0,044) mit den
IRS-Werten fur den SSTR3 im Tumor und stark negativ (r = -0,782, p = 0,038) mit
der Hohe der CA-19-9-Serumwerte.
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5.2. Untersuchung der PD-L1-Expression in den gesunden
Resektionsrandern von Operationspraparaten verschiedener

benigner und maligner Leberveranderungen

5.2.1. Allgemeine Patientendaten
Klassifikation

Im zweiten Teil der vorliegenden Untersuchungen wurden 115 Gewebeproben aus
dem Resektionsrand von Operationspraparaten der Leber von 115 Patienten aus
dem Universitatsklinikum Jena, die aus unterschiedlichen Griinden einer operativen
Therapie unterzogen worden waren, untersucht (siehe Tabelle 5). Dabei stammten
11 Gewebeproben von Patienten mit einem Adenom und 5 von Patienten mit einer
chronischen Cholangitis, 6 von Patienten mit einem HCC, 10 von Patienten mit
einem CCC und 4 von Patienten mit einem Gallenblasenkarzinom. Die grolde
Mehrheit der untersuchten Proben war jedoch von Lebern mit Metastasen von
Tumoren aus unterschiedlichen Organen wie dem Magen-Darm-Trakt (58 Proben),
der Niere (7 Proben), der Brustdrise (6 Proben), den Ovarien (1 Probe), des

Pankreaskopfes (1 Probe) oder von neuroendokrinen Tumoren (6 Proben).

Tabelle 5: Anzahl und Verteilung der dem operativen Eingriff jeweils zugrundeliegenden

Diagnosen. MTS: Metastase(n)

Diagnose Haufigkeit Prozent
HCC 6 5,2
CcCC 10 8,7
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Geschlechterverteilung und Altersverteilung

Von den 115 Patienten waren 60 (52,2%) weiblich und 55 (47,8%) mannlich. Sie
waren im Schnitt 58,9 Jahre alt, wobei die Frauen mit 57,3 Jahren
(Standardabweichung 13,1 Jahre) etwas junger waren als die Manner mit 60,6
Jahren (Standardabweichung 12,4 Jahre). Der jungste Patient war 26 Jahre und der

alteste von ihnen 80 Jahre alt.

BMI, Nikotinkonsum, Alkoholkonsum

Bezuglich des BMI, des Nikotin- und des Alkoholkonsums waren die Daten aller
Patienten vollstandig. Bei den weiblichen Patienten lag der BMI im Durchschnitt bei
26,7 mit einer Standardabweichung von 5,0. Der geringste BMI betrug 17,3 und der
hochste 43,3. Der BMI der mannlichen Patienten war im Schnitt 27,0, mit einer
Standardabweichung von 3,4. Bei ihnen betrug der niedrigste BMI 21,5 und der
hochste 34,4. 90 (78,3%) Patienten waren Nichtraucher, 10 (8,7%) hatten das
Rauchen vor kurzer Zeit aufgegeben und 15 (13,0%) weitere Patienten waren noch
aktive Raucher. 76 (66,1%) Patienten tranken keinen, 27 (23,5%) nur gelegentlich
und 12 (10,4%) haufig Alkohol.

Pfortaderembolisation

Von den 112 Patienten mit Angaben bezuglich der Durchfuhrung einer
Pfortaderembolisation war bei 17 (15,2%) Patienten vor der Operation eine
Embolisation des Pfortaderasts des zu resezierenden Leberabschnitts durchgefliihrt
worden, um bessere Bedingungen fur die Operation zu schaffen. 95 (84,8%) der
Patienten wurden dieser Methode nicht unterzogen. Bei 3 Patienten gab es dazu

keine Informationen.
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5.2.2. Immunhistochemische Untersuchungen

In dieser Population wurden insgesamt 24 (20,9%) der Gewebeproben als PD-L1-
positiv eingestuft, da sie einen IRS-Wert > 3 aufwiesen, wahrend 91 (79,1%) der
Resektate PD-L1-negativ waren. Das Geschlecht der Patienten (Mann-Whitney-U-
Test: p = 0,452), ebenso wie der Alkoholkonsum (p = 0,177) oder eine Embolisation
des entsprechenden Pfortaderasts (p = 0,277) hatten keinen Einfluss auf die PD-L1-
IRS-Werte. Der IRS aller untersuchten Proben lag im Durchschnitt bei 1,8, mit einer
Standardabweichung von 2,2. Der Median betrug 1,5. Der hochste IRS-Wert lag bei
9,0 und war einem Patienten mit chronischer Cholangitis zuzuordnen. Auch hier
wurde der Durchschnitt des IRS nur der PD-L1 positiven Gewebeproben ermittelt. Er
lag bei 5,3 (Standardabweichung 1,9). Der Median betrug 5,0. Eine genaue
Ubersicht Uber die Anzahl der PD-L1-positiven Praparate, die IRS-Werte und die
entsprechende Expressionsstarke je nach der dem operativen Eingriff
zugrundeliegenden Diagnose ist der Tabelle 6 und den Abbildungen 20 und 22 zu

entnehmen.

Bei der Betrachtung der Expressionshaufigkeit zeigte sich, dass der Ligand
insbesondere in Lebern, die aufgrund eines HCC oder CCC oder eines
Gallenblasenkarzinoms reseziert worden waren, exprimiert wurde. Allerdings konnte
eine PD-L1-Expression auch in Lebern, die eine Metastase eines neuroendokrinen
Tumors aufgewiesen hatten, in 50,0% der Falle nachgewiesen werden. Auch die
Leber, in der sich eine Metastase eines Ovarialkarzinoms befunden hatte, war PD-

L1-positiv.

Wurden allerdings die medianen und durchschnittlichen IRS-Werte der PD-L1-
positiven Gewebe betrachtet, zeigte sich wiederum ein hoher IRS besonders in den

Resektionsrandern der HCC, CCC und Gallenblasenkarzinome (siehe Abbildung 21).
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Abb. 20: PD-L1-Expression (IRS-Werte) in den verschiedenen Gewebeproben, aufgegliedert
nach der dem operativen Eingriff zugrundeliegenden Diagnose. Dargestellt ist der Median,
das obere und untere Quartil, der Minimal- und Maximalwert sowie Ausreil’er (zweifache
Standardabweichung; Kreise) und extreme Ausreil3er (dreifache Standardabweichung;

Sterne). MTS: Metastase
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A PD-L1- Expression im Resektionsrand einer B PD-L1-Expression im Resektionsrand eines
chronischen Cholangitis Adenoms

C PD-L1-Expression im Resektionsrand einer D PD-L1-Expression in Tumorumgebung eines
kolorektalen Metastase HCC

Abb. 21: PD-L1-Expression (rotbraune Farbung) in gesunden Resektionsrandern nach
operativer Entfernung von Lebergewebe aufgrund einer chronischen Cholangitis (A), eines
Adenoms (B), oder einer kolorektalen Metastase (C). Immunhistochemie, Gegenfarbung mit
Hamatoxylin. OriginalvergroRerung: 400fach. (D) Vergleichend eine Tumorumgebung eines

HCC aus der vorangegangenen, ersten Testpopulation
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Tabelle 6: Anzahl der PD-L1-positiven Gewebeproben, PD-L1-Expressionsstarke und

durchschnittlicher IRS, aufgegliedert nach der dem operativen Eingriff zugrundeliegenden

Diagnose. MTS: Metastase

Diagnose

Adenom

Chronische Cholangitis
HCC
Gallenblasenkarzinom
CCC

MTS kolorektales
Karzinom

MTS Nierenkarzinom
MTS Mammakarzinom
MTS Ovarialkarzinom
MTS neuroendokriner
Tumor

MTS Pankreaskopf-

karzinom

Gesamt

Anzanhl
PD-L1-
positiv
1
(9,1%)
1
(20,0%)
3
(50,0%)
3
(75,0%)
4
(40,0%)
7
(12,1%)

1
(16,7%)
1
(100,0%)
3
(50,0%)

24
(20,9%)

Expressionsstarke
schwach/mittel/stark

0/1/0

0/1/0

2/1/0

2/1/0

2/2/0

4/3/0

0/0/0

1/0/0

1/0/0

3/0/0

0/0/0

15/9/0

Anzanhl
PD-L1-
negativ
10
(90,9%)
4
80,0%)
3
(50,0%)
1
(25,0%)
6
(60,0%)
51
(87,9%)
7
(100,0%)
5
(83,3%)

3
(50,0%)
1
(100,0%)
91
(79,1%)

IRS ge-

samt

1,4

2,3

3,3

4,5

3,3

1,3

4,0

2,8

0,0

1,8

IRS nur
Posi-
tive

7,5

9,0

5.2

5,2

6,3

5,0

3,0

4,0

4,0

5,3
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Abb. 22: Anteil der PD-L1-negativen sowie der schwach oder maRig Liganden-positiven

Gewebe, aufgegliedert nach der dem operativen Eingriff zugrundeliegenden Diagnose

5.2.3. Vergleich der beiden Testpopulationen hinsichtlich der PD-L1-Expression

In der vorliegenden Arbeit sollte auch ein Vergleich der PD-L1-Expression zwischen
den Tumorumgebungen der ersten Testpopulation und den Gewebeproben der
zweiten Testpopulation vorgenommen werden. Allerdings sollte angemerkt werden,
dass nur eine eingeschrankte Vergleichbarkeit zwischen den entsprechenden
Gewebebereichen der beiden Testpopulationen gegeben ist. In der ersten Gruppe
wurde die Expression des PD-L1 in der unmittelbaren Umgebung des Tumors
ermittelt, welche im Praparat mitangeschnitten war. In der zweiten Gruppe handelte
es sich um Resektionsrander, die raumlich etwas mehr Abstand zur benignen oder
malignen Veranderung der Leber hatten. Der durchschnittliche IRS in der zweiten
Testpopulation der 20 tumorfreien Resektionsrander der HCC, der CCC und der
Gallenblasenkarzinome lag bei 3,5 (Standardabweichung 2,6) und der Median bei
2,8. Die PD-L1-Expression unterschied sich somit nicht signifikant hinsichtlich der
Intensitat der Expression des Liganden (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,100) und auch
nicht in Bezug auf die Expressionshaufigkeit des PD-L1 (Chi-Quadrat-Test: p =
0,246) von der ersten Testpopulation mit einem durchschnittlichen IRS von 5,0
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(Standardabweichung 3,6), bei denen die unmittelbar umliegende noch nicht maligne
veranderte Tumorumgebung bei 148 Proben von HCC und CCC untersucht worden

war.

Aulerdem konnte ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der tumorfreien
Resektionsrander primérer, maligner Leberverénderungen mit den
Resektionsrandern der Adenome, der chronischen Cholangitiden und der
Metastasen innerhalb der zweiten Testpopulation in Hinsicht auf die
Expressionsintensitat (Mann-Whitney-U-Test: p < 0,001) und die Expressions-
haufigkeit (Chi-Quadrat-Test: p = 0,001) des PD-L1 gefunden werden.

5.2.4. Korrelationen zwischen der PD-L1-Expression und klinischen Parametern

Gewebeproben von den tumorfreien Resektionsrandern der HCC, der CCC und der

Gallenblasenkarzinome

Bei Betrachtung der Resektionsrander der HCC, der CCC und der
Gallenblasenkarzinome zusammengenommen gab es positive Zusammenhange
zwischen dem Ausmal} der PD-L1-Expression in den Proben und der aktivierten
partiellen Thromboplastinzeit (aPTT), der Hohe des aktivierten Fibrinogens und dem
C-reaktiven Protein (CRP). Negative Korrelationen fanden sich zwischen der PD-L1-
Expression und der Hohe des Albumins und des Laktats im Serum der Patienten
(siehe Tabelle 7). Kein Zusammenhang fand sich zwischen der Expression des
Liganden und dem Geschlecht (p = 0,393), dem Alkoholkonsum (p = 0,904), der
Hohe der ASAT- (r = -0,044, p = 0,854), ALAT- (r = -0,013, p = 0,957), GGT- (r =
0,051, p = 0,829), Cholinesterase- (r = -0,491, p = 0,217) und Bilirubin-Werte im
Serum (r = 0,240, p = 0,308) oder dem Quick-Wert (r = -0,435, p = 0,055). Ebenfalls
konnten keine Korrelationen zwischen der PD-L1-Expression und dem mittleren
korpuskularen Hamoglobin (MCH) (r = 0,024, p = 0,920) oder der mittleren
korpuskularen Hamoglobinkonzentration (MCHC) (r = -0,297, p = 0,203) aufgezeigt

werden.
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Tabelle 7: Korrelationen der PD-L1-Expression in den Resektionsrandern der HCC, der CCC

und des Gallenblasenkarzinoms zusammengenommen mit den Laborwerten der Patienten

PD-L1-Expression/Albuminkonzentration im Serum -0,565 0,009
PD-L1-Expression/HOhe der aPTT 0,566 0,009
PD-L1-Expression/Hohe des aktivierten Fibrinogens 0,522 0,018
PD-L1-Expression/CRP-Konzentration im Serum 0,624 0,004
PD-L1-Expression/Laktat-Konzentration im Serum -0,898 0,002

Gewebeproben von den Resektionsrindern der Adenome, der chronischen

Cholangitiden und der Lebermetastasen

Die Expression des PD-L1 in den Gewebeproben der Adenome, der chronischen
Cholangitiden und der Lebermetastasen zusammengenommen zeigte eine negative
Korrelation mit der Hohe des Albumins im Serum sowie dem MCH, der MCHC und
der Hohe der Cholinesterase-Werte im Serum (siehe Tabelle 8). Hier fand sich
ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Expression des Liganden und dem
Geschlecht (p = 0,743), dem Alkoholkonsum (p = 0,372), der Hohe der ASAT- (r =
0,027, p = 0,792), ALAT- (r = -0,125, p = 0,229), GGT- (r = -0,065, p = 0,529) und
Bilirubin-Werte im Serum (r = 0,047, p = 0,653) oder dem Quick-Wert (r = 0,042, p =
0,695).

Tabelle 8: Korrelationen der PD-L1-Expression in den Resektionsrandern der Adenome, der

chronischen Cholangitiden und der Metastasen mit den Laborwerten der Patienten

PD-L1-Expression/Albuminkonzentration im Serum -0,258 0,013
PD-L1-Expression/Héhe des MCH -0,277 0,008
PD-L1-Expression/Héhe der MCHC -0,236 0,024
PD-L1-Expression/ Hohe der Cholinesterase im Serum  -0,323 0,048
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6. Diskussion

6.1. Hepatozellulare und cholangiozellulare Karzinome

6.1.1. Patientendaten und klinische Daten

Laut Zhu et al. (2016) sind Manner 4mal haufiger von einem HCC betroffen als
Frauen. Dies spiegelte sich auch in den Patientendaten der vorliegenden Arbeit
wider. 80,0% der deutschen und chinesischen HCC-Patienten waren mannlich und
nur 20,0% weiblich. Nach der Literatur erkrankt das mannliche Geschlecht zudem
1,5mal haufiger an einem Karzinom der Gallengange als das weibliche (Shaib und
El-Serag 2004). In der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Population war der

Anteil an Mannern mit 75,9% der Falle jedoch noch hoher.

Die deutschen HCC- oder CCC-Patienten der vorliegenden Studie befanden sich bei
Diagnosestellung im Durchschnitt in ihrem 7. Lebensjahrzehnt. Diese Beobachtung
deckt sich mit der vorhandenen Literatur (Guthle und Dollinger 2014, Goeppert
2020). Die chinesischen Patienten mit einem HCC waren bei der Erstdiagnose
allerdings signifikant junger als die entsprechenden deutschen Patienten. Guthle et
al. (2014) beschreiben erste Erkrankungsfalle schon ab dem 2. Lebensjahrzehnt in
Landern mit hoher Hepatitis-B- und -C-Pravalenz und somit hoher HCC-Inzidenz.
Tatsachlich entwickelten alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten chinesischen
Patienten mit Angaben beziiglich der Atiologie ein HCC bzw. das CCC ausgehend
von einer Infektion mit Hepatitis B. Bei Patienten mit einem malignen Leberkarzinom
aus Deutschland entstand eine zirrhotisch bzw. maligne veranderte Leber
hauptsachlich aufgrund von schadlichem Alkoholkonsum. Diese unterschiedlichen
Ursachen fur die Entstehung eines Lebertumors je nach Herkunftsregion waren

signifikant und wurden bereits durch Czauderna et al. (2017) beschrieben.

Nach Czauderna et al. (2017) entwickeln Patienten mit HCC in der Uberwiegenden
Mehrzahl der Falle ihr Karzinom aus einer zirrhotisch veranderten Leber heraus. In
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Population war dies bei 56,9% der
deutschen und bei 58,1% der chinesischen HCC der Fall, wobei sich diese Daten nur
auf die Patienten mit vorhandenen Angaben zu einem Vorliegen oder Nicht-Vorliegen
einer zirrhotisch veranderten Leber bezogen. Patienten mit einem CCC entwickelten

ihr Karzinom nur in 11,8% und somit zu einem signifikant geringeren Anteil aus einer
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Zirrhose heraus. Dieser Unterschied im Vergleich zu HCC-Patienten wird auch in der
Literatur beschrieben (Jodicke et al. 2020).

Den aktuellen Forschungsergebnissen entsprechend konnte auch in der
vorliegenden Population bei Patienten mit einem HCC ein langeres Uberleben
nachgewiesen werden als bei Patienten mit einem CCC (Schoénfeld und Kraywinkel
2018).

Den deutschen HCC wurde ein signifikant hoheres T-Stadium, Staging sowie Child-
Pugh-Stadium zugewiesen als den chinesischen HCC. Jedoch unterschieden sich
die deutschen wund chinesischen Lebertumore im Grading nicht signifikant
voneinander. Daraus lasst sich schlieBen, dass die Chinesen zwar offensichtlich
einen weniger weit fortgeschrittenen und kleineren Tumor besalen, der aber bereits
genauso entartet war. Einen moglichen Erklarungsansatz flr diese Beobachtung
stellt das engmaschige Screening bei den chinesischen Hochrisikopatienten dar,
welches ein Erkennen des Karzinoms bereits im frihen Stadium ermoglicht. Seit
1970 haben sich in China verschiedene Friherkennungskonzepte etabliert, wobei
vor allem Manner ab dem vierten Lebensjahrzent mit positiver Hepatitis-B-Serologie
als Patienten mit hohem Risiko gelten und regelmafigen Ultraschalluntersuchungen
zugefuhrt werden (Chen et al. 2019). Chinesische Hochrisikopatienten sind aufgrund
der Atiologie des potenziellen Malignoms zuséatzlich mdglicherweise leichter
identifizierbar, nehmen Screening-Angebote vermutlich eher wahr und kénnen somit
in einem niedrigeren Stadium detektiert werden. Die Ursache der HCC deutscher
Patienten lag bei den Personen mit bekannter Atiologie hauptsachlich im schadlichen
Alkoholkonsum, welcher generell mit einer geringen Compliance gegenuber
medizinischen Malnahmen verbunden ist und somit mit einem verminderten
Wahrnehmen von Friherkennungsprogrammen (Feuerlein 1982). Dies hat
offensichtlich zur Folge, dass das HCC erst in einem spateren Stadium detektiert

wird.

6.1.2. Expressionscharakteristika des PD-L1

Hepatozellulare Karzinome

In der vorliegenden Arbeit wurden 51,2% der untersuchten HCC-Praparate mit

histologisch auffindbarem Tumor als PD-L1-positiv (IRS > 3) gewertet. Chinesische
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und deutsche Patienten unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich der
Haufigkeit und Intensitat der Expression des Liganden. Von den deutschen Patienten
mit HCC exprimierten 55,8% den Liganden schwach, 27,9% malig und 16,3% stark.
Bei den chinesischen Patienten mit HCC wurde der PD-L1 in 47,8% der Falle als
schwach, in 21,7% der Falle als mafig und in 30,4% der Falle als stark ausgepragt
gewertet. Allerdings sollten diese Ergebnisse kritisch betrachtet werden unter dem
Aspekt, dass sich die Tumore der chinesischen Patienten in einem signifikant
geringeren T-Stadium, Staging und Child-Pugh-Stadium befanden Eine weitere
Untersuchung, in der sich die klinischen Daten der Patienten bzw. der Tumore bei
beiden Nationalitaten entsprechen, konnte eventuell andere Ergebnisse
hervorbringen. Allerdings erscheint dies unwahrscheinlich, da die Hohe der PD-L1-
Expression in der vorliegenden Population weder mit dem T-Stadium noch dem

Staging oder dem Child-Pugh-Stadium korrelierte.

Jung et. al (2017) untersuchten Gewebeproben von Patienten mit HCC, die sich
einer Resektion mit kurativem Therapieansatz unterzogen hatten, wobei sie die
Herkunft oder die Bezeichnung des Anti-PD-L1-Antikorpers nicht in ihrer Studie
erwahnten. lhre Testpopulation entsprach in Bezug auf die Geschlechts- und
Altersverteilung derjenigen der vorliegenden Arbeit. Bei 87,1% der Patienten in der
Studie von Jung et. al. konnte eine Virushepatitis nachgewiesen werden. Die Autoren
verwendeten fur die Auswertung der von ihnen erzielten Farbungen einen Score, der
sich jedoch von dem, der in der vorliegenden Arbeit benutzt wurde, unterschied. Sie
bildeten die Summe aus den Punkten flr die Farbeintensitat (keine Farbung = 0
Punkte, schwache Farbung = 1 Punkt, maRige Farbung = 2 Punkte, starke Farbung =
3 Punkte) und den Punkten fur die Haufigkeit der Anfarbung von maligne entarteten
Hepatozyten (< 10% = 0 Punkte, 10 - 50% = 1 Punkt, > 50% = 2 Punkte). Die PD-L1-
Expression wurde bei einer Summe von 0 - 2 Punkten als niedrig und von 3 - 5
Punkten als hoch klassifiziert. Dabei ordneten sie mit ihrem Score 73,0% der von
ihnen untersuchten HCC in Tumore mit einer geringen und 27,0% der analysierten
HCC in Tumore mit einer hohen PD-L1-Expression ein. 25,9% der Tumore erreichten
dabei eine Summe von 0-1, 47,1% 2 Punkte, 21,2% 3-4 Punkte und 5,8% 5 Punkte.
Wirde man bei den Farbeergebnissen von Jung et. al. den IRS der vorliegenden
Arbeit anwenden, so wirden lediglich 27,0% der HCC als positiv betrachtet werden,
mit einer Uberwiegend schwachen Auspragung des PD-L1. Die von Jung et al. (2017)

beobachtete im Mittel nur schwache Expression des Liganden zeigte sich auch in
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den Daten der vorliegenden Untersuchung (IRS-Mittelwert: 3,4). Der in der
vorliegenden Arbeit allerdings im Vergleich zu der Studie von Jung et al. (2017)
gefundene hdhere Anteil an PD-L1-positiven HCC (51,2%) ist wahrscheinlich auf die
hohere Sensitivitdat des Antikorpers 73-10 im Vergleich zu anderen kommerziellen
Antikdrpern wie SP142, 22C3, SP263 und 28-8 zuruckzufuhren (Jung et al. 2017,
Tsao et al. 2018, Résner et al. 2021).

Sideras et al. (2017) verwendeten in ihren Untersuchungen den Antikorper
405.9A11. Sie beschrieben eine Expression des PD-L1 in 82,9% der von ihnen
analysierten HCC. Bei der immunhistochemischen Auswertung wurden jedoch
bereits nur sehr schwach angefarbte HCC als positiv gewertet. Dabei gaben sie an,
dass der Ligand in ihren Gewebeproben homogen exprimiert wurde, weswegen in
den Untersuchungen lediglich die Intensitat mit Punkten zwischen 0 und 3 bewertetet
wurde. Wie die Punkte vergeben wurden, wurde nicht weiter definiert, sondern
anhand von histochemischen Bildern dargestellt (Sideras et al. 2017). In der
vorliegenden Arbeit zeigte sich der PD-L1 dagegen meist heterogen exprimiert. Die
Verwendung dieses anderen Scores bei Sideras et al. (2017), welcher auf der
Annahme einer homogenen Expression des Liganden basierte, hat vermutlich zu der
héheren ermittelten Expressionsrate gefuhrt. Ein weiterer Grund flir die beobachteten
Differenzen konnte auch im verwendeten Antikorper 405.9A11 liegen, der
maoglicherweise zu einer unterschiedlichen Anfarbung der Praparate gefuhrt haben
kénnte. Die Daten von Sideras et al. (2017) bestatigen jedoch ebenfalls die eher
schwache Auspragung des Liganden in den HCC, da auch bei ihnen der
durchschnittliche Score-Wert lediglich bei 0,5 lag.

Calderaro et al. (2016) klassifizierten Tumore als Liganden-positiv, wenn > 1% der
maligne entarteten Hepatozyten angefarbt waren. Sie verwendeten flr ihre
Untersuchungen den Antikorper E1L3N, welcher nach den Angaben der
Forschergruppe ausschlieBlich zu einer membrandsen Farbung der Zellen flhrte.
17,0% der Tumore waren in dieser Studie positiv fur den Liganden, mit einer im Mittel
eher schwachen Expression (Calderaro et al. 2016). In der vorliegenden Arbeit
wurden die Tumorzellen allerdings sowohl membranstandig als auch zytoplasmatisch
angefarbt. In einer weiteren Studie, in der mehrere Anti-PD-L1-Antikorper (E1L3N,
SP142, SP263, 22C3, 28-8) in Bezug auf den immunhistochemischen Nachweis des
PD-L1 in HCC verglichen wurden, erbrachte der Antikbrper E1L3N das schwachste
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Immunsignal und zeigte eine geringere Sensitivitat als die anderen untersuchten
Antikdrper (Smith et al. 2016, Pinato et al. 2019). In Verbindung mit den Ergebnissen
von Tsao et al. (2018), die im Vergleich zu anderen Anti-PD-L1-Antikdrpern eine sehr
hohe Sensitivitat des Klons 73-10 zeigen konnten, liefert das die Erklarung fur die in
der vorliegenden Arbeit beobachtete starkere Anfarbung der HCC-Proben im
Vergleich zu den mit dem Antikérper E1L3N erzielten Ergebnissen von Calderaro et
al. (2016).

In die Metaanalyse von He et al. (2021) wurden insgesamt 13 Studien zu einer Anti-
PD-L1- bzw. Anti-PD-1-Immuntherapie an HCC eingeschlossen. Sie berichteten Uber
Ansprechraten bei den Patienten von durchschnittlich 17%, wobei die Raten in den
unterschiedlichen Studien von 12% bis 64% reichten (12%, 12%, 12%, 13%, 15%,
15%, 15%, 17%, 17%, 18%, 20%, 64%). Bei 58% der Patienten konnte eine
Krankheitsstabilisierung beobachtet werden. Diese lag in den unterschiedlichen
Studien zwischen 35% und 82% (35%, 39%, 44%, 49%, 50%, 51%, 58%, 62%, 62%,
64%, 73%, 82%) (He et al. 2021). Bei jeweils einer Studie fehlten entweder die
Angaben zu den Ansprechraten oder zur Krankheitsstabilisierung. Diese Zahlen
lassen vermuten, dass zumindest 58% der Patienten den Liganden exprimiert haben
mussen, um von der Immuntherapie profitieren zu kénnen. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, wonach 51,2% der HCC den Liganden
exprimierten. Das spricht zum einen fur eine gute Sensitivitat des in der vorliegenden
Untersuchung verwendeten Antikoérpers 73-10 und zum anderen fir die Validitat des
verwendeten IRS-Scores von Remmele und Stegner sowie des gewahlten Cut-off-
Werts fur eine PD-L1-Positivitat. Die Unterschatzung der PD-L1-Expression durch die
bisher verfugbaren Antikorper kdnnte auch eine mdgliche Erklarung dafur liefern,
dass sich beim HCC in den entsprechenden Studien bisher kein Zusammenhang
zwischen der PD-L1-Expression und dem objektiven Ansprechen auf die
Immuntherapie gezeigt hat wie in CheckMate 040, Keynote 224 und weiteren
Studien (Onuma et al. 2020). Die mit dem Antikérper 73-10 erzielten Ergebnisse
scheinen dagegen dem wahren Wert der PD-L1-Expression im HCC sehr nah zu

kommen.

In einer Studie an Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen aus der eigenen
Arbeitsgruppe konnte bei der Untersuchung der PD-L1-Expression mit dem
Antikérper 73-10 eine Anfarbung bei 21 der 43 Tumore (48,8% der Falle) mit einem
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durchschnittlichen IRS-Wert von 3,53 beobachtet werden. Diese Expression des
Liganden beim Lungenkarzinom entspricht ungefahr der PD-L1-Auspragung beim
HCC in der vorliegenden Arbeit (51,2% PD-L1-positive Falle, IRS-Mittelwert: 3,4).
Laut der Literatur profitieren 20 bis 40% der Patienten mit einem Nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom von einer Anti-PD-L1- oder Anti-PD-1-Immuntherapie (Rosner et
al. 2021). In einer weiteren Untersuchung wurde mit dem Klon 73-10 die PD-L1-
Expression in bronchopulmonalen neuroendokrinen Neoplasien charakterisiert.
Hierbei wurden 82 der 97 Tumore (84,5% der Falle) als PD-L1-positiv eingestuft, mit
einer durchschnittlich mafRigen Expression (Mittelwert: 5,67) (Rosner et al. 2021).
Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass der PD-L1 in anderen Tumorentitaten sehr viel
haufiger und intensiver exprimiert wird als in HCC. Die im Vergleich seltenere und
nur leichte Expression des Liganden in der vorliegenden Arbeit in Kombination mit
den oben aufgeflhrten, eher geringen Ansprechraten des HCC (im Mittel 17%) auf
eine entsprechende Immuntherapie, wirft die Frage auf, inwieweit der PD-L1 als
Target bei der Therapie des hepatozellularen Karzinoms sinnvoll ist. Eine
Monotherapie mit einem Anti-PD-1- oder Anti-PD-L1-Antikdrper erscheint vor dem
Hintergrund der vorliegenden Zahlen nicht ausreichend, weswegen es einer weiteren

Erforschung der Immuntherapie als Kombinationstherapie bedarf.

Letztlich bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit das Vorkommen des PD-
L1 in hepatozellularen Karzinomen und stimmen mit den Angaben in der
vorhandenen Literatur auch insofern Uberein, dass die Expression des Liganden in
HCC eher schwach ausgepragt ist. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den
verschiedenen den HCC zugrundeliegenden Atiologien bzw. den Herkunftslandern

der Gewebeproben gefunden werden.

Insgesamt sind die Angaben in der Literatur hinsichtlich der Haufigkeit und der
Intensitat der Expression des PD-L1 in HCC keinesfalls einheitlich. Dies Iasst sich
durch die verschiedenen verwendeten Scores und Antikorper sowie die
unterschiedlichen Cut-off-Werte fUr eine Positivitat erklaren. Eine mégliche Erklarung
fir die Diskrepanz zwischen der in den verschiedenen Studien vorgefundenen PD-
L1-Negativitat der Tumore und dem dennoch eingetretenen Ansprechen auf die
Immuntherapie konnte die geringe Sensitivitat der eingesetzten Antikorper sein.
Durch die Verwendung des Klons 73-10 kénnte in Zukunft durch eine sensitivere
Bestimmung der PD-L1-Expression moglicherweise eine exaktere Vorhersage
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getroffen  werden, welche Patientengruppe von der Anti-PD1-/PD-L1-
Antikdrpertherapie profitieren konnte. Aufgrund der eher geringen Expression des
Liganden in HCC im Vergleich zu anderen Tumorentitaten sollte aber ein Einsatz
dieser Therapie als Monotherapie, wie bereits oben erwahnt, eher kritisch gesehen

werden. Der Fokus sollte in Zukunft eher auf Kombinationstherapien liegen.

Tumorumgebung der hepatozellularen Karzinome

In der Tumorumgebung von HCC konnte mit 60,5% aller untersuchten
Gewebeproben haufiger eine PD-L1-Positivitat verzeichnet werden als im Tumor
selbst, mit 51,2% der Falle. In den Lebern der deutschen Patienten war der PD-L1
signifikant ofter ausgepragt als in den Lebern der Chinesen (69,3% vs. 46,9% der
Falle). Mdoglicherweise lasst sich dieser deutliche Unterschied auf die
unterschiedliche Atiologie der Tumore zuriickfihren. Dies wirde jedoch den
Forschungsergebnissen von Sideras et al. (2017) widersprechen, die keinen
Unterschied hinsichtlich der Auspragung des Liganden im den Tumor umgebenden
Gewebe in Abhangigkeit von der Ursache des HCC feststellen konnten. In der
vorliegenden Arbeit war der Ligand bei den Tumorumgebungen der chinesischen
Patienten, wenn er ausgepragt war, zwar statistisch nicht signifikant, aber dennoch
starker exprimiert. So lag der durchschnittliche IRS der in Bezug auf den Liganden
als positiv (IRS > 3) klassifizierten Tumorumgebungen bei den chinesischen
Patienten bei 8,3 und bei den deutschen Patienten bei 7,0. Auch der
durchschnittliche IRS aller tumorumgebenden Gewebe der deutschen und
chinesischen Patienten war mit 5,1 signifikant hoher als der IRS im Tumor selbst
(durchschnittlicher IRS: 3,4). Hier findet sich eine weitere mdgliche Erklarung dafr,
dass einige Patienten von der Immuntherapie profitieren, obwohl eine Expression
des Liganden im Tumor selbst nicht nachgewiesen werden konnte. Das
tumorumgebende Gewebe konnte bei diesen Liganden-negativen Patienten dennoch

den PD-L1 exprimiert haben und somit die Wirksamkeit der Immuntherapie erklaren.

Sideras et. al. (2017) bemerkten unter Verwendung des Antikorpers 405.9A11 in den
nicht maligne entarteten Hepatozyten, die den Tumor umgaben, ebenfalls eine
hdhere Expression des PD-L1 als im Tumor selbst. So zeigte sich der Ligand in
95,8% der Tumorumgebungen und nur in 82,9% der Falle in den eigentlichen
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Tumoren. Die von Sideras et al. (2017) beobachtete hohe Auspragung des Liganden
nicht nur im Tumor, sondern auch in der Tumorumgebung lasst sich dadurch
erklaren, dass bereits sehr schwach positiv gefarbte Praparate als PD-L1-positiv
gewertet wurden, eine homogene Expression des Liganden angenommen und
dementsprechend auch ein anderes immunhistochemisches Auswertungssystem
genutzt wurde (siehe oben). Aufgrund ihrer Ergebnisse untersuchten Sideras et al.
(2017) in einer weiteren Kohorte von HCC-Patienten die Expression der mRNA des
PD-L1 sowohl in den Tumorzellen als auch in dem tumorumgebenden Gewebe. Auch
hier zeigte sich, dass die mRNA des Liganden mindestens genauso stark in der
Tumorumgebung auftritt wie im Tumor. Darlber hinaus fanden sie, wie auch die
vorliegende Arbeit, dass die Tumorumgebung auf Proteinebene eine statistisch

signifikant starkere Intensitat der PD-L1-Expression aufweist als der Tumor selbst.

Den vorliegenden Ergebnissen leicht widersprechende Beobachtungen machten
dagegen Shi et al. (2011). Sie fanden zwar ebenfalls eine PD-L1-positive
Tumorumgebung vor, die HCC selbst hatten allerdings den Liganden deutlich
haufiger ausgepragt. Anders als in der vorliegenden Arbeit waren die von ihnen
analysierten Tumorumgebungen jedoch immer zirrhotisch verandert. Auch lagen sie
5-10 cm vom Tumor entfernt und befanden sich nicht wie in der vorliegenden Arbeit
in unmittelbarer Umgebung des HCC. Weiterhin unterschied sich der von Shi et al.
verwendete Antikorper von Biolegend (San Diego, CA, USA) von dem in der

vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper (Shi et al. 2011).

Dai et al. (2017) fanden mit dem monoklonalen Antikérper 2B11D11 in 31,1% der
Gewebeproben den Liganden im tumorumgebenden Gewebe vor, was deutlich
niedriger als in der vorliegenden Arbeit ist. Allerdings ist der von ihnen benutzte

Antikdrper weniger sensitiv als der Klon 73-10 (Rdsner et al. 2021).

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bestatigen also die in der Literatur
vorgefundenen Ergebnisse hinsichtlich einer PD-L1-Expression im
tumorumgebenden Gewebe eines HCC und liefern einen weiteren Erklarungsansatz

fur das Ansprechen der Immuntherapie bei PD-L1-negativen Tumorpatienten.
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Cholangiozellulare Karzinome

Insgesamt 42,3% aller CCC waren in der vorliegenden Arbeit positiv fir den PD-L1.
Die CCC exprimierten somit den PD-L1 seltener als die HCC, die in 51,2% der Falle
PD-L1-positiv waren. Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Im
Mittel war der PD-L1 in den CCC nur schwach exprimiert (IRS = 2,6).

Die prozentuellen Angaben zu den Liganden-positiven CCC in den Untersuchungen
in der Literatur variieren zwischen 10 und 70% (Rizzo et al. 2021). Sabbatino et al.
(2016) untersuchten mit dem monoklonalen Antikérper 22C3 27 iCCC hinsichtlich
einer Expression des PD-L1. Dabei konnten sie das Protein nur in 8 (29,6%) der
Tumore nachweisen. Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
benutzten sie ein anderes Klassifikationssystem als das in der vorliegenden Arbeit.
Sie vergaben Punkte von 0 bis 5: 0 Punkte = PD-L1-negativ, 1 Punkt = sehr geringe
Expression, 2 Punkte = geringe Expression, 3 Punkte = moderate Expression, 4
Punkte = hohe Expression, 5 Punkte = sehr hohe Expression. Dabei klassifizierte die
Arbeitsgruppe die Expression in den 8 PD-L1-positiven Tumoren in 1 Fall als sehr
gering, in 2 Tumoren als gering, in 2 CCC als moderat, in 2 Tumoren als hoch und in
1 Fall als sehr hoch (Sabbatino et al. 2016).

Lin et al. (2018) konnten den Liganden in 18,0% der von ihnen untersuchten CCC
nachweisen. Sie verwendeten dabei den Anti-PD-L1-Antikérper E1L3N, den schon
Calderaro et al. (2016) fur die Untersuchungen der HCC verwendet hatten, und
definierten den Tumor als PD-L1-positiv, wenn mehr als 5% der Tumorzellen

angefarbt waren (Lin et al. 2018).

Kitano et al. (2020) verwendeten den gleichen Antikorper-Klon wie Lin et al. (2018)
und definierten das CCC als PD-L1-positiv, wenn in allen malignen Zellen eine
leichte Farbung zu verzeichnen war oder mindestens 25% der Tumorzellen sich
mafig anfarbten. In ihrer Untersuchung exprimierten 30,5% der CCC den Liganden
(Kitano et al. 2020).

Alle drei Autorengruppen, Sabbatino et al. (2016), ebenso wie Lin et al. (2018) und
Kitano et al. (2020), verwendeten in ihren Untersuchungen mit den Klonen 22C3 und
E1L3N Antikdrper, die sich in der Literatur an anderen Tumorentitadten als weniger

sensitiv herausgestellt hatten (Tsao et al. 2018, Rdsner et al. 2021).
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Auch in der Immuntherapie des CCC konnte wie beim HCC kein Zusammenhang
zwischen dem PD-L1-Status und dem Therapieerfolg ausgemacht werden. In der
Literatur gibt es nur wenige Studien zur Monotherapie mit einer Anti-PD-1- oder Anti-
PD-L1-Immuntherapie bei CCC. In einer Phase-llI-Studie an einer japanischen
Kohorte konnte eine Ansprechrate von 3% ausgemacht werden. In einer weiteren
Phase-II-Studie aus Amerika wurden dagegen Ansprechraten von 22% beobachtet,
wobei sich bei 60% der Patienten eine Stabilisierung der Erkrankung erzielen lie®. In
einer dritten  Phase-ll-Studie = wurden Patienten mit fortgeschrittenem
cholangiozellularen Karzinom eingeschlossen. Dabei sprachen 5,8% der Patienten
auf die Therapie an und bei 16% stabilisierte sich die Erkrankung. Die Patienten der
drei Studien waren zuvor erfolglos mit mindestens einer Standardtherapie behandelt
worden (Jakubowski und Azad 2020). Anhand dieser wenigen Zahlen ist es nur
schwer moglich, das wahre Ausmal} der PD-L1-Expression in CCC abzuschatzen.
Dieses bewegt sich vermutlich im Bereich zwischen 16% und 60%. Mit einer
Expression des PD-L1 in 42,3% der untersuchten CCC widerspricht der in der
vorliegenden Arbeit beobachtete Wert also nicht der Literatur. Aufgrund der noch
geringeren Ansprechraten (3%, 22%, 5,8%) bei CCC-Patienten im Vergleich zu
Patienten mit einem HCC (durchschnittliche Ansprechrate 17%) kann aber davon
ausgegangen werden, dass der Ligand in CCC geringer exprimiert wird als in HCC,
was sich auch in der vorliegenden Arbeit zeigte. Es bedarf allerdings weiterer

Untersuchungen zur Immuntherapie und zur PD-L1-Expression in CCC.

Abschlielend lasst sich also in der Zusammenschau der Literatur und den
vorliegenden Ergebnissen sagen, dass der PD-L1 in CCC geringer exprimiert wird
als in HCC. Die Expression in CCC ist vermutlich nicht ausreichend fir eine
suffiziente Behandlung des Karzinoms mit einer Anti-PD-1- oder Anti-PD-L1-

Monotherapie.

Tumorumgebung der cholangiozellularen Karzinome

In der Tumorumgebung der CCC konnte eine Positivitat fir den PD-L1 in 62,5% der
Gewebeproben nachgewiesen werden und somit ebenfalls in mehr Proben als im
Tumor selbst, mit einer Positivitat von 42,3% der Praparate. Von den positiven
Proben waren 33,3% schwach, 40,0% maRig und 26,7% stark angefarbt. Mit 4,9
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unterschied sich der durchschnittliche IRS aller Gewebeproben der Tumorumgebung
der CCC dabei signifikant vom durchschnittlichen IRS der Tumore selbst, der bei 2,6
lag.

In der Literatur lassen sich keine vergleichbaren Ergebnisse hinsichtlich der PD-L1-
Expression in dem die CCC umgebenden Gewebe finden. Lediglich Sabbatino et al.
(2016) beschreiben in 70,4% der Tumorumgebungen eine Positivitat fur den PD-L1.
Sie definieren ihre Tumorumgebungen allerdings als tumorinfiltrierende Lymphozyten
und fibrése Septen, so dass keine Vergleichbarkeit mit den vorliegenden Daten

gegeben ist.

Ebenso wie beim HCC findet sich auch hier eine mdgliche Erklarung dafur, dass
auch PD-L1-negative Tumore auf eine Immuntherapie ansprechen kdnnen, da das
tumorfreie umgebende Gewebe den Liganden exprimieren kann. Eine weitere
Erforschung der PD-L1-Expression im tumorumgebenden Gewebe beim CCC kann

hier weitere Erkenntnisse bringen.

Die aufgefuhrten Studien lassen erkennen, dass ein Vergleich hinsichtlich der
Expressionscharakteristika des PD-L1 zwischen den Studien sowie mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nur schwer gezogen werden kann. Es Iasst sich
allerdings ableiten, dass der Ligand in HCC wohl eher nur schwach exprimiert wird.
In CCC scheint die Expression noch geringer auszufallen. Unterschiedliche
Bewertungssysteme konnen zu anderen Ergebnissen hinsichtlich der Positivitat von
Praparaten fir den Liganden fuhren und es kommt durch die Verwendung von
verschiedenen Antikdrpern zu unterschiedlichen Farbeergebnissen. Literaturdaten
und die Ergebnisse der eigenen Forschungsgruppe legen nahe, dass der Antikdrper
73-10 eine hohere Sensitivitat aufweist als andere kommerziell verfigbare Antikorper
(Tsao et al. 2018, Roésner et al. 2021). Um vergleichbare Ergebnisse zu schaffen,
waren weitere Untersuchungen anzustreben, die den Antikérper 73-10 und
optimalerweise ein einheitliches Bewertungssystem fur die Auswertungen der

immunhistochemischen Farbungen verwenden.
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6.1.3. Korrelationen zwischen der PD-L1-Expression und klinischen sowie

weiteren histopathologischen Parametern

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es unter anderem auch, Zusammenhange
zwischen der Expression des PD-L1 und klinischen Parametern sowie weiteren in

HCC oder CCC typischerweise exprimierten Rezeptoren zu finden.

Hepatozellulare Karzinome

Die Auspragung des Liganden in den HCC der deutschen Patienten zeigte dabei
einen positiven Zusammenhang mit der Expression des Chemokin-Rezeptors
CXCR4 (r = 0,232, p = 0,036), wohingegen bei den chinesischen HCC eine negative
Korrelation zwischen der Expression des PD-L1 und des CXCR4 gefunden wurde (r
= -0,313, p = 0,032). Der Rezeptor CXCR4 wird vor allem in hochmalignen HCC
exprimiert. Er besitzt auRerdem einen negativen prognostischen Aussagewert (Neve
Polimeno et al. 2015). Daruber hinaus konnte bei den chinesischen Patienten auch
ein negativer Zusammenhang zwischen der Expression des Liganden und dem
Somatostatin-Rezeptor SSTR5 (r = -0,309, p = 0,034) sowie eine positive Korrelation
mit dem Proliferationsmarker Ki-67 (r = 0,513, p = 0,012) gefunden werden. Die
Expression des SSTR5 im HCC ist mit einem langeren Uberleben assoziiert (Liu et
al. 2013), wohingegen ein hoher Proliferationsindex Ki-67 mit einem kurzeren
Uberleben einhergeht und somit einen negativen prognostischen Aussagewert
besitzt (Luo et al. 2015). Insgesamt scheint die PD-L1-Expression im HCC bei den
deutschen Patienten eher mit negativen und bei den chinesischen Patienten sowohl
mit negativen als auch mit positiven Prognosefaktoren assoziiert zu sein, so dass in
der Zusammenschau die Datenlage hier nicht eindeutig ist. In Untersuchungen aus
der eigenen Forschungsgruppe an bronchopulmonalen neuroendokrinen Neoplasien,
in denen ebenfalls der Antikorper 73-10 sowie der gleiche Score fur die Auswertung
der immunhistochemischen Farbungen verwendet wurde wie in der vorliegenden
Arbeit, konnten negative Korrelationen zwischen der PD-L1-Expression und der
Expression der Somatostatinrezeptoren sowie positive Korrelationen zwischen dem
PD-L1- und der CXCR4- sowie der Ki-67-Expression gefunden werden, so dass
zumindest in dieser Tumorentitat die Expression des PD-L1 tendenziell eher mit einer

negativen Prognose assoziiert zu sein scheint (Rosner et al. 2021). Weitere
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Untersuchungen mit hoheren Fallzahlen sind daher fur eine abschlielRende
Beurteilung der prognostischen Wertigkeit des PD-L1 bei HCC und eventueller
Unterschiede in Abhangigkeit von der der Erkrankung zugrundeliegenden Atiologie

oder der Ethnie notwendig.

Die PD-L1-Expression in der Tumorumgebung deutscher und chinesischer HCC
korrelierte negativ mit den Laborparametern ASAT (r = -0,397, p = 0,001), ALAT (r =
-0,365, p < 0,001) und GGT (r = -0,375, p = 0,001). Durch die Literatur lieR® sich die
negative Korrelation der Expression des Liganden in der Tumorumgebung mit der
Hoéhe der ALAT nicht bestatigen. So zeigte sich keine Korrelation zwischen der PD-
L1-Expression und der Hohe der ALAT (Dai et al. 2017). Fir die beiden anderen
Werte fand sich keine entsprechende Literatur. Hohe Werte der ALAT in einer
zirrhotisch veranderten Leber sind haufiger mit der Entwicklung eines HCC assoziiert
als niedrige Werte (Miyakawa et al. 2009). Daraus lasst sich wiederum ableiten, dass
die Expression des PD-L1 in der Tumorumgebung mit einer besseren Prognose

einhergehen konnte.

Cholangiozellulare Karzinome

Zwischen der Expression des PD-L1 in den CCC bzw. in den umliegenden nicht-
malignen Zellen und den klinischen oder anderen histologischen Parametern fanden
sich fast keine Korrelationen. Es konnte lediglich ein positiver Zusammenhang
zwischen der PD-L1-Expression im Karzinom und der TumorgroRe verzeichnet
werden (r = 0,720, p = 0,029). In der Literatur konnte eine entsprechende Korrelation
allerdings nicht gefunden werden (Xie et al. 2020). GroRe CCC gehen mit einem
schlechteren Uberleben einher als kleine (Kong et al. 2021). Die Expression des
Liganden im CCC scheint daher eher mit einer negativen Prognose assoziiert zu

sein.

Die Auspragung des Liganden in der Tumorumgebung der CCC zeigte einen
starken negativen Zusammenhang mit der Héhe des Tumormarkers CA 19-9 im
Serum (r = -0,782, p = 0,038). Da hohe CA 19-9-Spiegel bei cholangiozellularen
Karzinomen mit einer schlechteren Prognose verbunden sind als niedrigere
Konzentrationen (Paik et al. 2008), lasst dies daraus schliel3en, dass die Expression

des PD-L1 in der Tumorumgebung eines CCC wie auch bei HCC eher mit einer
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gunstigen Prognose assoziiert zu sein scheint, was der oben gemachten Aussage
widerspricht und die Uneindeutigkeit der Datenlage zur prognostischen Wertigkeit der
PD-L1-Expression in CCC ebenso wie bei den HCC unterstreicht. Fir eine
abschlieBende Beurteilung sind auch hier weitere Studien mit deutlich groReren

Fallzahlen notwendig.

6.2. Gesunde Resektionsrander von Operationspraparaten

verschiedener benigner und maligner Leberveranderungen

6.2.1. Patientendaten

Die Patientendaten zeigen hinsichtlich der Alters- und Geschlechterverteilung und
des BMI einen reprasentativen Querschnitt der deutschen Bevdlkerung. Der Nikotin-
und Alkoholkonsum war dagegen sogar etwas geringer ausgepragt als in der
Allgemeinbevodlkerung (Glaesmer und Brahler 2002, Robert-Koch-Institut 2017b,
Robert-Koch-Institut 2017a, Wiessner et al. 2020).

6.2.2. PD-L1-Expressionscharakteristika

In den im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben war der PD-L1 in
den gesunden Resektionsrandern von HCC, CCC und Gallenblasenkarzinomen am
haufigsten exprimiert und auch der durchschnittliche PD-L1-IRS war hier von allen
untersuchten Gewebeproben am hochsten. Dabei lag der Prozentsatz der PD-L1-
positiven Lebergewebe mit 50,0% der Resektionsrander bei den HCC, 40,0% der
Falle bei den CCC und 75,0% der Proben bei den Gallenblasenkarzinomen
weitestgehend auf dem Niveau der PD-L1-Positivitdt der Tumorumgebungen in der
ersten Testpopulation, was fur eine gute Reliabilitdt der vorliegenden
Untersuchungen spricht. Die leichten Abweichungen sind vermutlich der geringen
Anzahl an Proben geschuldet. Aber auch in den gesunden Anteilen der Lebern mit
einer Metastase eines neuroendokrinen Tumors war der Ligand in 50,0% der
Gewebeproben aufzufinden. Die Datenlage in der Literatur in Hinblick auf die
Expression des PD-L1 in neuroendokrinen Tumoren selbst ist widersprichlich und
zudem wenig erforscht. Manche Studien konnten eine hohe Expression zeigen (PD-
L1-Positivitat in 75,0% der Falle) (Hasegawa et al. 2021), wahrend andere
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Literaturangaben nur von einer geringen Prasenz des Liganden berichten (lediglich
3,0% PD-L1-positive Tumore) (Ali et al. 2020). Untersuchungen zur Auspragung des
PD-L1 im tumorumgebenden, benignen Gewebe bei neuroendokrinen Tumoren bzw.
deren Metastasen gibt es in der Literatur nicht. Eine genauere Erforschung der
Expression des Liganden in den neuroendokrinen Tumoren, ihren Metastasen und
im tumorumgebenden Gewebe erscheint Ilohnend. SchlieBlich koénnte die
Hochregulation des Liganden in der Tumorumgebung ebenfalls therapeutisch
genutzt werden. Interessant ware es auch, weitere Proben von gesunden
Resektionsrandern von Lebern mit Metastasen eines Ovarialkarzinoms zu
untersuchen, um die in der einzigen verfigbaren Gewebeprobe vorgefundene PD-

L1-Expression entweder weiter untermauern oder aber relativieren zu konnen.

Eine Gewebeprobe einer Leber mit chronischer Cholangitis erreichte in der zweiten
Testpopulation mit einem IRS von 9,0 den Hochstwert. Auch ein weiterer gesunder
Schnittrand von einer Leber mit einem Adenom wies einen hohen IRS von 7,5 auf.
Welche Art von Adenom der Patient hatte und ob es sich dabei womdglich um ein -
Catenin-positives Adenom gehandelt hat, welches mit einem hohen Risiko einer
malignen Entartung einhergeht, geht aus den Daten nicht hervor. Beide Patienten
wiesen jedoch auch erhohte Werte des C-reaktiven Proteins auf, welches meist mit
einem entzindlichen Geschehen einhergeht (Bogner 2021). Die verstarkte
Expression des Liganden kann daher auch auf einen in beiden Proben vorliegenden
entzindlichen Prozess zurlickgefuhrt werden. Diese Hypothese wird durch Befunde
in der Literatur gestutzt, in denen bereits eine Hochregulation des PD-L1 bei
entzundlichen Prozessen in der Leber aufgezeigt werden konnte (Kassel et al. 2009).
Diese Hochregulation kann wiederum durch die physiologische Funktion des PD-L1
erklart werden, eine Uberschieende Immunantwort bei vorliegender entziindlicher

Veranderung des Gewebes zu verhindern (Yang et al. 2009, Roos et al. 2018).

6.2.3. Vergleich der PD-L1-Expression zwischen der ersten und zweiten
Testpopulation sowie zwischen den verschiedenen Patientengruppen der

zweiten Testpopulation

Wie bereits im Ergebnisteil erwahnt, ist ein Vergleich zwischen dem die Tumore

umgebenden nicht-malignen Lebergewebe der ersten Testpopulation und den
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gesunden Resektionsrandern der zweiten Testpopulation nur bedingt mdglich. Die
Gewebe der ersten Testgruppe befanden sich direkt um den Tumor herum und
standen somit in direkter Wechselwirkung mit diesem. Die Leber-Resektionsrander
der zweiten Gruppe von Patienten hatten jedoch raumlich etwas mehr Abstand zur
benignen oder malignen Veranderung oder den Metastasen. Aus Grunden der
Gefalversorgung werden bei der Leber immer ganze Segmente reseziert oder eine
Hemihepatektomie durchgefihrt, weswegen die Gewebeproben der zweiten
Patientengruppe nicht aus der unmittelbaren Umgebung der benignen oder malignen
Veranderung stammten. Vergleicht man die Haufigkeit und die Intensitat der PD-L1-
Expression der Tumorumgebungen der ersten Testpopulation mit den
Resektionsrandern der HCC, der CCC und der Gallenblasenkarzinome der zweiten

Patientengruppe, so fand sich allerdings kein signifikanter Unterschied.

Innerhalb der zweiten Testpopulation konnte dagegen ein signifikanter Unterschied
in Bezug auf die Intensitat und Haufigkeit der Expression des PD-L1 zwischen den
Resektionsrandern der HCC, der CCC und der Gallenblasenkarzinome und den
Resektionsrdndern der Adenome, der chronischen Cholangitiden und der
Metastasen gefunden werden, mit hoheren Werten bei den Gewebeproben der
ersteren Gruppe. In verschiedenen Studien konnte bereits eine Hochregulation des
PD-1 bzw. des PD-L1 mit dem Fortschreiten der Leberzirrhose hin zum
Leberzellkarzinom festgestellt werden (Shi et al. 2011, Makarova-Rusher et al. 2015).
Interessant ware es zu erforschen, ab wann es genau zu dieser verstarkten
Ligandenexpression kommt. Falls diese sich bereits vor der eigentlichen malignen
Entartung im Lebergewebe nachweisen lassen sollte, kdnnte die vermehrte PD-L1-
Expression als prognostischer Faktor dienen und die Immuncheckpointinhibitoren

eventuell sogar praventiv eingesetzt werden.
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6.2.4. Korrelationen zwischen der PD-L1-Expression und weiteren klinischen

Parametern

Tumorfreie Resektionsrander der HCC, CCC und Gallenblasenkarzinome

Die Expression des PD-L1 in den tumorfreien Resektionsrandern von HCC, CCC und
Gallenblasenkarzinomen  korrelierte  positiv. mit der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (r = 0,566, p = 0,009), dem aktivierten Fibrinogen (r = 0,522, p =
0,018) und dem CRP (r = 0,624, p = 0,004). Negativ korrelierten die PD-L1-IRS-
Werte dagegen mit der Albumin- (r = -0,565, p = 0,009) und der Laktatkonzentration
im Serum (r = -0,898, p = 0,002). Der negative Zusammenhang zwischen der PD-L1-
Expression im tumorumgebenden Gewebe und der Albuminkonzentration Iasst sich
durch die Literatur bestatigen (Dai et al. 2017). Niedrige Albuminspiegel kénnen
Zeichen einer Leberschadigung sein, z.B. im Rahmen von entzundlichen Prozessen,
der Entstehung einer Leberzirrhose oder von toxischen Einflussen. Sie kdnnen aber
auch durch ausgedehnte maligne Tumore bedingt sein (Gressner und Gressner
2019). Die erhohte PD-L1-Expression in den untersuchten Leberproben koénnte
daher ein indirekter Hinweis auf das Vorliegen entzindlicher, zirrhotischer oder
maligner Prozesse sein. Wie bereits oben erwahnt, konnte in der Literatur bereits
eine Hochregulation des PD-L1 bei entzindlichen Prozessen in der Leber aufgezeigt
werden (Kassel et al. 2009). Die in der vorliegenden Arbeit vorgefundene positive
Korrelation der PD-L1-Expression mit der HOhe des CRP in den Resektionsrandern
von HCC, CCC und Gallenblasentumoren ist daher wahrscheinlich auf diesen
Zusammenhang zurlckzufuhren, da diese Tumore haufig auf dem Boden einer
chronischen Entzindung der Leber und einer daraus sich entwickelnden
Leberzirrhose entstehen. Die positive Korrelation der PD-L1-Expression mit der
aktivierten partiellen Thromboplastinzeit und dem aktivierten Fibrinogen, welche bei
einer Leberzirrhose haufig erhdoht sind (Caspary et al. 2013), in den
Resektionsrandern der HCC, der CCC und der Gallenblasenkarzinome war daher zu
erwarten. In den Untersuchungen von Nie et al. (2021) konnte bei Patienten mit
Hepatitis-B-assoziierter dekompensierter Leberzirrhose eine Korrelation zwischen
der Hohe des Laktats und der Uberlebenswahrscheinlichkeit festgestellt werden.
Patienten mit hohen Laktat-Werten verstarben mit grof3erer Wahrscheinlichkeit
innerhalb der nachsten 6 Monate (Nie et al. 2021). Auch andere Forschergruppen
konnten den negativen Prognosewert von hohen Laktatkonzentration in Hinblick auf
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das Uberleben sowie eine Assoziation der Laktatwerte mit der Entwicklung von
Metastasen aufzeigen (Walenta et al. 2000, Walenta und Mueller-Klieser 2004).
Aufgrund der in der vorliegenden Untersuchung beobachteten negativen Korrelation
zwischen der PD-L1-Expression im Resektionsrand der primaren Lebertumore und
der Laktatkonzentration scheint die PD-L1-Auspragung im gesunden Lebergewebe
bei primaren Lebertumoren moglicherweise mit einer positiveren Prognose assoziiert
zu sein. Dieser Zusammenhang wurde auch bereits oben bei der Auswertung der an

den direkten Tumorumgebungen der HCC und CCC erhobenen Befunde vermutet.

Tumorfreie Resektionsrander der Adenome, der chronischen Cholangitiden und der

Metastasen

Der PD-L1-IRS in den Resektionsrandern der Adenome, der chronischen
Cholangitiden und der Metastasen zeigte eine negative Korrelation mit der Héhe der
Albuminkonzentration im Serum (r = -0,258, p = 0,013) sowie mit dem MCH (r =-
0,277, p = 0,008) und dem MCHC (r = -0,236, p = 0,024). Wie bereits oben erwahnt,
werden niedrige Albumin-Werte mit chronischen Entzindungen, aber auch malignen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht (Gressner und Gressner 2019). Niedrige
MCH- oder MCHC-Konzentrationen finden sich haufig bei einer Anamie aufgrund
einer chronischen Erkrankung. So entwickeln 50% der Patienten mit soliden
Tumoren diese Anamieform (Link 2009, Burdach 2015).

99



7. Schlussfolgerungen

Die in der vorliegenden Arbeit mit dem Antikorper 73-10 ermittelte PD-L1-Positivitat
in HCC und CCC stimmt insgesamt mit den in der Literatur berichteten
therapeutischen Ansprechraten besser Uberein als die mit den bisher eingesetzten
diagnostischen Antikdrpern erzielten Farbeergebnisse. Dies spricht sehr fur die
Sensitivitat und Spezifitat des Antikorpers 73-10 und bestatigt somit die ersten
Untersuchungsergebnisse von verschiedenen Arbeitsgruppen. Moglicherweise
haben die bisher in den therapeutischen Studien eingesetzten Antikorper zu einer
Unterschatzung der PD-L1-Expression im Gewebe gefuhrt. Dies konnte eine
mdgliche Erklarung fur den in der Literatur aufgefuhrten Widerspruch zwischen
einem Ansprechen auf die Immuntherapie trotz PD-L1-negativem Tumor sein. Mit
einer jedoch durchschnittlich nur schwachen Expression des Liganden sowohl in den
HCC als auch insbesondere in den CCC, sollte die Immuntherapie als Monotherapie
bei beiden Tumorentitaten allerdings kritisch betrachtet werden. Der Fokus sollte in

Zukunft daher eher auf der Erforschung von Kombinationstherapien liegen.

Eine signifikant haufigere und intensivere PD-L1-Expression als im Tumor selbst
zeigte sich in der vorliegenden Untersuchung jedoch im tumorumgebenden, nicht-
malignen Gewebe. Bei der Untersuchung von Patienten auf eine mogliche Eignung
fur eine Immuntherapie sollte also unbedingt das tumorumgebende Gewebe
mitbetrachtet werden. Unter Verwendung des sensitiven Antikorpers 73-10 kdnnte
die Identifikation derjenigen Patienten ermdglicht werden, die von einer Anti-PD-L1-

Immuntherapie tatsachlich profitieren.

In Bezug auf die prognostische Aussagekraft der PD-L1-Expression bei HCC oder
CCC sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und auch die bisherige Datenlage
in der Literatur nicht eindeutig. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig. Daruber
hinaus scheint der PD-L1 bei entzlindlichen Prozessen verstarkt exprimiert zu sein.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Prasenz und moglicherweise auch die
Entstehung eines HCC oder CCC mit einer vermehrten Expression des Liganden im
tumorumgebenden, (noch) nicht maligne entarteten Lebergewebe assoziiert zu sein
scheint. Interessant ware es, zu erforschen, ab wann der PD-L1 exprimiert und ob
dieser moglicherweise bereits vor der Entartung verstarkt ausgepragt wird. In diesem

Fall konnte die Immuncheckpointtherapie bereits praventiv eingesetzt werden.
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