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1. Zusammenfassung

Primare Leberkarzinome stellen eine hoch-relevante Tumorgruppe mit erheblichen
Herausforderungen fiir das weltweite Gesundheitssystem dar." Die Tumorentitaten HCC,
,small-duct® Typ iCCA, ,large-duct* Typ iCCA und cHCC-CCA wurden bis vor kurzem als
unabhangige und strikt voneinander abzugrenzende Tumorentitaten betrachtet. Diese strenge
Einteilung wird jedoch zunehmend verlassen: Die PLCs werden nun als Teil eines Spektrums
mit flieRenden Ubergdngen von hepatozellulédrer zu cholangiozellulérer Differenzierung
betrachtet.? Da sich ihre Therapien voneinander unterscheiden®, ist die Kkorrekte
histopathologische Einordnung eines Praparates unabdingbar. Aufgrund des Spektrums
kénnen PLCs eine gewisse Homogenitat bzw. Kontinuitat in vielen Aspekten aufweisen.
Histomorphologisch gilt dies insbesondere flr schlecht differenzierte Tumore, welche sich als
erschwert diagnostizierbar erweisen und in der Findung eines angemessenen
Therapieprozederes zu Schwierigkeiten fiihren kénnen.? Um eine moglichst hohe
diagnostische Treffsicherheit zu bieten, ist eine umfassende histopathologische Analyse in
Kombination mit Immunhistochemie entscheidend.

Im Rahmen dieses Projekts wurde das Ansprechen auf und die Farbemuster von
verschiedenen Markern bei den unterschiedlichen Tumorentitaten analysiert, mit dem Ziel, ein
immunhistochemisches Panel zu erstellen, welches diagnostische Licken in den
angewandten Diagnosealgorithmen verschmalert und somit die insgesamte diagnostische
Treffsicherheit von PLCs in der Situation einer geringgradigen histopathologischen
Differenzierung optimiert. Es wurde ein Kollektiv aus 40 gering differenzierten PLCs, welches
die 4 o.g. Entitdten umfasst, auf unterschiedliche Antikérper und Farbstoffe analysiert
(HepPar1, Arginase1, AFP, CD10, ABCB11, CK7, CK19, EMA, TROP2, LFABP und
schliel3lich Alcian PAS), wobei die Marker einzeln, sowie in unterschiedlichsten Kombinationen
zueinander statistisch ausgewertet wurden. Anhand der Berechnung ihrer jeweiligen
Kontingenzkoeffizienten wurden anschlieRend ihre Zusammenhange zu den jeweiligen
Tumorentitaten bestimmt und untereinander verglichen.

Unsere Analyse zeigt, dass unterschiedliche Antikdrper(-Kombinationen) sich eher zur
Zuordnung eines Praparates zu seiner Entitat eignen als andere; es bedarf daher definitiv
eines aus mehreren Antikorpern bestehenden Panels. In diesem Projekt haben sich
insbesondere HepPar1, Arginase1, EMA, LFABP, ABCB11, Alcian PAS und CK19 als effektiv
bewahrt. Ein aus diesen Antikdrpern bestehendes Panel kdnnte somit eine wertvolle

Erganzung in der Routinediagnostik der PLCs darstellen.
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2. Einleitung

2.1. Einfuhrung in die primaren Leberkarzinome

Primare Leberkarzinome (engl. ,primary liver cancers®, PLCs) sind Karzinome, die aus
den unterschiedlichen Epithelien der Leber hervorgehen. Zusammen reprasentieren sie die
sechsthaufigste Tumorart und sind als die vierthdufigste Ursache tumor-assoziierter
Todesursachen zu verzeichnen. Allein fir das Jahr 2018 wurden 841.000 Erstdiagnosen und
781.000 PLC-assoziierte Tumorfille weltweit registriert.” Damit stellen PLCs eine hoch-
relevante Tumorgruppe mit erheblichen Herausforderungen fir das Gesundheitssystem

weltweit dar.

PLCs umfassen hepatozellulare Karzinome (HCC), intrahepatische Cholangiokarzinome
(iCCA), kombinierte HCC-CCA (cHCC-CCA), sowie seltene andere Tumore wie das
intermediate cell carcinoma, das fibrolamellare Karzinom und das (padiatrische)
Hepatoblastom. In dieser Gruppe machen die HCCs mit 75-85% den gréten Anteil der
Tumoren aus', gefolgt von den iCCAs.*

Traditionell werden HCCs und iCCAs als unabhangige Tumorentitdten betrachtet,
welche aus unterschiedlichen Ursprungszellpopulationen hervorgehen und sich hinsichtlich
der Risikofaktoren und Morphologie, sowie der Klinik und Prognose unterscheiden. Mit der
Definition und Aufnahme der Subtypisierung der iCCAs in einen ,large-duct® Typ (LDT) und
einen ,small-duct* Typ (SDT) in die noch aktuelle Version der WHO Klassifikation® wird diese
Sichtweise verschoben: Das iCCA vom ,small-duct* Typ stellt seither eine distinkte
Tumorentitat mit ahnlichen Risikofaktoren wie das HCC und einer unterschiedlichen
Morphologie zum iCCA des ,large-duct” Typs dar, welche sich auch immunhistochemisch und
molekularpathologisch belegen l3sst.° Auch das Vorkommen des seltenen intermediate cell
carcinoma und des cHCC-CCA - mit einem Zusammentreffen hepatozellularer und
cholangiozellularer  Differenzierungsmerkmale® -  wirft die Frage nach der
Ursprungszellpopulation des Tumors auf. Wahrend fiir das reine HCC der Hepatozyt und fir
das iCCA der Cholangiozyt als Ursprungszelle angesehen werden, besagt die
Stammzelltheorie einen moglichen Ursprung aus einer gemeinsamen Stamm- bzw.
Progenitorzelle.” Diese Theorie kénnte auch die biphenotypische Differenzierung des
intermediate cell carcinoma und des cHCC-CCAs erklaren, wobei in einer Subgruppe zuletzt
genannter Tumorentitdt Stammzellen histomorphologisch und immunhistochemisch
nachgewiesen werden kdnnen. Auch das Cytokeratin 19-positive HCC (CK19+ HCC), welches
den cholangiozytaren Differenzierungsmarker CK19 exprimiert und klinisch eine schlechte
Prognose aufweist?®, legt nahe, dass méglicherweise keine klare Trennung zwischen einer rein

hepatozellularen und cholangiozellularen Differenzierung existiert, sondern flieRende
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Ubergange, die mdglicherweise auch im Rahmen einer Transdifferenzierung entstehen
kénnten.®

Wahrend die seltenen Subtypen des PLC-Spektrums, u.a. aufgrund der kleinen
Fallzahlen, bis dato im klinischen Alltag, im Rahmen der pathologischen Routinediagnostik
und in den gangigen bildgebenden Verfahren noch wenig Beachtung finden, erscheint eine
genaue histomorphologische Analyse dieser Tumoren, auch in Hinblick auf eine mdgliche
zielgerichtete Therapie, unerlasslich zu sein. Somit ist Ziel dieser Arbeit, ein Kollektiv gering
differenzierter PLCs histomorphologisch und immunhistochemisch zu untersuchen und
anschliefend, anhand einer vergleichenden Analyse der Tumorsubtypen, ein geeignetes
immunhistochemisches Markerpanel zu etablieren. Dieses Panel soll Eingang in die

histopathologische Routinediagnostik finden.

2.2. Hepatozellulares Karzinom

Das HCC stellt mit 75-85% der PLCs den haufigsten aller malignen Lebertumoren dar.’
Im Gegensatz zum iCCA, welches sich je nach Subtyp entweder proximal am Hilus oder in der
Leberperiphere befindet, kann das HCC an jeglicher Lokalisation des Leberparenchyms
auftreten.® Nach der noch aktuellen WHO Kiassifikation kénnen insgesamt acht verschiedene
Subtypen unterschieden werden, welche sich in Haufigkeit, Prognose, Histo- und

Molekularpathologie voneinander abgrenzen.

2.2.1. Atiologie und Pathogenese

In 70-90% der Falle entsteht das HCC auf dem Boden einer chronischen
Lebererkrankung und Leberzirrhose.'® Zu den Risikofaktoren dieser Prakanzerose, und
dementsprechend des HCCs, zéhlen die chronische Hepatitis B'' und C'?, die alkoholische
Steatohepatitis und .metabolic dysfunction-associated steatohepatitis“'3,
Speichererkrankungen, wie die genetische Hamochromatose oder exogene Faktoren, wie eine

1."* Diese Ursachen erklaren, weshalb das nicht-tumordse

Exposition gegenuber Aflatoxin B
Leberparenchym in 80% der Falle fibrotische oder sogar zirrhotische Veranderungen
aufweist.® Sie bilden eine Basis fiir pramaligne Lasionen, sog. dysplastische Foci, welche sich
uber gut differenzierte ,small/early“ HCCs weiter zu schlecht differenzierten HCCs mit anfangs
intrahepatischen und schlussendlich extrahepatischen Metastasen entwickeln.® Parallel wird
diese stufenweise Entwicklung durch eine Anhdufung an molekularen Alterationen begleitet;
ihre Natur korreliert mit der zugrunde liegenden Ursache fiir die chronische Lebererkrankung
bzw. zirrhotischen Veranderungen.'

In seltenen Fallen liegt ein maligne entartetes hepatozellulares Adenom dem HCC

zugrunde.® Zuletzt kann das HCC auch in einer gesunden Leber entstehen.'”
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2.2.2. Klinische Prasentation und Diagnostik
Klinisch zeigen Patient:innen Symptome, welche durch das HCC selbst oder die ihm
zugrunde liegende Grunderkrankung verursachten wurden. Darunter fallen Gewichtsverlust,
Oberbauchschmerzen im rechten oberen Quadranten, Hepato- und Splenomegalie, Aszites
und lkterus. Im Falle von durch das HCC selbst verursachten Symptomen kann ein bereits
fortgeschrittenes Tumorstadium mit schlechter Prognose angenommen werden.®
Die Diagnostik, sowie das Staging des HCCs, erfolgt in erster Linie mittels Bildgebung.
Zu dieser zahlen hauptsachlich kontrastmittelverstarkte  Verfahren wie die
kontrastmittelverstarkte Sonografie, Computertomografie (CT) und
Magnetresonanztomografie (MRT). In letzteren Untersuchungen zeigt das HCC eine
charakteristische  Kontrastmittel (KM) -Dynamik, welche durch eine arterielle
Hypervaskularisation und ein Auswaschen in der portalvenbésen und vendsen Phase

gekennzeichnet ist.'

Das Vorhandensein dieser typischen KM-Dynamik bei einem unklaren
Leberrundherd mit einem Durchmesser >1cm und kurativer Therapieindikation reicht bereits
aus, um die Diagnose eines HCCs zu stellen und die Therapie einzuleiten.® Bei
uncharakteristischer KM-Dynamik in der MRT wird bei kurativer Behandlungsindikation eine
zweite Bildgebung (CT bzw. CEUS) veranlasst. Zeigt diese nun ein charakteristisches KM-
Verhalten, kann erneut die Diagnose eines HCCs gestellt werden. In beiden Fallen werden
keine weiteren diagnostischen Verfahren wie Histologie oder Immunhistochemie benétigt, um
die kurative Therapie einzuleiten.®

Im Falle eines charakteristischen KM-Verhaltens in palliativer Behandlungssituation,
eines atypischen KM-Verhaltens in zwei aufeinanderfolgenden Bildgebungen oder eines
atypischen KM-Verhaltens in palliativer Behandlungssituation wird den behandelnden
Arztiinnen in der aktuellen S3-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie des Hepatozelluldren
Karzinoms und bilidrer Karzinome® eine Biopsie zur Sicherung der Diagnose nahe gelegt. Die
Gewinnung dieser wird mittels 16-18 Gauge Biopsienadel empfohlen, da somit, im Gegensatz
zur Feinnadelaspiration, genug Gewebe fir die Feststellung des Gewebekontextes (in
welchem der Tumor wachst) und ggf. zusatzliche immunhistochemische und
molekularpathologische Untersuchungen zur Verfigung steht. Die weit verbreitet Annahme,
dass eine Biopsieenthahme zu schweren Komplikationen wie schlecht therapierbaren
Stichkanalmetastasen oder schweren Blutung fiihre, wurde bereits in mehreren Studien
widerlegt: Die Komplikationsrate einer HCC-Biopsie ist dementsprechend klein. Rockey et al."®
beschreiben in ihrem Positionspapier exemplarisch in nur 3-4% der Falle geringe und somit
nicht behandlungsbediirftigen Blutungen, lediglich bei 0,5% der Patient:innen kam es zu
transfusionsbediirftigen Blutungen. In Bezug auf Stichkanalmetastasen haben Silva et al.?° in
ihrer Metaanalyse gezeigt, dass diese ebenfalls selten sind (Vorkommen in 2,7% der Falle),

|21

spat auftreten und gut therapierbar sind. Nach Miillhaupt et al.?" und Fuks et al.?? haben sie
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aulkerdem weder einen negativen Einfluss auf den Erfolg der therapeutischen MaRnahmen,
noch auf das Uberleben der Patient:innen. Dementsprechend sollte die histologische und
immunhistochemische Untersuchung bei der Abklarung von unklaren Leberrundherden, im
Gegensatz zum Status quo, unumgehbar sein.

Da die Klassifikation maligner Lebertumore auf histologischen Kriterien beruht, stellt die
erst durch eine Biopsie ermdglichte histopathologische Untersuchung die Basis der HCC-
Diagnose und ihrer Differentialdiagnosen dar.® Die Unterscheidung des HCCs von seinen
malignen Differentialdiagnosen ist bezuglich der Auswahl der einzuleitenden Therapie
relevant. Liefert auch die konventionelle Histologie keine Klarheit Uber die Natur der
Tumorentitat, empfehlen die Leitlinien die Einleitung von immunhistologischen und

molekularpathologischen Untersuchungen zur Sicherung der Diagnose.?

2.2.3. Histopathologie

Das HCC ist ein Tumor, der morphologisch und immunhistochemisch eine hepatozellulare
Differenzierung (v.a. Galleproduktion, gut definiertes, kraftig gefarbtes Zytoplasma, rundliche
Kerne mit prominenten Nucleoli, trabekuldres Wachstum)® aufweist. Er ist durch einen Verlust
an normaler Leberarchitektur charakterisiert, wie der Lappchenarchitektur inkl. ihrer
Periportalfelder oder dem retikuldren Fasernetz. Dieser Verlust wird von einer starken
Vaskularisation durch Arteriolen und Kapillaren in Parenchym und Sinusoiden begleitet.
Zellulare Atypie-Kriterien kénnen in schwachem bis starkem AusmaR vorliegen.®

Des Weiteren konnen vier verschiedene Wachstumsmuster des HCCs voneinander
unterschieden werden?: das trabekulére, makrotrabekulére (im Falle von Trabekeln mit einer
Breite von >10 Zellen), solide (Syn.: kompakte) und schliel3lich pseudoglandulare (Syn.:
pseudoazinare) Muster. In ungefahr 50% der Falle treten mehrere Wachstumsmuster simultan
innerhalb eines HCCs auf, wobei meistens das trabekulare Muster in Kombination mit ein bis
zwei weiteren vorliegt. Eine Korrelation zwischen Subtyp und Wachstumsmuster ist bis dato
nicht bekannt®, ganz im Gegensatz zur Prognose: Solide-wachsende HCCs sind mit einer

besseren Prognose als makrotrabekulare und pseudoglandulére HCCs assoziiert.?*

2.2.4. Grading

Momentan sind international mehrere Gradingsysteme im Umlauf. Insb. die vierstufigen
Systeme nach Edmondson und Steiner® und das AFIP-Grading?® werden besonders
eingesetzt, wobei aktuellere Vorschlage ein dreistufiges Grading bevorzugen.”® Als
Zusammenfassung und zur Vereinheitlichung der multiplen Gradingsysteme schlagt die WHO
ein dreistufiges System vor, dessen Anwendung auch in der aktuellen S3-Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie des Hepatozelluldren Karzinoms und bilidrer Karzinome® empfohlen

wird.
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Histologisch kann das HCC nach dem Grading-System der WHO als gut, moderat oder
schlecht differenziert charakterisiert werden. Hierfur wird die Morphologie der Tumorzellen mit
dem nicht-tumorésen Leberparenchym verglichen.® Je schlechter die Differenzierung, umso
schwerer fallt der Ruckschluss auf das Ursprungsgewebe des Tumors. Im Falle des HCCs
bedeutet dies, dass der Tumor immer mehr an hepatozellularen Differenzierungsmerkmalen
verliert. HCCs konnen innerhalb eines Tumors mehrere Differenzierungsgrade gleichzeitig
vorweisen, wobei der niedrigste Grad die Prognose bestimmt.?’

Das Grading des HCCs steht in direkter Relation zur Uberlebensrate und krankheitsfreien
Uberlebensrate von Patient:innen nach Resektion mit kurativer Therapieindikation, einerseits

in zirrhotischer?® und nicht-zirrhotischer Leber?, andererseits nach Lebertransplantation.

2.2.5. Das Zytokeratin 19-positive HCC

Zytokeratine (CKs) reprasentieren einen wesentlichen Bestandteil des Zytoskeletts von
Epithelzellen, zu denen u.a. Hepatozyten und Cholangiozyten gehéren. Je nach
Organzugehdrigkeit und Differenzierung exprimieren Epithelien charakteristische CK-
Kombinationen®', durch welche sie diesen Organen zugeordnet werden kénnen. In gesundem
Gewebe exprimieren Hepatozyten CK8 und CK18, Cholangiozyten sowie hepatische
Progenitorzellen (engl. ,hepatic progenitor cells“, HPCs) CK7 und CK19.3%% Maligne entartete
Epithelzellen behalten z.T. ihre CK-Expressionsmuster bei.*’

Bei diesem Subtyp des HCCs exprimieren per definitionem =5% der Tumorzellen
immunhistochemisch CK19.** Dies wirft Fragen (iber die Histogenese von HCCs auf, da bei
alleiniger Entwicklung von HCCs aus Hepatozyten nicht mit einer Expression von CK19 zu
rechnen ware. Folglich kann eine von u.a. hepatischen Progenitorzellen ausgehende
Entstehung dieser Tumorentitdt angenommen werden.3*3¢ Die Stimulation und Aktivierung von
HPCs im Rahmen von akuten und chronischen Lebererkrankungen, wie beispielsweise der
(chronischen) viralen Hepatitis oder (M)ASH, macht diese zu potenziellen Targets einer
malignen Entartung®-°; diese Erkenntnis untermauert die Genesishypothese. Auch die
Prasenz von HPCs in ,small cell“ dysplastischen Foci, der frihesten Vorlauferlasion des
HCCs, erhartet diese Hypothese.** Libbrecht et al.** beschreiben in ihrer Arbeit das

Vorkommen von HPCs in 55% der ,small cell“ dysplastischen Foci.

Die Differenzierung zwischen HCC und CK19+ HCC hat eine grof3e klinische Relevanz,
da Zweiteres einen wesentlich aggressiveren Tumor mit schlechterer Prognose und friherer
Rekurrenz als das HCC darstellt.® Trotz CK19 Expression weisen die Tumorzellen keine
cholangiozellulare Differenzierung auf und bilden keine glanduldren Strukturen aus;
morphologisch ist das CK19+ HCC dem HCC ident. Auch das Farbemuster fir CK19
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unterscheidet sich vom klassischen iCCA. Dementsprechend sind bei der Identifikation dieses

HCC-Subtyps in erster Linie die Morphologie und Immunhistochemie zu beriicksichtigen.*’

2.3. Intrahepatisches Cholangiokarzinom

Je nach Lokalisation werden bilidare Karzinome in Gallenblasenkarzinome oder
Cholangiokarzinome unterteilt. Cholangiokarzinome kdnnen weiter in intrahepatische (iCCA)
und extrahepatische Cholangiokarzinome (eCCA) unterschieden werden. Da ausschlielich
die iCCAs zu den PLCs gezahlt werden, wird diese Arbeit nur noch auf diese eingehen.

Per definitionem liegt das iCCA proximal des Ductus hepaticus dexter bzw. sinister. Es
reprasentiert nach dem HCC den zweithaufigsten primaren malignen Lebertumor und umfasst
ca. 10-15% aller PLCs.* Das iCCA wird erst seit Kurzem als Tumorart verstanden, welche zwei
sich stark unterscheidende Entitdten bzw. Subtypen, den ,large-duct” und ,small-duct” Typ,
umfasst: Sie unterscheiden sich in Atiologie, Wachstumsmuster, klinischen Charakteristika

und molekularem Mutationstyp.®

2.3.1. Atiologie und Pathogenese

Das Risikofaktor-Profil der beiden Subtypen unterscheidet sich voneinander: “Small-duct”
Typ iCCAs haben die gleichen Risikofaktoren wie das HCC (wie beispielsweise die chronische
Virushepatitis, die alkoholische Steatohepatitis und ,metabolic dysfunction-associated
steatohepatitis®, oder auch die Leberzirrhose als prakanzerotische Lasion), wahrend “large-
duct” Typ iCCAs ihre Risikofaktoren eher mit eCCAs teilen. Zu diesen zahlen chronische
Cholangitiden, wie die primare sklerosierende Cholangitis, aber auch Leberegel und
Hepatholithiden.®

Zusatzlich sind beim ,large-duct” Typ iCCA einige pramaligne Vorlauferlasionen bekannt,
wie die bilidre intraepitheliale Neoplasie oder intraductale papilldre Neoplasie.>*? Liau et al.*®
beschreiben diese bei 45% der ,large-duct® Typ iCCAs. Dahingegen sind beim ,small-duct®

“1 Als mogliche Atiologie wird hier die

Typ ICCA keine Vorlauferlasionen beschrieben.
Transdifferenzierung aus HPCs und reifen Hepatozyten diskutiert.* Trotz dieser Erkenntnisse

bleibt die genaue Ursache vieler iCCAs jedoch unbekannt.

2.3.2. Klinische Prasentation und Diagnostik

Die Symptome des iCCAs sind unspezifisch und umfassen allgemeines Unwohlsein,
Gewichtsverlust und Bauchschmerzen. Im Falle einer Verlegung der grof’en Gallengange
durch den ,large-duct” Typ, welcher periductal infiltrativ wachst, kann auch eine Cholestase
bis Cholangitis auftreten. Das ,small-duct® Typ iCCA fallt dahingegen meist erst im spateren

Verlauf, ergo bei GréRenzunahme, klinisch auf.®
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Bei V.a. auf ein biliares Karzinom, beispielsweise aufgrund erhéhter Leberwerte, wird die
Sonografie zur initialen Einschatzung benutzt. In Endemiegebieten Sidostasiens ist sie sogar
die Methode der Wahl zum jahrlichen Screening auf bilidre Karzinome.*® Im weiteren Verlauf
kommen zur Diagnostik und zum initialen Staging bei kurativer Behandlungsindikation eine
mehrphasische hepatische MRT, sowie eine kontrastverstarkte CT des Thorax und Abdomens
hinzu.®  CT-morphologisch prasentieren sich iCCAs typischerweise als hypodense
Leberraumforderungen mit unregelmafigen Randern in der Nativphase und anschlief3end
progressivem Enhancement von der arteriellen zur venésen Phase.*® Dieser Effekt kann durch
eine Fibrose-bedingte, intravenése KM-Retention erklart werden.® Im Gegensatz dazu ist das
HCC, wie bereits erlautert, durch eine arterielle Hypervaskularisation und ein Auswaschen in
der portalvendsen und vendsen Phase gekennzeichnet. Die kontrastmittelverstarkte CT kann
dementsprechend bei der Unterscheidung zwischen HCC und iCCA behilflich sein. An dieser
Stelle sollte jedoch nicht unerwahnt bleiben, dass die bildgebenden Merkmale des iCCAs nur
suggestiv und nicht beweisend fir seine Diagnose sind. Eine Biopsie ist daher unumgehbar.
Das Beispiel besonders kleiner iCCAs, welche bildmorphologisch eine arterielle
Hypervaskularisation aufweisen und somit ein HCC imitieren kdnnen, untermauert diese
Aussage.*” AuRerdem ist bei insbesondere bei kleinen Raumforderungen und/oder
zirrhotischem  Hintergrundgewebe die Aussagekraft der bildgebenden Verfahren
eingeschrankt*®4°; die radiologischen Kriterien sind hier nicht sensitiv genug, um die Diagnose
eines iCCAs prazise zu stellen. Sie konnen beispielsweise nicht sicher zwischen dem
sklerosierenden Subtyp des HCCs, einem iCCA und einer Metastase eines Adenokarzinoms
unterscheiden.*

Aufgrund des Mangels beweisender, positiver bildgebender diagnostischer Kriterien ist die

histologische Untersuchung und Sicherung der iCCAs grundséatzlich obligat.?

2.3.3. Histopathologie und Lokalisation

Histopathologisch betrachtet sind iCCAs beinahe ausschlieBlich Adenokarzinome.® Sie
gehen u.a. aus maligne entarteten Cholangiozyten hervor, welche die Epithelschicht der
Gallengangen bilden. Das Gallenganssystem der Leber ist baumartig aufgebaut und verzweigt
sich mit sich immer weiter verjiingenden Verastelungen in Richtung Leberperipherie.*' Je nach
Lokalisation der Cholangiozyten unterscheiden sich diese in ihrem Phanotyp (u.a. bzgl. Grofle
und Charakteristika): Die Cholangiozyten der groen, hilusnahen Gallengdnge weisen einen
zylindrischen, Muzin-produzierenden Phanotyp auf und sind zytoplasmatisch stark positiv in
der EMA-Farbung. Dahingegen ist das Epithel der kleinen, peripher gelegenen Gallengange
kuboidal, Muzin-negativ und nur apikal positiv in der EMA-Farbung.®’’ Aus diesen
unterschiedlichen Arten von Cholangiozyten gehen die 2 Subtypen des iCCAs hervor: ,Large-

duct® Typ iCCAs gehen aus Zellen der gro3en intrahepatischen Gallengange in Hilusnahe

19



hervor und erinnern histomorphologisch an ein eCCA.° ,Small-duct‘ Typ iCCAs kommen
dahingegen eher in der Leberperipherie vor, da sie aus den Zellen der kleinen, peripher
gelegenen Gallengange hervorgehen. Sie sind aufgrund ihrer histologischen Aspekte teilweise
nur schwer vom HCC zu unterscheiden.

Dabei behalten die iCCAs die Charakteristika der Cholangiozyten, aus welchen sie
hervorgehen, z.T. bei: Beispielsweise produzieren, in Analogie zu den Cholangiozyten der
groBen Gallengange, die Tumorzellen des ,large-duct® Typ iCCAs Muzin und sind
zytoplasmatisch stark positiv in der EMA-Farbung; die Zellen des ,small-duct® Typs sind

wéahrenddessen Muzin-negativ und nur apikal positiv fir EMA.*'

iCCAs prasentieren meist ein ductales oder tubulares Wachstumsmuster mit
unterschiedlich gro3en Lumina, kdnnen aber auch ein strangférmiges Wachstumsmuster mit
schlitzférmigem Lumen aufweisen. Beide Wachstumsmuster gehen mit einer variablen, jedoch
haufig stark ausgepragten Stromafibrose einher.®?> Jedoch zeigen beide Entitaten auch
bezuglich ihres Wachstumsmusters Unterschiede auf: Der ,large-duct® Typ breitet sich entlang
der grolBen Portalfelder aus, weist ein hauptsachlich periductales infiltratives (PI)
Wachstumsmuster auf und ist mit einer perineuralen und/oder lymphatischen Infiltration
assoziiert. Der ,small-duct” Typ wachst dahingegen peripher und primar knotenbildend (engl.
,mass-forming pattern‘, MF)® und zeigt im Vergleich selten perineurale und lymphatische
Infiltrationen.*' Dies ist die wichtigste Unterscheidungskomponente der beiden Subtypen, da
,small-duct‘ Typ iCCAs ausschlieRlich im MF-Muster wachsen*': Besonders bei schlecht
differenzierten iCCAs, die sich aufgrund der Zellmorphologie und -architektur kaum
unterschieden lassen, kdnnen diese unterschiedlichen Wachstumsmuster dementsprechend
bei der Differenzierung helfen.

Eine weitere Moglichkeit, die beiden Subtypen voneinander abzugrenzen, bietet der
oben bereits angesprochene Nachweis von Muzin. Seine Sekretion ist haufig bei ,large-duct"
Typ iCCAs nachzuweisen, wahrend sie bei ,small-duct‘ iCCAs meistens fehlt.® Seine Prasenz
bietet somit, u.a. unter Hinzuziehung von speziellen histologischen Farbemethoden wie Alcian
PAS, welche die Auswertung erleichtern, ein gutes Unterscheidungsmerkmal zwischen den

beiden Subtypen.

24. Kombiniertes Hepato-Cholangiokarzinom

Ein gewisser Prozentsatz der PLCs weist morphologische und zytologische Aspekte auf,
die Eigenschaften des HCCs und auch des iCCAs aufweisen. Diese PLCs werden als
biphenotypisches PLC, gemischtes oder kombiniertes HCC-CCA (cHCC-CCA) bezeichnet.
Sie stellen mit 2-5% aller PLCs eine seltene Tumorentitdt dar und werden in der WHO
Klassifikation als Subtyp des iCCAs aufgefiihrt.>
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2.4.1. Atiologie und Pathogenese

Die alters- und geschlechtsspezifische Inzidenz, Klinik und Atiologie (wie beispielsweise
das Vorliegen einer Leberzirrhose oder -erkrankung) des cHCC-CCAs ahneln denen des
HCCs und iCCAs.*

Seine genaue Pathogenese steht noch unter Debatte: Es wurde ein vermehrtes
Aufkommen von cHCC-CCAs nach TACE von HCCs observiert, was die Hypothese der
Plastizitdst und Transdifferenzierung von HCC zu iCCA aufwirft® Als weitere
Entstehungshypothese wird das Hervorgehen des iCCAs aus hepatischen Progenitor- bzw.

Stammzellen diskutiert.”

2.4.2. Histopathologie

Histologisch wird das cHCC-CCA durch die Koexistenz von hepatisch und
cholangiozellular differenzierten Tumorzellen innerhalb desselben Tumors definiert. Die
beiden Komponenten wachsen entweder nebeneinander oder sind ineinander ,verstrickt®,
wobei der Ubergang scharf oder unscharf sein kann.%*** Kollisionen von HCCs und iCCAs
missen hiervon abgegrenzt werden.®

Die beiden Komponenten besitzen die Wachstumsmuster des HCCs und iCCAs.*!
Jedoch kénnen sie nur in 18% der Falle eindeutig mittels HE-Farbung erkannt werden®®, was
die Heterogenitat dieser Tumorentitdt unterstreicht: Sie kann verschiedene glandulare
Strukturen, ductale Konfigurationen und sogar Anteile mit solidem Wachstumsmuster

enthalten.®

2.4.3. Diagnostik

Die Diagnose eines cHCC-CCAs ist unabhangig vom Anteil der jeweiligen Komponenten
und verlangt kein MindestmaR an diesen®, weswegen sie mittels Pathologie und Bildgebung
oft nicht eindeutig zu stellen ist: Dominiert z.B. die HCC-Komponente, so ahnelt die Bildung
des cHCC-CCAs der eines HCCs.® Eine koreanische Studie aus dem Jahre 2021 hat gezeigt,
dass ein grofler Prozentsatz der cHCC-CCAs mittels Bildgebung féalschlicherweise als
hochwahrscheinliches HCC (LR-4, 11,9% der Falle) oder definitives HCC (LR-5, 35,5% d.F)
diagnostiziert wurden.’” Diese Ergebnisse zeigen, dass die alleinige Diagnose durch
Bildgebung in vielen Fallen falsch und daher nicht zu empfehlen ist. Wie oben bereits erwahnt,
ist aufgrund der Tumorheterogenitat auch die Diagnose anhand alleiniger Histopathologie oft
nicht eindeutig. Eine franzésische Forschungsgruppe hat gezeigt, dass die Kombination aus
bildgebenden und histopathologischen Verfahren eine hdhere diagnostische Sensitivitat
aufweist, als eines der Verfahren alleine.®® Daher ist zur Diagnose des cHCC-CCA der

simultane Einsatz beider Verfahren stark zu empfehlen.
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Bei immer noch uneindeutiger Diagnose kann zusatzlich eine immunhistochemische
Farbung mittels hepatozellularen und cholangiozelluldren Markern erfolgen. Die

Immunhistochemie allein reicht nicht als diagnostisches Kriterium fur das cHCC-CCA.

2.4.4. Intermediares Zellkarzinom

PLCs mit monotoner Morphologie und Zellen, deren Aspekte zwischen den
hepatozellularen und cholangiozellularen liegen, werden als intermediare Zellkarzinome der
Leber zusammengefasst.*** Inre Zellen exprimieren immunhistochemische Marker von Leber
und Gallengangen. Die Diagnose eines intermediaren (hepatobiliaren) Zellkarzinoms kann nur
gestellt werden, wenn sich der intermediare Aspekt der Zellen durch den ganzen Tumor
zieht®®; die Tumorzellen coexprimieren per definitionem hepatozelluldre und bilidre

Differenzierungsmarker. Diese seltene Tumorentitat findet Eingang in die Subtypen der PLCs.

2.5. Prognose

Im Vergleich zum HCC sind iCCAs wesentlich aggressivere Tumore und gehen mit einer
schlechteren Prognose einher. Dies wird durch eine hohe Mortalitdtsrate und niedrige
Uberlebensrate gekennzeichnet®', hauptséchlich bedingt durch spéat gestellte Diagnosen
aufgrund eines mangelnden Screening-Systems, sowie einer hbheren Rezidivrate (auch nach
kurativ-angesetzten Operationen).®2%* Auch bezliglich der Transplantationsmdglichkeiten und
Wirksamkeit von lokal ablativen Behandlungen unterscheiden sich die zwei Tumorentitaten
voneinander.*

Auch hier sollte wieder zwischen beiden Subtypen des iCCAs distinguiert werden: Der
,small-duct* Typ (MF Wachstumsmuster) besitzt eine hdhere postoperative 5-
JahresUlberlebensrate als der ,large-duct” Typ (Pl oder Pl + MF Wachstumsmuster) und eine
allgemein bessere Prognose.*#4364

Weitere, voneinander unabhangige prognostische Faktoren sind das TNM-Stadium, die
TumorgréRe, das Grading und das Vorhandensein von intrahepatischer Lithiasis.** Im Falle
einer bereits makroskopisch sichtbaren Angioinvasion, einem noch Tumorzellen enthaltenden
Resektionsrand und einem fortgeschrittenen TNM-Stadium ist von einer schlechten Prognose

mit hoher Rekurrenzrate zu rechnen.®®

2.6. Klinisch therapeutische Konsequenz

Die Therapiemdglichkeiten der verschiedenen PLCs hangen von zahlreichen Faktoren
ab. Hierzu zahlen beispielsweise das Tumorausbreitungsstadium, die Resektabilitat, die
Transplantierbarkeit, die Zuganglichkeit fir interventionelle Verfahren (wie TACE, TARE,
SIRT), die Leberfunktion (Child-Pugh-Stadium) oder der Allgemeinzustand des Patienten
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(ECOG-Status).> Im  fortgeschritenen  Tumorstadium  stehen  unterschiedliche
Systemtherapien zur Verfugung, wie beispielsweise Tyrosinkinaseinhibitoren oder die kurzlich
zugelassenen Therapien mittels Immuncheckpointinhibitoren (wie anti-PD-L1-, anti-CTLA-4-
Antikérper) im Falle des HCCs.® Fiir das CCC gibt es neoadjuvante chemotherapeutische
Therapiekonzepte, sowie auch moderne Ansatze einer gezielten molekularen Therapie. Diese
spielt insbesondere beim ,small duct* Typ iCCA eine wichtige Rolle. Wichtige molekulare
Zielstrukturen sind hierbei z.B. die IDH1/2 Mutation, die FGFR2-Translokation und die RAS-
Mutation.*>®% In seltenen Fallen findet sich auch eine Mikrosatelliteninstabilitat und NTRK1-3
Mutationen.® Die exakte histomorphologische Differenzierung der PLCs hat somit auch bei

gering differenziertem Tumoren eine hohe klinische Relevanz.

2.7. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Das Spektrum der primaren Leberkarzinome umfasst HCC, ,small-duct® Typ iCCA,
Jlarge-duct® Typ iCCA, cHCC-CCA und intermediate cell carcinoma. Da Prognose und
Therapie der verschiedenen PLCs sich jedoch stark voneinander unterscheiden, ist die
Etablierung eines Prozederes zur sichereren Differenzierung der vier 0.g. Arten entscheidend.?

Aufgrund der Kontinuitdt und der Uberlappenden Aspekte der verschiedenen
Tumorentitaten ist eine Kombination aus multiplen diagnostischen Tools wie Kilinik,
Bildgebung, Histologie und insbesondere Immunhistochemie wichtig, um eine hohe
diagnostische Genauigkeit zu bieten. Trotz dieser Erkenntnis beschreiben die
Diagnosealgorithmen der aktuellen S3-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie des
Hepatozelluldren Karzinoms und bilidrer Karzinome® insbesondere fir das HCC eine
Tumorbiopsie als nicht obligat fur die Diagnosestellung; sie kann durch rein bildgebende
Verfahren erfolgen. Problematisch erscheinen kleine Tumore, welche (noch) keine suffizienten
Neovaskularisationen haben und daher hypovaskularisiert®” sind, grofbe, weit fortgeschrittene
HCCs, welche ebenso ein atypisches KM-Verhalten aufweisen kénnen, schlecht differenzierte
HCCs und besondere histologische Subtypen des HCCs.*° Letztere sind insbesondere
aufgrund der uneindeutigen Bildgebung vom solide wachsenden iCCA nur mittels zusatzlicher
immunbhistologischer Verfahren zu unterscheiden.® In diesen Fallen reichen bildgebende
Verfahren nicht aus, um eine sichere Diagnose zu stellen; eine Biopsie ist notwendig.

Andererseits kdnnen gewisse PLCs falschlicherweise als HCC befundet werden: Kleine
iCCAs konnen beispielsweise eine arterielle Hypervaskularisation aufweisen und somit ein
HCC imitieren.*” Eine zuséatzliche histologische Untersuchung wéare dementsprechend zur
korrekten Diagnosestellung notwendig. Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund, dass
iCCAs auch bei den typischen pradisponierenden Lebererkrankungen des HCCs, wie auch
der Leberzirrhose, gehauft auftreten kénnen, relevant. Somit sollten iCCAs bei bildgebendem

Verdacht eines HCCs als Differentialdiagnose bertiicksichtig werden.?

23



Fragestellung dieser Arbeit ist die Analyse und Umgehung der diagnostischen Hirden,
welche durch o.g. Heterogenitdt der PLCs entstehen, insbesondere im Falle einer
geringgradigen histopathologischen Differenzierung. In dieser Situation ist eine genaue
histomorphologische Analyse entschieden, welche immunhistochemisch erweitert wird.
Konkret soll im Rahmen dieser Dissertationsschrift analysiert werden, welche
immunhistochemischen Differenzierungsmarker die Diskriminierung der unterschiedlichen
Entitdten zuverldssig ermdglicht. Hierbei wird insbesondere darauf geachtet, ob
beziehungsweise welche Zellstrukturen (Zytoplasma, Zellmembran, Vakuolen, etc.) der vier
verschiedenen Entitaten sich mittels eines bestimmten Antikorpers anfarben lassen und in
welcher Auspragung. Anhand dieser erhobenen Daten wird anschlieRend versucht, Trends in
den Farbemustern zu finden. Ziel ist die Erstellung eines immunhistochemischen Panels,
welches bei insbesondere schlecht differenzierten PLCs ihre Entitat enthullen soll. Dartber
hinaus soll dieses Projekt allgemein neue immunhistochemische Erkenntnisse zu den
einzelnen Entitaten liefern, in der Absicht, diagnostische Lucken in den angewandten
Diagnosealgorithmen zu verschmalern und somit die insgesamte diagnostische Treffsicherheit

von PLCs zu optimieren.
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3. Material und Methoden

3.1. Zusammenstellung des Patient:innenkollektivs

Das im Rahmen dieses Projekts verwendete Kollektiv beinhaltet 37 Patient:innen mit
gering differenzierten hepatozellularen Karzinomen, cholangiozellularen Karzinomen und
kombinierten Hepato-Cholangiokarzinomen.

Die Resektion der PLCs erfolgte zwischen den Jahren 2014 und 2022 in der Klinik und
Poliklinik fir Allgemein-, Viszeral-, Tumor- und Transplantationschirurgie der Uniklinik K&In
(Direktorin: Univ.-Prof." Dr." Christiane J. Bruns, FEBS, FACS (Hon.)). Die verschiedenen
Tumorpraparate wurden im Institut fur Pathologie der Uniklinik KéIn (Direktor: Univ.-Prof. Dr.
Reinhard Buttner) prapariert, befundet und archiviert.

Es wurden 3 Falle aus den Archiven des Anatomic Pathology Department des I[UHW
Narita Hospital von Mina Komuta, M.D., Ph.D. ausgewahlt. Die Tumore wurden in den Jahren
2020 und 2021 reseziert.

Insgesamt umfasst das Kollektiv somit 40 Falle schlecht differenzierter PLCs.

3.2. Datenerhebung

Zu jedem Fall wurden retrospektiv Daten aus dem Archiv der Klinik und Poliklinik far
Allgemein-, Viszeral-, Tumor- und Transplantationschirurgie der Uniklinik K&ln und aus den
Befunden des Instituts fur Pathologie der Uniklinik Kéln erhoben. Hierflr wurden die Softwares
ORBIS und PathoPro benutzt. Die Daten umfassen Alter, biologisches Geschlecht und

hepatische Grunderkrankung der Patient:innen.

3.3. Verarbeitung der verwendeten Proben

Die aus Tumorpraparaten gewonnen Paraffinblocke wurden Uber Nacht in einer
vierprozentigen Formaldehydlésung fixiert. Nach makroskopischer Begutachtung wurden die
Raumforderungen inkl. angrenzendem Lebergewebe von erfahrenen Patholog:innen im
Zuschnitt des Instituts flir Pathologie der Uniklinik Koln prapariert. Aus jedem
Operationspraparat wurden mehrere Blockpraparate gewonnen: Pro 1 cm Durchmesser wurde
ein Blockpraparat gewonnen und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Aus den somit
entstandenen Paraffinblocken wurden im darauffolgenden Schritt unterschiedlich dicke
Schnitte mittels Mikrotomie fiir die weiteren (immun)histochemischen Farbungen gewonnen:
Einerseits 3 um dicke Schnitte fir die Hamatoxylin & Eosin (HE) Ubersichtfarbung,
andererseits 2-3 ym dicke Schnitte fir die Farbungen mit denen im Rahmen dieses Projekts
untersuchten Antikérpern. Zu diesen zahlen HepPar1, Arginase1, AFP, CD10, ABCB11, CK7,
CK19, EMA, Alcian PAS, LFABP und schlie3lich TROP2.
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3.4. Mikroskopische Analyse und Selektion eines geeigneten Blockpraparates

In einem ersten Arbeitsschritt wurden die einzelnen, im Archiv bereits vorhandenen HE-
gefarbten Schnitte der 37 hiesigen Falle mittels Multikopf Lichtmikroskopie betrachtet. Unter
Berticksichtigung der histomorphologischen Kriterien nach WHO® wurden die einzelnen Félle
einer Tumorentitat zugewiesen. Diese umfassen: HCC (n=18), CK19+HCC (n=1), cHCC-CCA
(n=3), ,large-duct‘ Typ iCCA (n=4), ,small-duct’ Typ iCCA (n=11). Mit den weiteren 3 Fallen
aus den Archiven der IUHW, welche alle der Tumorentitdt cHCC-CCA entsprechen und mittels
des Programms PidPort zusatzlich digital betrachtet wurden, umfasst das Projekt insgesamt
40 Falle.

Da pro Fall mehrere Paraffinblécke aus jeweils unterschiedlichen Schnittebenen des
Tumors vorlagen, wurden im nachsten Arbeitsschritt die zu jedem Block korrespondierenden
HE-Schnitte untereinander verglichen. Ziel war, pro Fall einen Paraffinblock auszuwahlen,
welcher folgende 2 Kriterien erfullt: Anwesenheit von tumorésem und nicht-tumorésem
Lebergewebe, mdglichst klare Abgrenzung zwischen Tumorgewebe und nicht-tumordsen
Lebergewebe. An diesem Block wurden im weiteren Verlauf die immunhistochemischen
Farbungen durchgefihrt.

Zusatzlich wurde das Hintergrundlebergewebe analysiert und das Fibrosestadium nach

Desmet ermittelt . Eine Ubersicht (iber das Desmet-Scoring-System bietet Tabelle 1.

Tabelle 1 Ubersicht (iber das Desmet Scoring-System nach Desmet et al.®®

Desmet
Score Fibrosestadium
FO keine Fibrose vorhanden
F1 Geringgradige Fibrose im Sinne einer periportalen Faservermehrung, keine Septen
Fo Mittelgradige Fibrose im Sinne einer periportalen Faservermehrung mit vereinzelt
vorliegenden portoportalen Septen
F3 Hochgradige Fibrose im Sinne einer stark ausgepragten portoportalen Septenbildung mit
Auftreten einzelner Regeneratknoten
F4 Zirrhotischer Leberumbau

3.5. Immunhistochemie

3.5.1. Auflistung und Beschreibung der verwendeten Primarantikorper

Tabelle 2 bietet eine Ubersicht zu den in diesem Projekt verwendeten Primarantikorpern.
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Tabelle 2 Ubersicht der verwendeten Primérantikérper

Antikorper Hersteller Klon Wirt Name Verdiinnung Vorbehandlung
HepPar1 Dako / CE OCH1E5 Mouse  Hepatocyten (HepPar1) 1:1000 EDTA
Arginasel = zytomed / RUO SP156 Rabbit Arginase-1 1:100 EDTA
AFP Dako / CE polyklonal  Rabbit Alpha-Fetoprotein AFP 1:1600 Citrat
CD10 Novocastra / CE 56C6 Mouse CD10 1:20 Citrat

Merck Millipore /
ABCB11 10D4.1 Mouse ABCB11 1:500 Citrat
RUO

CK19 Dako / CE RCK108 Mouse Cytoceratin19 1:200 EDTA
CK7 Dako / CE OV-TL12/30  Mouse Cytoceratin7 1:6000 Enzym
EMA Cellmarque / CE E29 Mouse EMA 1:500 EDTA
LFABP Abcam / RUO L2B10 Mouse  Fatty-acid binding protein 1:1500 Citrat
TROP2 Abcam / RUO ERP20043 Rabbit Trop2 1:1000 EDTA

3.5.1.1. HepPar1

Bei HepPar1 handelt es sich um den aus der Maus stammenden Klon OCH1E5 der
Firma Dako. Er findet Anwendung an Paraffinschnitten.

Hepatocyte paraffin 1 (HepPar1) ist ein im Jahre 1993 entwickelter monoklonaler
Antikérper der Immunglobulinklasse 1gG1k.®® Erst spater wurde die Carbamoylphosphat-
Synthetase 1, welche den geschwindigkeitsdefinierenden Schritt des Harnstoffzyklus
katalysiert, als Antigen von HepPar1 identifiziert.”

HepPar1 weist ein diffuses, granulares zytoplasmatisches Farbemuster bei tumorésen
und nicht-tumorésen Hepatozyten auf’’ und hat eine hohe Sensitivitit und Spezifizitat
gegeniiber HCCs'?. Jedoch gibt es mehrere Limitationen in der Diagnostik von HCCs mittels
HepPar1: Einerseits sinkt die Sensitivitat des Markers mit zunehmend schlechter werdendem
Differenzierungsgrad des HCCs, des Weiteren ist sie beim sklerosierenden Subtypen des
HCCs niedrig.”®™* AuBerdem kdénnen Adenokarzinome und hepatoide Karzinome

unterschiedlichster Organe ebenfalls eine positive Farbung fiir HepPar1 aufweisen.”>"’

3.5.1.2. Arginase1

Bei dem gegen Arginase1 gerichteten monoklonalen Antikérper handelt es sich um den
aus dem Kaninchen stammenden Klon SP156 des Herstellers Zytomed Systems. Er gehort
der Immunglobulinklasse IgG an und ist fur Paraffinschnitte geeignet.

Arginase1 ist ein binukleares Mangan-Metalloenzym, welches hauptsachlich in der
Leber von Wirbeltieren vorkommt und im Harnstoffzyklus die Hydrolyse von Arginin
zu Ornithin und Harnstoff katalysiert.”® Die Immunhistochemie fiir Arginase1 zeigt analog zu
HepPar1 ein diffuses zytoplasmatisches Farbemuster in tumordésen und nicht-tumordsen

Hepatozyten auf, mit einer variablen Farbung der Nuclei.”" Arginase1 wird bis dato in der
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Literatur als sensitivster Marker fur das HCC beschrieben, mit einer hohen Sensitivitat in
schlecht differenzierten HCCs und sogar HCCs vom sklerosierenden Subtypen.”®™ Auch die
Spezifizitat von Arginase1 gegeniiber HCCs ist hoch.”®’® Doch auch die Immunhistochemie
von Arginase1 zeigt Limitationen und ist somit nicht pathognomonisch fiir das HCC: In erneuter
Analogie zu HepPar1 kann die Immunhistochemie fir Arginase1 auch bei Adenokarzinomen

und hepatoiden Karzinomen in den unterschiedlichsten Organen positiv sein.””#

3.5.1.3. a-Fetoprotein (AFP)

Der gegen das a-Fetoprotein (AFP) gerichtete polyklonale Antikbrper des Herstellers
Dako stammt vom Kaninchen und ist fur Paraffinschnitte geeignet.

AFP ist ein in der Leber und dem viszeralen Endoderm des Dottersacks produziertes
onkofetales Protein.?'®? Es fungiert als immunhistochemischer Marker fir HCCs, weist hierfir
jedoch eine geringe Sensitivitat (ca. 30%) und ein z.T. lickenhaftes bzw. unregelmaRiges
Farbemuster auf.’?® AuRerdem exprimieren auch Keimzelltumore, wie beispielsweise
Dottersacktumore, AFP’" und sind somit positiv in seiner immunhistochemischen Farbung.
Dementsprechend ist der Nutzen von AFP im Rahmen der HCC-Diagnostik begrenzt.

Trotzdem ist AFP in der HCC-Diagnostik von Nutzen: Seine Immunhistochemie ist im
Vergleich zu anderen Markern (wie beispielsweise CD10 oder pCEA) haufiger auch noch bei
schlecht differenzierten HCCs positiv.2* AFP weist bei HCCs ein zytoplasmatisches

Farbemuster auf.

3.5.1.4. CD10

Der gegen CD10 gerichtete Maus-Antikérper des Herstellers Novocastra stammt aus
dem Klon 56C6 und gehdrt der Antikdrperklasse IgG1 an. Er ist fur Paraffinschnitte geeignet.

CD10 (Syn.: Neprilysin) ist eine Zelloberflachen-Metallo-Endopeptidase, welche u.a. von
Zellen der akuten lymphoblastischen Leukamie exprimiert wird. Sie galt lange als
tumorspezifisch und ist daher auch unter der Bezeichnung "Common Acute Lymphoblastic
Leukemia Antigen" (CALLA) bekannt ist. Mittlerweile wurde das CD-10 Antigen auch in
diversen nicht-lymphatischen Neoplasmen, wie beispielsweise Karzinomen der Leber, des
Pankreas, der Nieren, der Blase, der Prostata und des Uterus, sowie Sarkomen and
Melanomen identifiziert.®*

CD10 weist ein charakteristisch kanalikulares Farbemuster in normalem und
neoplastischem Lebergewebe auf, vergleichbar mit dem Farbemuster des polyklonalen
karzinoembryonalen Antigens (pCEA). Bei HCCs ist die immunhistochemische Sensitivitat von
CD10 niedriger als die von pCEA®. Trotz dieser Erkenntnis wird die Immunhistochemie von
CD10 im Rahmen der HCC-Diagnostik angewandt, da, im Vergleich zu pCEA, seltener das

Zytoplasma mitangefarbt wird® und somit die Interpretation einfacher ausfallt.
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3.5.1.5. ABCB11

Der gegen ABCB11 gerichtete monoklonale Maus-Antikbrper vom Hersteller Merck
Millipore stammt aus dem Klon 10D4.1. Er gehort der Immunglobulinklasse 1IgG1k an und ist
fur Paraffinschnitte geeignet.

Bei dem durch das ABCB11-Gen kodierte ABCB11-Protein handelt es sich um eine
Gallensalzexportpumpe (engl. ,bile salt export pump®, BSEP). Dieser Transporter wird
ausschlief3lich in Hepatozyten exprimiert und erméglicht den Transport von Gallensauren in
die Canaliculi biliferi. Immunhistochemisch weist normales Lebergewebe ein kanalikulares
Farbemuster fiur ABCB11 auf.”” Da Mutationen des ABCB11-Gens zu einer gestérten
Sekretion und somit Akkumulation von Gallensaure fiihren, spielen sie eine bedeutsame Rolle
in der Karzinogenese von PLCs 287

ABCB11 ist hochspezifisch  fir  Hepatozyten; der Nachweis mittels
immunhistochemischer Verfahren beweist eine hepatozelluldre Differenzierung. Dies zeigt
sich insbesondere durch die ABCB11-Immunhistochemie von cHCC-CCAs, bei welcher
lediglich der HCC-Anteil positiv fir den Marker ist. In Kontrast dazu kénnen HepPar1 und
Arginase1 z.T. auch in cholangiozellular differenzierten Arealen nachgewiesen werden.
Gegenliber HCCs besitzt ABCB11 zwar eine geringe Sensitivitat, jedoch héhere Spezifizitat

als HepPar1 und Arginase1. Andere PLCs sind negativ.”’

3.5.1.6. CK7 und CK9

Die gegen CK7 und CK19 gerichteten Maus-Antikorper vom Hersteller Dako stammen
jeweils aus den Klonen OV-TL12/30 und RCK108. Der Anti-CK7 Antikérper gehort der
Immunglobulinklasse IgG1k an, der Anti-CK19 Antikdrper der Antikdrperklasse 1gG1. Beide
finden Anwendung in Gefrier- und Paraffinschnitten.

CK7 und CK19 sind Zytokeratine, welche vom normalen Gallengangsepithel exprimiert
werden und zu den immunhistochemischen Markern der cholangiozellularen Differenzierung
zahlen.”" Dementsprechend ist die immunhistochemische Farbung der meisten iCCAs positiv
fiir diese Marker®® und zeigt sich als membranéses und/oder zytoplasmatisches Farbemuster.
Jedoch sind CK7 und CK19 keine spezifischen Marker flir iCCAs, da auch HCCs eine positive

Farbung fir sie aufweisen kdnnen.3+8°

3.5.1.7. EMA

Der gegen das epitheliale Membranantigen (EMA) gerichtete Maus-Antikorper der Firma
Cell Marque stammt aus dem Klon E29 und gehdrt der Immunglobulinklasse 1gG an. Er ist flr
Paraffinschnitte geeignet.

EMA gehort zu den Zytokeratinen und wird von vielen Epithelzellen exprimiert. Im

normalen Lebergewebe wird EMA jedoch nur von Cholangiozyten exprimiert, Hepatozyten
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sind konsistent negativ fiir diesen Marker.*® Somit weist eine positive Immunhistochemie von
EMA auf eine cholangiozellulare Differenzierung hin, wobei das Farbemuster (ganzes
Zytoplasma oder nur apikales Zytoplasma) die Heterogenitat der Cholangiozyten (je nach
Lokalisation) widerspiegelt. Analog hierzu lasst sich das unterschiedliche Farbeverhalten in

den zwei Subtypen des iCCAs wiederfinden.*'

3.5.1.8. LFABP

Der gegen das Liver fatty acid-binding protein (LFABP, Syn.: FABP1) gerichtete
monoklonale Maus-Antikorper des Herstellers Abcam entstammt dem Klon L2B10. Er gehort
der Immunglobulinklasse IgG1 an und ist fur Paraffin- und Gefrierschnitte geeignet.

LFABP bindet an langkettige Fettsauren und fungiert als Transporter flr diese im
Rahmen der B-Oxidation.’ Das Protein gehért zur Familie der Fatty acid-binding proteins
(FABPs) und wird in der héchsten Konzentration in Hepatozyten exprimiert, bei welchen es
10% der zytoplasmatischen Proteine ausmacht.®*%® Durch seine hohe Gewebsspezifizitat ist
FABP1 ein potenziell niitzlicher immunhistochemischer Marker.** Die immunhistochemische
Farbung weist ein zytoplasmatisches Farbemuster in Hepatozyten auf und besitzt eine der
hochsten Positivitatsraten in HCCs, wobei Dum et al® auch LFABP-positive
Cholangiokarzinome beschrieben haben. Des Weiteren kann die maligne Entartung von
Hepatozyten mit einer Downregulation von LFABP einhergehen® und somit eine weitere

Hurde in der immunhistochemischen Interpretation von FABP1 darstellen.

3.5.1.9. TROP2

Der gegen das Trophoblast cell-surface antigen 2 (TROP2) gerichtete monoklonale
Kaninchen-Antikoérper des Herstellers Abcam entstammt dem Klon ERP20043. Er gehdrt der
Immunglobulinklasse IgG an und ist fiir Paraffinschnitte geeignet.

Das TROP2-Protein wird durch das Tacstd2-Gen kodiert und entspricht einem
transmembrandésem Glykoprotein, welches als Calcium-vermittelter Signaltransduktor
fungiert.%® Es spielt eine bedeutende Rolle in der Onkogenese, da es einerseits als Onkogen,
andererseits als Tumorsuppressor agieren kann.®” TROP2 wird, im Gegensatz zu
hepatozellularem Gewebe, intensiv im gesunden Gallengangsepithel exprimiert’” und stellt

1.9 beschreiben in ihrer Studie

somit einen cholangiozellularen Marker da. Sawanyawisuth et a
jedoch einen Zusammenhang zwischen der Downregulation von TROP2 und der
neoplastischen Proliferation von CCC-Zellen, weswegen die immunhistochemische Potenz

dieses Markers flr die Diagnostik von iCCAs mit Einschrankungen einhergeht.
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3.5.2. Allgemeines Prinzip der Farbung

Die immunhistochemischen Farbungen sind mithilfe des Vollautomaten BOND-MAX der
Firma Leica Biosystems erfolgt. Als Nachweissystem wurde das Bond Polymer Refine
Detection Kit inkl. des dazugehorigen Farbeprotokolls benutzt. Laut Hertseller vermindert
dieses Nachweissystem aufgrund endogen vorhandenen Biotins das Auftreten von
unspezifischen Farbungen durch die Umgehung der Streptavidin- und Biotinverwendung.

Es handelt sich um ein indirektes immunhistochemisches Verfahren, bei welchem zuerst
ein aus Maus oder Kaninchen stammender spezifischer, jedoch unkonjugierter
Primarantikérper (der sog. Marker) an ein Zielantigen bindet; in anschlieRend Schritten binden
Sekundar- und Tertiarantikorper an den Marker. Der Tertiarantikrper ist mit polymeren
Konjugaten aus Meerrettichperoxidase (engl. ,horse radish peroxidase“, HRP) gekoppelt,
welche eine Hdm-Gruppe mit einem katalytischen Fe** innerhalb des Porphyrinringes besitzt
und als Reportermolekil fungiert: HRP katalysiert die Redoxreaktion zwischen
Wasserstoffperoxid und einem Chromogen (Substrat-Chromogen-Reaktion), hier 3,3-
Diaminobenzidin (DAB). Die Oxidation von DAB bildet ein braunes Prazipitat, welches
anschliefend mikroskopisch nachgewiesen werden kann. Die Anwesenheit dieses braunen
Reaktionsproduktes in den Zielzellen weist auf die Anwesenheit des gesuchten Zielantigens
hin.

3.5.3. Farbeprotokoll

3.5.3.1. Vorpraparation des Gewebes

Vor Beginn der immunhistochemischen Farbung muss das Gewebe zuerst in zwei
Etappen vorprapariert werden.

In einem ersten Arbeitsschritt erfolgt die Entparaffinierung der bereits eingebetteten
Gewebsschnitte mit dem Ziel, unspezifische Hintergrundfarbungen bestmdglich zu
eliminieren. Sie erfolgt mittels der gebrauchsfertigen BOND Dewax Solution. Anschlie3end
wird das Gewebe rehydratisiert.

Durch die Fixierung von Gewebe mit Formalin werden darin Aldehyd- und Aminogruppen
quervernetzt. Diese Quervernetzungen kdnnen Epitope maskieren, zum Antigenitatsverlust
des Gewebes fuhren und somit die Bindung der Primarantikbrper an ihr Zielantigen
erschweren. Auflerdem fihrt Formalin zur Ausbildung von Methylenbriicken, wodurch die
dreidimensionale Struktur des Epitops verandert werden kann. Dies flihrt erneut zu einer
herabgesenkten Immunreaktivitdt des untersuchten Gewebes und ggf. falsch negativen
Ergebnissen. Dementsprechend erfolgt in einem zweiten Arbeitsschritt das sog. Epitop-
Retrieval, auch Antigendemaskierung genannt: Je nach Primarantikdrper (cf. Tab. 2) wird eine
enzymatische oder hitzeinduzierte Demaskierung (HIER) der Epitope durchgeflhrt: Bei der

enzymatischen Vorbehandlung werden durch proteolytische Enzyme die Peptidbindungen
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aufgebrochen und somit das Epitop freigelegt. Die bendtigte Enzymkonzentration ist, wie die
Inkubationsdauer, proportional zur Fixierdauer der Probe. Dahingegen ist der grundlegende
Mechanismus der HIER noch nicht vollstandig entschlusselt, wobei von einer Hitze-induzierten
Hydrolyse der Formalin-bedingten Quervernetzungen bei Zugabe der Epitop-Retrieval-Lésung
ausgegangen wird. Fir das hier angewandte BOND-System wird je nach Primarantikorper (cf.
Tab. 2) eine Pufferldsung auf Citrat- (pH 5.9-6.1) oder EDTA- (pH 8.9-9.1) Basis benutzt.

Die Primarantikérper erkennen nun wieder erleichtert das Epitop und kdénnen an ihr
Zielantigen binden.

Das Gewebe ist nun vorprapariert und bereit fiir den eigentlichen Farbeprozess.

3.5.3.2. Teilschritte des Farbeprozesses
Das im Rahmen dieser Arbeit angewandte Farbeschema besteht aus sechs
verschiedenen Teilschritten. Die Abfolge und jeweilige Inkubationszeit der einzelnen Schritte

konnen aus Tab. 3 enthommen werden.

Tabelle 3 Ubersicht der Teilschritte der Bond Polymer Refine Detection

Teilschritt Inkubationszeit
Inkubation mit Wasserstoffperoxid
i 5 Minuten
(,Peroxide Block")
Zugabe des spezifischen Primarantikdrpers 20 Minuten
Inkubation mit einem verknipften
8 Minuten
Sekundarantikorper
Inkubation mit einem Polymerreagenz aus
polymeren Konjugaten (HRP & tertiaren 8 Minuten
Antikorper)
Sichtbarmachung des Komplexes mit DAB 10 Minuten
Kontrastfarbung mit Hamatoxylin 5 Minuten

In einem ersten Arbeitsschritt werden die einzelnen Schnitte fir 5 Minuten in einer 3-4%
Wasserstoffperoxidldsung inkubiert, um unspezifische Hintergrundfarbungen® oder falsch
positive Ergebnisse zu vermeiden. Diese sind auf endogene Peroxidasen und Peroxidase-
ahnliche Proteine im Gewebe zurtickzufihren, welche mit dem Substrat der HRP reagieren
kénnen. Durch den ,Peroxide Block® werden die endogenen Peroxidasen gesattigt, das Signal
wird klarer.

Daraufhin folgt die Zugabe der spezifischen Primarantikdrper, welche vorher geman

Herstellerempfehlung mittels gebrauchsfertigem Verdinnungspuffer (BOND Primary Antibody
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Diluent) verdinnt wurden, um eine optimale Leistung der Primarantikbrperkonzentrate zu
gewahrleisten, ergo ein intensives Farb-Ergebnis bei moglichst geringer unspezifischer
Hintergrundfarbung. Die einzelnen Verdinnungen der verschiedenen Primarantikorper
kdénnen Tab. 2 (S. 15) entnommen werden. Jeder Schnitt wird mitinsgesamt 100 L verdinnter
Losung benetzt; die Inkubationszeit betragt 20 Minuten.

AnschlieRend wird das Gewebe fir insg. 8 Minuten mit einem verknlpften
Sekundarantikérper (Post-Primary Kaninchen-anti-Maus-IgG in Tris-gepufferter
physiologischer Kochsalzlésung / 0,1% ProClin™ 950) zur Lokalisation der Mausantikérper
inkubiert. Daraufhin erfolgt eine weitere 8-mindtige Inkubation mit einem aus HRP und tertiaren
Antikérpern bestehenden Polymerreagenz (Polymer Anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG in Tris-
gepufferter physiologischer Kochsalzldsung / 0,1% ProClin™ 950) zur Lokalisation der
Kaninchenantikorper.

Die nachfolgende 10-minutige Inkubation mit dem Chromogen DAB ermdoglicht die
Sichtbarmachung des Enzymkomplexes: Es bildet sich ein braunes, in Wasser unlésliches
Reaktionsprodukt, welches lichtmikroskopisch nachgewiesen und als Prasenz des
Zielantigens an dieser Lokalisation interpretiert werden kann.

Zu guter Letzt erfolgt die Kontrastfarbung mit Hamatoxylin, welche die Sichtbarmachung
der Zellkerne ermdglicht. Um den Farbevorgang abzuschliefen und die Schnitte fir die
Lichtmikroskopie vorzubereiten, werden sie noch gesplilt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe

stufenweise dehydriert und in einem finalen Schritt Gber Xylol eingebettet.

3.6. Lichtmikroskopische, semiquantitative Auswertung der
Immunhistochemie

Die Auswertung der Ergebnisse ist bei allen 40 Fallen einheitlich und mittels Multikopf
Lichtmikroskopie erfolgt. Jede Farbung wurde von mindestens zwei Evaluator:iinnen
ausgewertet, um bei uneinheitlicher Meinung oder uneindeutigem Ergebnis einen
Diskussionsraum zu ermoglichen. Die Auswertung wurde semiquantitativ nach folgenden
Kriterien durchgefuhrt: Eine Farbung galt als positiv, wenn 25% der fur den Marker bzw.
Farbstoff typischen Strukturen angefarbt waren (cf. Tab. 4). Diese lauten wie folgt: Zytoplasma
fur HepPar1, Zytoplasma und/oder Zellkern fur Arginase1, Zytoplasma fir AFP, kanalikulares
und/oder punktférmiges Farbungsmuster fir CD10 (in 10-15% der Falle ist fir CD10 ein
zytoplasmatisches Farbemuster beschrieben — daher wurde dieses ebenso als positiv
gewertet), kanalikulares und/oder punktformiges Farbungsmuster fur ABCB11, Zytoplasma
und/oder Zellmembran fur CK19, Zytoplasma und/oder Zellmembran fir CK7, ganzes
Zytoplasma (,large-duct® Typ iCCA) und apikales Zytoplasma (,small-duct® Typ iCCA) fur
EMA, intrazellulare Muzin-Vakuolen fir Alcian PAS, Zytoplasma fir LFABP und schlieBlich

Zytoplasma fiir TROP2. Eine zusammenfassende Ubersicht bietet Tabelle 5.
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Bei positivem Ergebnis wurde die Verteilung der angefarbten Strukturen beurteilt. Waren
5-50% der charakteristischen Strukturen angefarbt, wurde der Marker als fokal positiv, bei

>51% als diffus positiv bewertet. Dies wird durch Tabelle 4 illustriert.

Tabelle 4 Verwendetes Scoring-System

Prozentrang der angefarbten Zellen im tumorésen Gewebe Score
<5% negativ

5-50% fokal positiv

251% diffus positiv

Tabelle 5 Ubersicht der Férbemuster bzw. Zielstrukturen der verwendeten Primérantikérper
und Farbstoffe

Primarantikorper oder Farbstoff Farbemuster oder charakteristische Zielstruktur
HepPar1 zytoplasmatisch
Arginase1 zytoplasmatisch und/oder nuklear
AFP zytoplasmatisch

kanalikular und/oder punktférmig
CD10 (in 10-15% der Falle ist fir CD10 ein zytoplasmatisches

Farbemuster beschrieben)

ABCB11 kanalikular und/oder punktférmig
CK19 zytoplasmatisch und/oder membrands
CK7 zytoplasmatisch und/oder membrands
EMA Jlarge-duct” Typ iCCA: ganzes Zytoplasma
»Ssmall-duct” Typ iCCA: apikales Zytoplasma
Alcian PAS intrazellulare Muzin-Vakuole
LFABP zytoplasmatisch
TROP2 zytoplasmatisch

3.7. Statistische Auswertung und Analyse der Ergebnisse

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung wurden in einer Excel-Tabelle
dokumentiert. Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Statistikprogramms IBM SPSS
Statistics (Version 29.0.1.1).

Dies ermoglichte einerseits eine deskriptive Beschreibung der erhobenen Daten. Zu
diesen gehdren die absoluten und relativen Haufigkeiten der Geschlechteraufteilung, das

durchschnittliche sowie mediane Alter innerhalb der einzelnen Tumorentitdten, die absoluten
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Haufigkeiten von Grunderkrankungen, Fibrosestadium und Vorhandensein einer Kapsel
innerhalb der einzelnen Tumorentitaten. Auch die Beschreibung der Immunoreaktivitat der
einzelnen Marker innerhalb einer Tumorentitat gehort zur deskriptiven Statistik.

Mittels SPSS wurde eine Wertung der erhobenen Daten durchgefihrt: Mittels Chi-
Quadrat-Test nach Pearson (bei einem Signifikanzniveau von 5% oder 1% - je nach
Auswertung) erfolgte die Bestimmung des Zusammenhangs zwischen der Immunoreaktivitat
der in diesem Projekt untersuchten Marker und den dahinterstehenden einzelnen
Tumorentitadten. Um die Starke des Zusammenhanges zu quantifizieren, erfolgte in einem
zweiten Schritt die Ermittlung des Kontingenzkoeffizienten (CC).

Da das Farbverhalten der einzelnen Antikorper gezielt auf Aspekte wie positives oder
negatives, fokales oder diffuses, typisches oder atypisches Farbverhalten beurteilt wurde und
anhand dieser Variablen die statistische Auswertung erfolgte, wurden Ergebnisse, welche
nicht in diese Kategorien eingegliedert werden konnten, nicht in die statische Beurteilung
miteinbezogen. Auferdem erfolgte die statistische Auswertung der immunhistochemischen
Ergebnisse zum kombinierten HCC-CCA separat; sie wird in Absatz 3.2.7. naher beschrieben.
Aus diesen Grinden bezieht sich die statistische Auswertung je nach Marker und Tumorentitat
auf eine geringere (und von Auswertung zu Auswertung variierende) Fallzahl als n = 40.
Beispielhaft sei der obere Teil von Tabelle 9 (S. 27) genannt, welcher sich auf 33 der in dieses
Projekt eingeflossenen 40 Falle bezieht, da 6 der 7 restlichen Praparate einem cHCC-CCA
entsprachen und das Letzte aufgrund unterschiedlicher Tumorabschnitte nicht eindeutig den
oben genannten Kriterien zugeordnet werden konnte. Dies entspricht einer deutlichen

Limitation dieses Projekts.

3.8. Digitalisierung
Alle Schnitte wurden mittels Nanozoomer S360 Scanner (Hamamatsu, Japan)
digitalisiert, um einerseits den direkten Vergleich von zwei Farbungen mittels der Software

NDP.view 2, andererseits die internationale Kollaboration zu ermdglichen.

3.9. Ethik

Der Verwendung von Gewebeproben fur Forschungszwecke haben die Patient:innen
schriftlich im Rahmen von BioMaSOTA (Genehmigungsnummer 13-091) zugestimmt. Das hier
beschriebene Projekt wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der

Universitat zu Koln unter dem Zeichen 18-052 genehmigt.
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4. Ergebnisse

4.1. Beschreibung des Gesamtkollektivs

4.1.1. Patient:innencharakteristika

Untersucht wurde ein Kollektiv aus insgesamt n = 40 PLCs, wovon n = 19 der Entitat
HCC (inklusive eines CK19+ HCCs), n = 11 der Entitat ,small-duct® Typ iCCA, n = 4 der Entitat
Jlarge-duct” Typ iCCA und n = 6 der Entitat cHCC-CCA zugeordnet werden kénnen.

Von den insgesamt 40 Patient:innen waren 16 weiblichen und 24 mannlichen
Geschlechts, mit einem Verhaltnis von 1 : 1,5. Die jungste Patientin war zum Zeitpunkt der
Operation 40, der alteste Patient 90 Jahre alt. Das durchschnittliche Alter betrug 69,7 Jahre,
der Median lag bei 71 Jahren.

Von den 19 Patient:innen mit HCC waren 9 weiblichen und 10 ménnlichen Geschlechts,
mit einem Verhaltnis von 0,9 : 1. Das durchschnittliche Alter betrug 66,9 Jahre, der Median lag
bei 69 Jahren.

Von den 11 Patient:innen mit ,small-duct® Typ iCCA waren 7 weiblichen und 4
mannlichen Geschlechts, mit einem Verhaltnis von 1,75 : 1. Das durchschnittliche Alter betrug
70,5 Jahre, der Median lag bei 71 Jahren.

Alle 4 Patient:innen mit ,large-duct® Typ iCCA und alle 6 Patient:innen mit cHCC-CCA
konnten dem mannlichen Geschlecht zugeordnet werden. Das durchschnittliche Alter und der
Median der Patient:innen mit ,large-duct® Typ iCCA betrug 71,8 Jahre und 71,5 Jahre; der
Patient:innen mit cHCC-CCA 73,5 Jahre und 76 Jahre.

4.1.2. Analyse des Hintergrundlebergewebes auf Grunderkrankungen

Bei 5 Fallen, einem HCC, einem ,small-duct® Typ iCCA und 3 cHCC-CCAs lag als
Grunderkrankung eine alkoholische Steatohepatitis (ASH) vor.

Bei 9 Fallen lag eine ,metabolic dysfunction-associated steatohepatitis* (MASH) als
Grunderkrankung vor, wovon 7 einem HCC (inkl. eines CK19+ HCCs) und 2 einem ,small-
duct® Typ iCCA entsprachen.

Bei 7 Fallen lag eine Hepatitis-C-Virus (HCV) Infektion als Grunderkrankung vor, wovon
5 einem HCC, ein Fall einem ,small-duct” Typ iCCA und ein weiterer Fall einem cHCC-CCA
entsprach.

Eine Hepatitis-B-Virus (HBV) Infektion lag in einem Fall — einem cHCC-CCA — vor. Eine
Co-Infektion von HCV und HBV lag ebenfalls einmalig (bei einem HCC) in unserem Kollektiv
VOr.

Bei 4 Fallen lagen andere Grunderkrankungen (wie eine intraduktale papillar-muzinése
Neoplasie oder primare biliare Cholangitis) vor, von welchen 3 einem HCC und einer einem

Jlarge-duct® Typ iCCA entsprachen.
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Bei insgesamt 13 Fallen konnte keine Grunderkrankung im non-tumorésen
Leberparenchym festgestellt werden.

Der Zusammenhang zwischen Tumorentitdt und Grunderkrankung ist in Tab. 6
abgebildet.

Tabelle 6 Ubersicht der Grunderkrankungen unter den verschiedenen Tumorentitéten

Tumorentitat

HeC CK19 + DT SDT cHCC- = Gesamt
HCC CCA

Keine 2 0 3 7 1 13

ASH 1 0 0 1 3 5

MASH 6 1 0 2 0 9

Grunderkrankung HCV 5 0 0 1 1 7
HBV 0 0 0 0 1 1

HBV + HCV 1 0 0 0 0 1

Andere 3 0 1 0 0 4
Gesamt 18 1 4 11 6 40

4.1.3. Beschreibung der Morphologie des Leberhintergrundgewebes

Bei 8 Féllen bestand eine Fibrose des Stadiums F1. Hierunter fanden sich 2 HCCs, 4
»small-duct® Typ iCCAs und jeweils ein ,large-duct” Typ iCCA und cHCC-CCA.

Das Fibrosestadium F2 konnten 9 Falle (4 HCCs inkl. eines CK19+ HCCs, 4 ,small-duct*
typ iCCAs und ein ,large-duct” Typ iCCA) zugeordnet werden.

Das Fibrosestadium F3 bestand bei 2 Fallen, welche beide der Tumorentitdt HCC
entsprachen.

Eine Zirrhose (Desmet Score F4) konnte bei 12 Fallen nachgewiesen werden: 8 HCCs, 2
,small-duct® Typ iCCAs, einem ,large-duct® Typ iCCA, sowie einem cHCC-CCA.

Bei 6 Fallen bestand keine Fibrose (Desmet Score FO) im non-tumorésen Grundgeweben.

Tabelle 7 zeigt den Zusammenhang zwischen Tumorentitat und Fibrosestadium.

Tabelle 7 Ubersicht der Fibrosestadien nach Desmet Score unter den verschiedenen

Tumorentitdten
Tumorentitat
CK19 +
HCC oo LDT SDT  oHoC.CCA* | cesamt
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FO 3 0 1 1 1 6

wna DL DL
Score

F3 2 0 0 0 0 2

F4 8 0 1 2 1 12

Gesamt 18 1 4 11 3 37

*fehlende Daten bei 3 cHCC-CCA

4.1.4. Mikroskopische Analyse der peritumoralen Fibrose/Kapsel

Insgesamt wiesen 21 der untersuchten Praparate eine Kapsel auf. Hiervon entsprachen
17 der Entitdt HCC, 2 der Entitat ,large-duct” Typ iCCA und jeweils ein Fall den Entitaten
,2small-duct® Typ iCCA und cHCC-CCA.

In Tabelle 8 wird der Zusammenhang zwischen Tumorentitat und Kapsel illustriert.

Tabelle 8 Ubersicht iiber das Vorhandensein einer Kapsel unter den verschiedenen

Tumorentititen
Tumorentitat
CK19 + cHCC- Gesamt
HCC LDT SDT
HCC CCA*
Nicht vorhanden 1 1 2 10 2 16
Kapsel

vorhanden 17 0 2 1 1 21

Gesamt 18 1 4 11 3 37

* fehlende Daten bei 3 cHCC-CCAs

4.2. Analyse der immunhistochemischen Ergebnisse

4.2.1. Immunhistochemische Analyse hepatozellularer Marker:
Gegeniuberstellung von Positivitat und Negativitat
Die Expression der Antikorper einer hepatozellularen Differenzierung (HepPar1,
Arginase1, CD10, ABCB11, AFP und LFABP) flhrten bei den Tumorentitdten HCC, ,small-

duct® und ,large-duct® Typ iCCA zu unterschiedlichen Ergebnissen.
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4.2.1.1. HepPar1, Arginase1 und deren Kombination

Die Ergebnisse der Immunoreaktivitdt von HepPar1,

Arginase1

sowie deren

Kombination in Relation zu den unterschiedlichen Tumorentitaten sind in der unten

aufgefuhrten Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * HepPar1, Arginase1 sowie

Kombination HepPar1 und Arginase1 Immunoreaktivitéat

Pearson-
Chi-
HepPar1 CcC
P Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handeltes ., gpT 4 18 22
sich um <0,001 19,8 0,612
ein SDT? SDT 11 0 11
Gesamt SDT 15 18 33
Handeltes  yoin DT 11 18 29
sich um
ein LDT? LDT 4 0 4 0,019 5,462 0,377
Gesamt LDT 15 18 33
Pearson-
Chi-
Argi 1 CC
rgihase Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handeltes | .\ hcc 15 0 15
sich um <0,001 33,0 0,707
ein HCC? HCC 0 18 18
Gesamt HCC 15 18 33
Handeltes  yqin ST 4 18 22
sich um <0,00
ein SDT? SDT 11 0 11 1 19,8 0,612
Gesamt SDT 15 18 33
Handeltes  yoin DT 11 18 29
sich um
ein LDT? LDT 4 0 4 0,019 5,462 0,377
Gesamt LDT 15 18 33
Pearson-
Kombination HepPar1 und  Handelt es sich um ein Chi- oo
Arginase1 HCC? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja <0,001 33,0 0,707
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HepPar1 nein 15 0 15

und
Arginase1 beifjfe 0 18 18
positiv positiv
Gesamt HCC 15 18 33
Pearson-
Kombination HepPar1 und Handelt es sich um ein 0 Chi- ce
Arginase1 SDT? Gesamt Quadrat
(1)
nein ja
HepPar1 nein 4 11 15
und . <0001 198 0,612
Arginase1 be@g 18 0 18
positiv positiv
Gesamt SDT 22 11 33
Pearson-
Kombination HepPar1 und Handelt es sich um ein 0 Chi- ce
Arginase1 LDT? Gesamt Quadrat
(1)
nein ja
HepPar1 nein 11 4 15
und . 0,019 5,462 0,377
Arginase1 be@g 18 0 18
positiv positiv
Gesamt LDT 29 4 33

Alle HCCs zeigen eine Immunoreaktivitat fir HepPar1 (Pearson-Chi-Quadrat(1) = 33,0
bei p < 0,001). Der Zusammenhang ist stark (CC = 0,707 bei p < 0,001). Fur iCCAs als
Obergruppe (d.h. ohne Differenzierung zwischen ,small-duct® Typ und ,large-duct® Typ iCCA)
gilt: Alle iCCAs zeigen sich negativ fur HepPar1 (Pearson-Chi-Quadrat(1) = 33,0 bei p <0,001).
Der Zusammenhang ist stark (CC = 0,707 bei p < 0,001). Da die zwei letzten Ergebnisse das
Gleiche in inverser Konstellation darstellen, wird bei den anschlieend behandelten Markern
und Tumorentitdten nur Erstere prasentiert werden.

Die Tumorentitat ,small-duct” Typ iCCA und die Immunoreaktivitdt — im Sinne eines
negativen Farbeverhaltens — von HepPar1 stehen in einem starken Zusammenhang. Bei
Jarge-duct® Typ iCCAs besteht ein mittlerer Zusammenhang. Ahnlich fiir den Marker
Arginase1: Die Tumorentitdt HCC und die Immunoreaktivitdt — im Sinne eines positiven
Farbeverhaltens — von Arginase1 stehen in einem starken Zusammenhang ; der
Zusammenhang zwischen SDTs sowie Arginase1 ist ebenfalls stark, jedoch im Sinne des

negativen Farbeverhaltens. Fur LDTs besteht ein mittlerer Zusammenhang.

40



In einem weiteren Schritt wurden die kombinierte Immunoreaktivitdt von HepPar1 und
Arginase1 untersucht: Waren beide Marker simultan bei einem PLC-Praparat positiv, galt die
kombinierte positive Immunoreaktivitit als gegeben. Waren beide Marker negativ oder nur
einer positiv, galt sie als nicht-gegeben: Die Tumorentitaten HCC und ,small-duct® Typ iCCA
und die kombinierte Immunoreaktivitdt von HepPar1 und Arginase1 stehen jeweils in einem
starken Zusammenhang. Der Zusammenhang zur Tumorentitat ,large-duct® Typ iCCA ist

dahingegen mittlerer Starke.

4.2.1.2. CD10, ABCB11 und deren Kombination
Die Ergebnisse der Immunoreaktivitat von CD10, ABCB11 sowie deren Kombination in
Relation zu den unterschiedlichen Tumorentitaten sind in der unten aufgeflihrten Tabelle 10

dargestellt.

Tabelle 10 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * CD10, ABCB11 sowie Kombination
CD10 und ABCB11 Immunoreaktivitét

Pearson-
Chi-
CD10 CC
Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handeltes |\ Hce 12 2 14
sich um <0,001 12,698 0,533
ein HCC? HCC 4 14 18
Gesamt HCC 16 16 32
Handeltes  kqin SDT 7 15 22
sich um
ein SDT? SDT 9 1 10 0,002 9,309 0,475
Gesamt SDT 16 16 32
Handeltes oy DT 13 15 28 0.285
sich um ’ R . .
ein LDT? LDT 3 1 4 0(05)
Gesamt LDT 16 16 32 ’
Pearson-
Chi-
ABCB11 CC
Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handeltes | ..\ Hee 15 0 15 <0001 23860 0,642
sich um
ein HCC? HCC 3 16 19
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Gesamt HCC 18 16 34
Handeltes  ggin ST 7 16 23
sich um <0,00
ein SDT? SDT 11 0 11 1 14,454 0,546
Gesamt SDT 18 16 34
Handeltes  yoin DT 14 16 30
sich um
ein LDT? LDT 4 0 4 0,045 4,030 0,326
Gesamt LDT 18 16 34
Pearson-
Kombination CD10 und Handelt es sich um ein Chi- ce
ABCB11 HCC? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
CD10 und nein 15 7 22
ABC.B.11 beide . y N <0,001 13,750 0,542
positiv positiv
Gesamt HCC 15 18 33
Pearson-
Kombination CD10 und Handelt es sich um ein Chi- ce
ABCB11 SDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
CD10 und nein 11 11 22
ABC.B.11 beide y . N 0,004 8,250 0,447
positiv positiv
Gesamt SDT 22 11 33
Pearson-
Kombination CD10 und Handelt es sich um ein Chi- ce
ABCB11 LDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
CD10 und nein 18 4 22 0,131
ABeB beide 11 0 11 0 (55)
positiv positiv ,
Gesamt LDT 29 4 33

* keine statistische Signifikanz

Die Tumorentitdten HCC sowie ,small-duct® Typ iCCA und die Immunoreaktivitat von
CD10 stehen jeweils in einem mittleren Zusammenhang. Bei ,large-duct® Typ iCCAs besteht

dahingegen kein statistisch relevanter Zusammenhang zur Immunoreaktivitat von CD10 da p
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sich um

= 0,285 > 0,05. Die Tumorentitdt HCC und die Immunoreaktivitat — im Sinne eines positiven
Farbeverhaltens — von ABCB11 stehen in einem starken Zusammenhang ; bei SDTs und LDTs

besteht ein mittlerer Zusammenhang (bei negativem Farbeverhalten).

In Analogie zu HepPar1 und Arginase! wurde auch hier die kombinierte
Immunoreaktivitdt von CD10 und ABCB11 untersucht: Die Tumorentitaten HCC sowie ,small-
duct® Typ iCCA und die kombinierte Immunoreaktivitat von CD10 und ABCB11 stehen in einem
mittleren Zusammenhang. Zu ,large-duct” Typ iCCAs besteht dahingegen kein statistisch

relevanter Zusammenhang da p = 0,131 > 0,05.

4.2.1.3. AFP
Die Ergebnisse der Immunoreaktivitat von AFP sind in der unten aufgeflihrten Tabellen

11 dargestellt.

Tabelle 11 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * AFP Immunoreaktivitat

Pearson-
Chi-
AFP
Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handeltes yqin Hee 15 0 15 0,059
sich um > *
ein HCC? HCC 15 4 19 0,05)
Gesamt HCC 30 4 34
Handelt es Kein SDT 19 4 23 0,141
> .
ein SDT? SDT " 0 L 0,05)
Gesamt SDT 30 4 34
Handeltes — .ih | pT 26 14 30 0,437
sich um (> .
ein LDT? LDT 4 0 4 0,05)
Gesamt LDT 30 4 34

* keine statistische Signifikanz
Alle oben genannten Tumorentitaten stehen in keinem statistisch relevanten

Zusammenhang zur Immunoreaktivitat von AFP (pucc = 0,059 > 0,05 ; pspor = 0,141 > 0,05 ;
pot = 0,437 > 0,05).
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4.2.1.4. LFABP

Die Ergebnisse der Immunoreaktivitat von LFABP sind in der unten aufgefihrten Tabelle

12 dargestellt.

Tabelle 12 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * LFABP Immunoreaktivitat

Pearson-
Chi-
LFABP
Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handeltes . pcc 11 1 12
sich um <0,001 26,996 0,682
ein HCC? HCC 0 19 19
Gesamt HCC 11 20 31
Handeltes  yqin SDT 4 19 23
sich um <000 o744 0,540
ein SDT? SDT 7 1 8 1 ; :
Gesamt SDT 11 20 31
Handeltes .y | pT 7 20 27
sich um 4
ein LDT? LDT 4 0 4 0,00 8,350
Gesamt LDT 11 20 31
Die Tumorentitit HCC und die Immunoreaktivitit — im Sinne eines positiven
Farbeverhaltens — von LFABP stehen in einem starken Zusammenhang. Zu den

Tumorentitaten ,small-duct” Typ iCCA und ,large-duct® Typ iCCA besteht — im Sinne eines

negativen Farbeverhaltens — ein mittlerer Zusammenhang.

4.2.2. Immunhistochemische Analyse cholangiozellularer Marker:
Gegeniuberstellung von Positivitat und Negativitat

Dieser Unterpunkt prasentiert die Analyseergebnisse zur Immunoreaktivitat der typischen
cholangiozellularen Antikérper und Farbstoffe (CK19, CK7, EMA, Alcian PAS und TROP2) in
Bezug auf die Tumorentitaten HCC, ,small-duct* Typ iCCA und ,large-duct* Typ iCCA.
Unterschieden wurden zwischen einem positivem und negativem Farbeverhalten der
einzelnen Marker. Die kommenden Tabellen fiihren die Ergebnisse in absoluten Zahlen auf,
anhand welcher anschiefend der Zusammenhang zwischen Marker und Tumorentitat

berechnet wurde.
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4.2.2.1. CK19, CK7 und deren Kombination
Die Ergebnisse der Immunoreaktivitat von CK19, CK7 sowie deren Kombination in
Relation zu den unterschiedlichen Tumorentitaten sind in der unten aufgeflihrten Tabelle 13

dargestellt.

Tabelle 13 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * CK19, CK7 sowie Kombination
CK19 und CK7 Immunoreaktivitat

Pearson-
Chi-
CK19 cC
Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handelt es kein HCC 5 12 14
sich um <0,001 21,852 0,631
ein HCC? HCC 18 1 19
Gesamt HCC 20 13 33
Handelt es Kein SDT 18 5 23
sich um
ein SDT? SDT 2 8 10 0,002 9,909 0,481
Gesamt SDT 20 13 33
Handelt es Kein LDT 20 9 09
sich um
ein LDT? LDT 0 4 0,008 7,003 0,418
Gesamt LDT 20 13 33
Pearson-
Chi-
CK7 cC
Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handelt es kein HCC 1 13 14
sich um <0,001 16,639 0,579
ein HCC? HCC 15 4 19
Gesamt HCC 16 17 33
Handelt es Kein SDT 15 8 23
sich um
ein SDT? SDT 1 9 10 0,004 8,508 0,453
Gesamt SDT 16 17 33
Handelt es Kein LDT 16 13 29
sich um
ein LDT? LDT 0 4 4 0,038 4,284 0,339
Gesamt LDT 16 17 33
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Pearson-

Kombination CK19 und Handelt es sich um ein Chi-
CK7 HCC? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
CK19 und nein 2 18 20
CK7 beide ” 1 - <0,001 21,852
positiv positiv
Gesamt HCC 14 19 33
Pearson-
Kombination CK19 und Handelt es sich um ein Chi-
CK7 SDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
CK19 und nein 18 2 20
CK7 beide - . 5 0,002 9,909
positiv positiv
Gesamt SDT 23 10 33
Pearson-
Kombination CK19 und Handelt es sich um ein Chi-
CK7 LDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
CK19 und nein 20 0 20
CK7 beide . ) 5 0,008 7,003
positiv positiv
Gesamt LDT 29 4 33
Die Tumorentitdt HCC und die Immunoreaktivitit — im Sinne eines negativen

Farbeverhaltens — von CK19 stehen in einem starken Zusammenhang. Zum Marker CK7 ist
der Zusammenhang dahingegen mittlerer Starke. Das Gleiche gilt flr die Tumorentitaten
,small-duct® Typ iCCA sowie ,large-duct‘ Typ iCCA und die Immunoreaktivitaten — im Sinne
eines positiven Farbeverhaltens — von CK19 und CK7: Sie stehen ebenso jeweils in einem

mittleren Zusammenhang.

Auch hier wurde in einem weiteren Schritt die kombinierte Immunoreaktivitat von CK19
und CK7 untersucht: Die kombinierte Immunoreaktivitdat CK19 und CK7 steht im starksten
Zusammenhang zu HCCs ; zu den zwei iCCA Subtypen ist der Zusammenhang mittlerer
Starke.
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4.2.2.2. EMA

Die Auswertung der Immunoreaktivitdt von EMA erfolgte unter Bertcksichtigung der fur
die einzelnen Tumorentitaten typischen Farbemuster, welche in den kommenden Tabellen als
klassisches Farbemuster betitelt sind. Im Falle von ,small-duct‘ Typ iCCAs handelt es sich um
ein apikales, im Falle von ,large-duct® Typ iCCAs um ein zytoplasmatisches und im Falle der
Tumorentitdt HCC um ein negatives Farbeverhalten.

Jedoch zeigte EMA bei einigen HCCs ein kanalikulares (statt einem negativen)
Farbemuster, weswegen in einem separaten Schritt auch der Zusammenhang zwischen den
ftir HCCs mdglichen Farbemuster (ergo negatives und kanalikuldres Farbeverhalten) und
dieser Tumorentitat analysiert wurde

Die Ergebnisse sind in den unten aufgefiihrten Tabellen 14 und 15 dargestellt.

Tabelle 14 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * EMA Immunoreaktivitat

Pearson-
Chi-
EMA
Gesamt P Quadrat
(1)
negativ positiv
Handelt es kein HCC 0 13+ 13
sich um <0,001 14,140
ein HCC? HCC 12 6* 18
Gesamt HCC 12 19* 31
Handelt es Kein SDT 0 g% 23
sich um <000
ein SDT? SDT 7 4+ 11 1 18,431
Gesamt SDT 7 27+ 34
sich um <000
ein LDT? LDT 4 O*** 4 1 34,000
Gesamt LDT 4 30*** 34

* verschiedene Farbemuster fur EMA (ergo kanalikular, zytoplasmatisch oder apikal)
** EMA positiv* i.S. eines fur SDTs klassischen Farbemusters (apikales Muster)

*** EMA positiv* i.S. eines fur LDTs klassischen Farbemusters (zytoplasm. Muster)

Die Tumorentitdt HCC und die Immunoreaktivitdt — im Sinne eines Vergleichs von
negativem und positivem Farbeverhalten — von EMA stehen in einem mittleren

Zusammenhang.
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Die Tumorentitat ,small-duct Typ iCCA und die Immunoreaktivitat — im Sinne eines flr
diese Tumorentitdt klassischen Farbeverhaltens — von EMA stehen in einem mittleren

Zusammenhang.

Die Tumorentitat ,large-duct Typ iCCA und die Immunoreaktivitat — im Sinne eines flr
diese Tumorentitat klassischen Farbeverhaltens — von EMA stehen in einem starken

Zusammenhang.

Tabelle 15 Erweiterte Kreuztabelle: HCC * EMA Immunoreaktivitét (fir HCC mégliche

Farbemuster)
Pearson-
Fiir HCC maogliche Chi- cc
Farbemuster Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Handelt es sich kein HCC 12 1 13 < 0,001 27.109 0,683
um ein HCC?
HCC 0 18 18
Gesamt 12 19 31

Die Tumorentitdt HCC und die Immunoreaktivitat — im Sinne von fur diese Tumorentitat
moglichen Farbeverhalten (d.h. negatives oder kanalikulares Farbemuster) — von EMA stehen

in einem starken Zusammenhang.

4.2.2.3. Alcian PAS
Die Ergebnisse zur Immunoreaktivitat von Alcian PAS sind in der unten aufgeflhrten

Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * Alcian PAS Immunoreaktivitat

Pearson-
Chi-
Alcian PA
cian PAS Gesamt P Quadrat ce
(1)
negativ positiv
Handeltes |, hcc 11 3 14
sich um 0,039 4,256 0,343

ein HCC? HCC 18 0 18
Gesamt HCC 29 3 32
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Handelt es Kein SDT

19

22

. 0,220
sich um . .
ein SDT? SDT 10 0 10 >
0,05)
Gesamt SDT 29 3 32
Handeltes  oin | pT 28 0 28
sich um <000 o547 0648
Gesamt LDT 29 32
* keine statistische Signifikanz
Die Tumorentitdt HCC und die Immunoreaktivitit — im Sinne eines negativen

Farbeverhaltens — von Alcian PAS stehen in einem mittleren Zusammenhang. Der starkere

Zusammenhang — im Sinne eines positiven Farbeverhaltens — besteht jedoch zur Tumorentitat

Jlarge-duct® Typ iCCA. Dahingegen besteht zu ,small-duct® Typ iCCAs kein statistisch

relevanter Zusammenhang bei p = 0,220 > 0,05.

4.2.2.4. TROP2

Die Ergebnisse der Immunoreaktivitdt von TROP2 sind in der unten aufgefiihrten Tabelle

17 dargestellt.

Tabelle 17 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * TROP2 Immunoreaktivitat

Handelt es

kein HCC
sich um
ein HCC? HCC
Gesamt HCC
Handelt es Kein SDT
sich um
ein SDT? SDT
Gesamt SDT
Handelt es Kein LDT
sich um
ein LDT? LDT
Gesamt LDT

negativ

4

18
22
19
3
22
21

1
22

positiv

Gesamt

13

19
32

23

32
28

32

<0,001

0,007

0,044

Pearson-
Chi-
Quadrat
(1)

14,701 0,561

7,311 0,431

4,073 0,336
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Alle oben genannten Tumorentitdten und die Immunoreaktivitdt — im Sinne eines
positiven bzw. negativen Farbeverhaltens — von TROP2 stehen jeweils in einem mittleren

Zusammenhang.

4.2.3. Vergleichende Ubersicht der bislang prisentierten
immunhistochemischen Markerprofile

Tab. 18 stellt eine Ubersicht der bislang prasentierten Ergebnisse dar: Sie zeigt die
Kontingenzkoeffizienten des Farbeverhaltens der einzelnen Marker (Unterscheidung in
positives und negatives Farbeverhalten) zu den Tumorentitaten HCC, ,small-duct” und ,large-
duct® Typ iCCA. Auch die bereits aufgeflihrten kombiniert-positiven Farbeverhalten von
HepPar1&Arginase1, CD10&ABCB11 und CK19&CK?7 sind aufgefiihrt. Im Falle des Markers
EMA wurde auf die bereits im Unterpunk 3.2.2.2. erlauterten unterschiedlichen Farbemuster

der Entitaten Rucksicht genommen.

Tabelle 18 Ubersicht der Kontingenzkoeffizienten zwischen den unterschiedlichen

Tumorentitdten und Immunoreaktivitat der analysierten Marker

Tumorentitit

HCC SDT LDT
Marker
HepPar1 0,707 0,612 0,377
Arginase1 0,707 0,612 0,377
Kombination
HepPar1 und 0,707 0,612 0,377
Arginase1
Keine statistisch
CD10 0,533 0,475 signifikante
Korrelation
ABCB11 0,642 0,546 0,326
Kombination CD10 Keirlle ét.atistisch
und ABCB11 0,542 0,447 signifikante
Korrelation
Keine statistisch Keine statistisch Keine statistisch
AFP signifikante signifikante signifikante
Korrelation Korrelation Korrelation
LFABP 0,682 0,540 0,461
CK19 0,631 0,481 0,418
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CK7 0,579 0,453 0,339
Kombination CK19
0,631 0,481 0,418
und CK7
a) Fur HCC o o
o 0,539 (bei fur SDT 0,707 (bei fur LDT
mogliche

EMA typischem typischem
Farbemuster: 0,683 yp yp

. Farbemuster) Farbemuster)
b) negativ: 0,560

Keine statistisch

Alcian PAS 0,343 signifikante 0,648
Korrelation
TROP2 0,561 0,431 0,336

Anhand dieser Tabelle kbénnen die Primarantikbrper, welche den starksten
Zusammenhang (gemessen anhand des Kontingenzkoeffizienten) zu den verschiedenen
Tumorentitaten aufwiesen, identifiziert werden. Diese werden im weiteren Text als stérkste
Marker bezeichnet.

Die 5 starksten Marker fir die Tumorentitaiten HCC und ,small-duct” Typ iCCA lauten:
HepPar1, Arginase1, ABCB11, LFABP und EMA. Die Kontingenzkoeffizienten (CC) der
Marker zur Tumorentitdt HCC lauten in absteigender Reihenfolge: CCreppariicc = 0,707,
CCarginaset*Hcc = 0,707, CCemasfir HcC mégliche Farbemuster = 0,683, CCrragpice = 0,682 und
CCagcsi1'Hce = 0,642. Die Kontingenzkoeffizienten der Marker zur Tumorentitat ,small-duct®
Typ iCCA lauten in absteigender Reihenfolge: CCheppart*spr = 0,612, CCarginaset*spt = 0,612,
CCagca11*spT = 0,546, CCLragp spT = 0,540 und CCemasfir SDT typisches Farbemuster = 0,539.

Im Falle der Tumorentitat ,large-duct” Typ iCCA wird ABCB11 durch Alcian PAS unter den
starksten Markern ersetzt. Die Kontingenzkoeffizienten der Marker zur Tumorentitat ,large-
duct® Typ iCCA lauten in absteigender Reihenfolge: CCemasiir LDT typisches Farbemuster = 0,707,
CCaician pasLoT = 0,648, CCrraspiot = 0,461, CChieprart*LoT = 0,377 und CCarginaset*LoT = 0,377.

Diese starksten Marker spielen in den kommenden Analysen eine wichtige Rolle.

4.2.4. Erwartete Immunoreaktivitat gegensatzlicher Marker-Kombinationen:
Gegeniuberstellung von Positivitat und Negativitat
Auf Grundlage der bisher in Kreuztabellen dargestellten absoluten Fallzahlen lie? sich fur
jede Tumorentitat das jeweils wahrscheinlichste Farbeverhalten der einzelnen Marker ableiten
(Bsp.: Fur HepPar1 ist bei HCCs mit einem positiven Farbeverhalten zu rechnen; fur CK19 ist
bei HCCs mit einem negativen Farbeverhalten zu rechnen). In einem weiteren Analyseschritt
wurde diese Erkenntnis in eine neue Variable namens erwartetes kombiniertes Férbeverhalten

gegensétzlicher Marker bzw. erwartete kombinierte Immunoreaktivitat gegensétzlicher Marker
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inkorporiert — diese Variable besteht aus einer Marker-Kombination, wobei ein Marker einem
klassischen HCC-Marker und der andere einem klassischen iCCA-Marker entspricht
(dementsprechend handelt es sich um gegensétzliche Marker). Im Falle der Tumorentitat HCC
wirde dies in dem eben aufgegriffenen Beispiel bedeuten, dass ein erwartetes Farbeverhalten
gegeben ist, wenn HepPar1 ein positives und CK19 ein gleichzeitig negatives Farbeverhalten
aufweist. Ein unerwartetes Farbeverhalten wirde wiederrum vorliegen, wenn HepPar1 negativ
und/oder CK19 positiv ware.

Diverse Marker-Kombinationen wurden mittels Chi-Quadrat-Test nach Pearson auf ihren
Zusammenhang (inkl. dessen Starke CC) zu den unterschiedlichen Tumorentitaten
untersucht. Die Kombinationen lauten: HepPar1 und CK19; LFABP und CK19; LFABP und
TROP2; ABCB11 und CK19. Sie umfassen u.a. die in Unterpunkt 3.2.3. gelisteten stérksten
Marker.

4.2.4.1. Tumorentitat HCC
Die Ergebnisse zur kombinierten Immunoreaktivitdt der gegensatzlichen Marker-
Kombinationen in Bezug auf die Tumorentitdt HCC sind in den unten aufgefiihrten Tabelle 19

dargestellt.

Tabelle 19 Erweiterte Kreuztabelle: HCC * gegensétzliche Marker-Kombinationen

Pearson-
Handelt es sich um Chi-
ein HCC? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Farbeverhalten unerwartet 14 0 14
von HepPar1
und CK19 <0,001 31,000
erwartet fiir erwartet 0 17 17
HCC?
Gesamt HCC 14 17 31
Farbeverhalten unerwartet 12 1 13
von LFABP
und CK19 <0,00
erwartet fiir erwartet 0 18 18 1 27,109
HCC?
Gesamt HCC 12 19 31
Farbeverhalten unerwartet 9 1 10 <0.00
von LFABP 1 23,874
und TROP2 erwartet 0 18 18
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erwartet fiir

HCC?
Gesamt HCC 9 19 28
Farbeverhalten unerwartet 14 3 17
von ABCB11
und SF12 <0.00 22,885 0,640
erwartet fiir erwartet 0 16 16 1 , ;
HCC?
Gesamt HCC 14 19 33

Die Tumorentitdt HCC und alle oben gelisteten Kombinationen stehen in einem starken

Zusammenhang.

4.2.4.2. Tumorentitat ,,small-duct” Typ iCCA
Die Ergebnisse zur kombinierten Immunoreaktivitdt der gegenséatzlichen Marker-
Kombination in Bezug auf die Tumorentitdt ,small-duct® Typ iCCA sind in der unten

aufgefuhrten Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20 Erweiterte Kreuztabelle: SDT * gegensétzliche Marker-Kombinationen

Pearson-
Handelt es sich um ein Chi- ce
SDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Farbeverhalten unerwartet 18 5 20
von HepPar1
und CK19 <0,001 11,210 0,509
erwartet fiir erwartet 4 8 12
SDT?
Gesamt SDT 22 10 32
Farbeverhalten unerwartet 19 2 21
von LFABP
und CK19
erwartet fiir erwartet 4 6 10 0,003 9,014 0,475
SDT?
Gesamt SDT 23 8 31
Farbeverhalten unerwartet 20 3 23
von LFABP
und TROP2 0,016 5,834 0,404
erwartet fiir erwartet 3 4 7
SDT?
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Gesamt SDT 23 7 30
Farbeverhalten

unerwartet 18 2 20
von ABCB11
und CK19
erwartet fiir erwartet 5 8 13 0,002 9,909 0,481
SDT?
Gesamt SDT 23 10 33

Dahingegen stehen die Tumorentitat ,small-duct® Typ iCCA und alle hier gelisteten

erwarteten kombinierten Immunoreaktivitaten in einem mittleren Zusammenhang.

4.2.4.3. Tumorentitat ,large-duct” Typ iCCA
Die Ergebnisse zur kombinierten Immunoreaktivitdt der gegenséatzlichen Marker-
Kombination in Bezug auf die Tumorentitdt ,large-duct® Typ iCCA sind in der unten

aufgefuhrten Tabelle 21 dargestellt.

Tabelle 21 Erweiterte Kreuztabelle: LDT * gegensétzliche Marker-Kombinationen

Pearson-
Handelt es sich um ein Chi- ce
LDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Farbeverhalten unerwartet 20 0 20
von HepPar1
und CK19 0,006 7,619 0,439
erwartet fiir erwartet 8 4 12
LDT?
Gesamt LDT 28 4 32
Farbeverhalten unerwartet 21 0 21
von LFABP
und CK19
erwartet fiir erwartet 6 4 10 0,002 9,644 0,487
LDT?
Gesamt LDT 27 4 31
Farbeverhalten unerwartet 29 1 23
von LFABP
und TROP2
erwartet fiir erwartet 4 3 7 0,009 6,887 0,432
LDT?
Gesamt LDT 26 4 30
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Farbeverhalten

unerwartet 20 0 20
von ABCB11
und CK19
erwartet fiir erwartet 9 4 13 0,008 7,003 0,418
LDT?
Gesamt LDT 29 4 33

Das Gleiche gilt flr die Tumorentitat ,large-duct” Typ iCCA: Die hier gelisteten erwarteten

kombinierten Immunoreaktivitaten stehen jeweils in einem mittleren Zusammenhang zu LDTs.

Summa summarum: Im Falle von HCCs und ,small-duct” Typ iCCAs weist die Kombination
HepPar1 und CK19 die starkste Korrelation zu diesen 2 Tumorentitdten auf (CC = 0,707 und
CC =0,509), im Falle von ,large-duct” Typ iCCAs die Kombination LFABP und CK19 mit einem
CC =0,487.

4.2.5. Immunhistochemische Konditionen
Im Laufe einer weiteren statistischen Analyse wurde mittels Chi-Quadrat-Test nach
Pearson der Zusammenhang (inkl. dessen Starke CC) zwischen den einzelnen
Tumorentitaten und 3 unterschiedlichen Konditionen untersucht. Diese lauten:
1) Kondition 1: = 1 klassischer HCC-Marker ist positiv und alle klassischen iCCA-Marker
sind negativ
2) Kondition 2: = 1 klassischer HCC-Marker ist positiv und alle klassischen iCCA-Marker
(auRer CK7 und CK19) sind negativ
3) Kondition 3: = 1 klassischer iCCA-Marker ist positiv und alle klassischen HCC-Marker
sind negativ
Die erst- und zweitgenannte Kondition unterscheiden sich, wie oben aufgefiihrt, durch
die Interpretation von CK7 und CK19 als einerseits ,streng“ und andererseits ,nicht streng"
betrachtete iCCA-Marker, da einige HCCs eine positive Immunhistochemie fir CK7 und CK19
aufweisen kénnen und diese Marker somit als ,nicht streng® genommene iCCA-Marker

interpretiert werden kénnen.
Die Ergebnisse der Untersuchung des Zusammenhangs mittels Chi-Quadrat-Test nach

Pearson (inkl. dessen Starke CC) zwischen den Konditionen 1,2 und 3 und den verschiedenen

Tumorentitaten sind in der unten aufgeflhrten Tabelle 22 dargestellt.
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Tabelle 22 Erweiterte Kreuztabelle: HCC, SDT und LDT * Kondition 1, 2 und 3

Pearson-
Handelt es sich um ein Chi- ce
HCC? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Kond.lltlo: nein 13 4 17 <0001 16,639 0,579
1 erfiillt? ja 1 15 16
Gesamt HCC 14 19 33
Kondition nein 13 1 14
2 erfiillt? <000 55320 0,659
ertutit: ja 1 18 19 1 ’ 7
Gesamt HCC 14 19 33
Kondition nein 3 19 22
3 erfiillt? <000 5303 0639
ertutits ja 11 0 11 1 ; ’
Gesamt HCC 14 19 33
Pearson-
Handelt es sich um ein Chi- ce
SDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Kond.lltlo: nein 8 9 17 0,004 8,508 0,453
1 erfiillt? ja 15 1 16
Gesamt SDT 23 10 33
Kondition nein 5 9 14
2 erfiillt? <000 13095 0536
ertufits ja 18 1 19 1 ’ :
Gesamt SDT 23 10 33
Kondition nein 20 2 22
3 erfiillt? <000 4061 0547
ertufits ja 3 8 11 1 ’ :
Gesamt SDT 23 10 33
Pearson-
Handelt es sich um ein Chi- cc
LDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Kond.lltlo: nein 13 4 17 0,038 4.284 0,339
1 erfiillt? ja 16 0 16
Gesamt LDT 29 4 33
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Kondition nein 10 4 14
- 0,013 6,177
2 erfiillt? ja 19 0 19
Gesamt LDT 29 4 33
Kondition nein 21 1 22 0,059
3 erfiillt? ia 8 3 11 > *
Gesamt LDT 29 4 33 0,05)

* keine statistische Signifikanz

Die Tumorentitat HCC und die Kondition 1 stehen in einem mittleren Zusammenhang ;
zu den Konditionen 2 und 3 besteht ein starker Zusammenhang.

Die Tumorentitat ,small-duct” Typ iCCA und die Konditionen 1,2 und 3 stehen in einem
mittleren Zusammenhang

Die Tumorentitat ,large-duct® Typ iCCA und die Konditionen 1 und 2 stehen in einem
mittleren Zusammenhang. Die Tumorentitat ,large-duct® Typ iCCA und die Kondition 3 stehen

in keinem statistisch signifikanten Zusammenhang da p = 0,059 > 0,05.

Summa summarum: Kondition 2 und 3 weisen die starksten Zusammenhange zu den 3
gelisteten Tumorentitaten auf, wobei HCCs den starksten Zusammenhang zu Kondition 2
aufweisen mit einem CC = 0,659, ,small-duct® Typ iCCAs zu Kondition 3 mit einem CC = 0,547
und ,large-duct® Typ iCCA zu Kondition 2 mit CC = 0,397.

Im Durchschnitt weist Kondition 2 den starksten Zusammenhang zu den verschiedenen
PLCs auf.

4.2.6. Gegenuberstellung von fokalem und diffusem Farbeverhalten der
starksten hepato- und cholangiozellularen Marker

Im Laufe der finalen statistischen Analyse wurden die jeweils 5 starksten Marker jeder
Tumorentitat (cf. Unterpunkt 3.2.3.) genauer betrachtet: Mittels Chi-Quadrat-Test nach
Pearson wurden die Zusammenhange (inkl. deren Starke CC) zwischen fokalem bzw. diffusem
Farbeverhalten der Marker und den Tumorentitaten HCC, ,small-duct® und ,large-duct® Typ
iCCA errechnet.

Fir die Tumorentitaten HCC und ,small-duct® Typ iCCA lauten die 5 starksten Marker:
HepPar1, Arginase1, ABCB11, LFABP und EMA (da im Rahmen dieses Projekts im Falle von
EMA lediglich auf das Farbemuster und nicht die Farbverteilung geachtet wurde, wird EMA in
diesem Absatz nicht ndher behandelt werden). Zur Tumorentitat ,large-duct” Typ iCCA weisen
folgende Marker den starksten Zusammenhang auf: HepPar1, Arginase1, LFABP, EMA und
Alcian PAS (auch im Falle von Alcian PAS wurde lediglich auf das Farbemuster geachtet — wie

EMA kann Alcian PAS demnach hier nicht naher betrachtet werden).
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4.2.6.1. Tumorentitat HCC

Die Ergebnisse der statistischen Analyse des diffusen und fokalen Farbemusters von
HepPar1, Arginase1, ABCB11 und LFABP bei HCCs sind in der unten aufgefiihrten Tabelle
23 dargestellt.

Tabelle 23 Erweiterte Kreuztabelle: HCC * fokales und diffuses Farbeverhalten der starksten

Marker
Pearson-
Handelt es sich um ein Chi- cc
HCC? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
nicht diffus
Ist (negativ 15 2 17
HepPar1 °g4 <0001 25882 0,663
diffus? oder fokal)
| diffus 0 16 16
Gesamt 15 18 33
Ist nicht fokal 0,183
(negativ 15 16 31 (>
HepPar1
ePTaArt  oder diffus) 0,05) . .
fokal?
fokal 0 2 2
Gesamt 15 18 33
nicht diffus
Ist .
Arai 1 (negativ 15 4 19 <0.00
rginase
dgi’ﬁus? oder fokal) 1 20263 0,617
) diffus 0 14 14
Gesamt 15 18 33
Ist nicht fokal
S (negativ 15 14 29 0,051
Arginase1 :
oder diffus) (> * *
fokal?
fokal 0 4 4 0,05)
Gesamt 15 18 33
nicht diffus
Ist ABCB11 (negativ 15 13 28
diffus? oder fokal) 0,016 5,752 0,380
diffus 0 6 6
Gesamt 15 19 34
Ist nicht fokal
ti 15 9 24 <
ABCB11 (negativ 000 41484 0498
oder diffus) 1
fokal?
fokal 0 10 10
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Gesamt 15 19 34
nicht diffus
Ist LFABP (negativ 12 2 14 <0.00
diffus? oder fokal) ’ 23,774 0,659
diffus 0 17 17
Gesamt 12 19 31
nicht fokal
Ist LFABP (negativ 11 17 28 0,841
fokal? oder diffus) (> * *
fokal 1 2 3 0,05)
Gesamt 12 19 31

* keine statistische Signifikanz

Die Tumorentitat HCC und das diffuse Farbeverhalten von HepPar1, Arginase1 sowie

LFABP stehen in einem starken Zusammenhang. Ganz im Gegensatz zum fokalen

Farbeverhalten dieser Marker: Es steht in keinem statistisch relevanten Zusammenhang zur
Tumorentitat HCC da preppart = 0,183 > 0,05, parginase1 = 0,051 > 0,05 und prrase= 0,841 > 0,05.

Bei ABCB11 stehen das diffuse sowie fokale Farbeverhalten in einem mittleren

Zusammenhang zur Entitadt HCC.

4.2.6.2. Tumorentitat ,,small-duct” Typ iCCA

Die Ergebnisse der statistischen Analyse des diffusen und fokalen Farbemusters von
HepPar1, Arginase1, ABCB11 und LFABP bei ,small-duct® Typ iCCAs sind in der unten
aufgefuhrten Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24 Erweiterte Kreuztabelle: SDT * fokales und diffuses Féarbeverhalten der starksten

Marker
nicht diffus
Ist (negativ
HepPar1
diffus? oder fokal)
diffus
Gesamt
Ist nicht fokal
HepPar1 (negativ
fokal? oder diffus)

Handelt es sich um ein

SDT?
nein ja
6 11
16 0
22 11
20 11

Gesamt

17

16
33

31

Pearson-
Chi-
P Quadrat
(1)
<0,001 15,529
0,302
> *
0,05)
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fokal 2 0 2

Gesamt 22 11 33
nicht diffus
Ist .
Arai 1 (negativ 8 11 19 <0.00
rginase
dgif-fUS? oder fokal) 1 12,158 0,519
) diffus 14 0 14
Gesamt 22 11 33
Ist nicht fokal
s (negativ 18 11 29 0,131
Arginase1 :
oder diffus) (> * *
fokal?
fokal 4 0 4 0,05)
Gesamt 22 11 33
nicht diffus
Ist ABCB11 (negativ 17 11 28 0,062
diffus? oder fokal) (> * *
diffus 6 0 6 0,05)
Gesamt 23 11 34
nicht fokal
Ist (negativ 13 11 24
ABCB11 gt
oder diffus) 0,009 6,775 0,408
fokal?
fokal 10 0 10
Gesamt 23 11 34
nicht diffus
Ist LFABP (negativ 6 8 14 <0.00
diffus? oder fokal) 1 13,093 0,545
diffus 17 0 17
Gesamt 23 8 31
nicht fokal
Ist LFABP (negativ 21 7 28 0,754
fokal? oder diffus) (> * *
fokal 2 1 3 0,05)
Gesamt 23 8 31

* keine statistische Signifikanz

Die Tumorentitat ,small-duct® Typ iCCA und das diffuse Farbeverhalten von HepPar1
stehen in einem mittleren Zusammenhang. Zum fokalen Farbeverhalten des Markers besteht
jedoch kein statistisch relevanter Zusammenhang da p = 0,302 > 0,05. Ahnliches gilt fir den
Marker Arginase1: Die Tumorentitat ,small-duct® Typ iCCA und das diffuse Farbeverhalten von
Arginase1 stehen in einem mittleren Zusammenhang ; dahingegen besteht kein statistisch
relevanter Zusammenhang zum fokalen Farbeverhalten des Markers da p = 0,131 > 0,05.
Genauso beim Marker LFABP: Das diffuse Farbeverhalten steht in mittlerem, das fokale

jedoch in keinem statistisch relevanten Zusammenhang (da p = 0,754 > 0,05) zur Entitat small-
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duct® Typ iCCA. Nur der Marker ABCB11 zeigt die gegenteilige Situation: Hier stehen das
diffuse Farbeverhalten von ABCB11 und SDTs

Zusammenhang zueinander (p = 0,062 > 0,05), das fokale Farbeverhalten dahingegen schon

in keinem statistisch relevanten

bei mittlerer Starke.

4.2.6.3. Tumorentitat ,large-duct” Typ iCCA

Die Ergebnisse der statistischen Analyse des diffusen und fokalen Farbemusters von
HepPar1, Arginase1 und LFABP bei ,large-duct® Typ iCCAs sind in der unten aufgefihrten
Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25 Erweiterte Kreuztabelle: LDT * fokales und diffuses Farbeverhalten der starksten

Marker

Pearson-
Handelt es sich um ein Chi- cc
LDT? Gesamt P Quadrat
(1)
nein ja
Ist nicht diffus
HepPar1 (negativ 13 4 17 0,38 (> . .
epra oder fokal) 0,05)
diffus? .
diffus 16 0 16
Gesamt 29 4 33
Ist nicht fokal 0,588
" SP 1 (negativ 27 4 31 >
epPar .
ff * *
fokal? oder diffus) 0,05)
fokal 2 0 2
Gesamt 29 4 33
Ist nicht diffus
S (negativ 15 4 19 0,067
Arginase1
g oder fokal) (> * *
diffus? i
diffus 14 0 14 0,05)
Gesamt 29 4 33
Ist nicht fokal
. (negativ 25 4 29 0,428
Arginase1 :
oder diffus) (> * *
fokal?
fokal 4 0 4 0,05)
Gesamt 29 4 33
nicht diffus
Ist LFABP
s . (negativ 10 4 14 0,018 5,577 0,390
diffus?
oder fokal)
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diffus 17 0 17

Gesamt 27 4 31
nicht fokal
Ist LFABP (negativ 24 4 28 0,483
fokal? oder diffus) (> *
fokal 3 0 3 0,05)
Gesamt 27 4 31

* keine statistische Signifikanz

Die einzige Konstellation, welche aus obiger Tabelle einen statistisch relevanten
Zusammenhang aufweist, herrscht zwischen der Tumorentitat ,large-duct® Typ iCCA und dem
diffusen Farbeverhalten von LFABP: Hier besteht ein mittlerer Zusammenhang.

Alle restlichen aufgefihrten Konstellationen stehen in keinem statistisch relevanten

Zusammenhang zueinander. Die korrespondierenden p-Werte sind Tabelle 25 zu entnehmen.

Summa summarum:. Im direkten Vergleich zeigt eine Differenzierung in fokales und
diffuses Farbemuster der Marker keinen starkeren Zusammenhang zu den verschiedenen
Tumorentitaten als die (simplere) Unterteilung in positives und negatives Farbeverhalten.

Der einzige Marker, dessen fokales Farbeverhalten einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zu den PLCs aufweist, ist ABCB11 mit einer Starke CCucc = 0,498 zur
Tumorentitdt HCC und CCspr = 0,408 zur Tumorentitat ,small-duct” Typ iCCA.

4.2.7. Immunhistochemische Resultate des cHCC-CCAs

Die der Tumorentitdt cHCC-CCA =zugehdrigen Félle wurden im Rahmen der
immunhistochemischen Beurteilung in ihre 2 Komponenten, die HCC- und iCCA-Komponente,
aufgeteilt. Diese wurden separat ausgewertet (cf. Tabelle 26). Da sich dieses Projekt mit
schlecht differenzierten PLCs beschaftigt, stellte die Unterscheidung der verschiedenen
Komponenten insbesondere im Rahmen dieser Tumorentitat eine Herausforderung dar. Daher
war die Komponenten-getrennte immunhistochemische Auswertung der cHCC-CCAs nicht in
jedem Falle méglich. Weiters wurden 3 der 6 cHCC-CCA Falle aus den Archiven der IUHW
ubernommen. Hier lagen unvollstdndige Daten vor. Aus diesen 2 Grinden sind die hier
aufgefuhrten Zahlen zu den cHCC-CCAs nicht vollstéandig. Folglich wurde sich gegen eine
genauere statistische Analyse und fir eine rein deskriptive Darstellung der absoluten Daten
entschieden. Diese wird im Verlauf von einer bildlichen Darstellung (cf. Unterpunkt 3.2.8.)
begleitet.

Folgende Trends lassen sich aus den absoluten Zahlen ableiten: Die klassischen
hepatozellularen Marker weisen ein positives Farbeverhalten Uberwiegend in der HCC-
Komponente der cHCC-CCAs auf, jedoch nicht ausschlief3lich: 1 von insgesamt 6 iCCA-

Komponenten zeigt sich positiv fir HepPar1, Arginase1 und AFP. Dies geht beispielsweise
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nicht mit dem Farbeverhalten von HepPar1 und Arginase1 bei den vorhin analysierten

klassischen iCCAs einher, bei welchen sich diese Marker streng negativ zeigten (cf. Tabelle

9). Auch CD10 und LFABP zeigen eine positive Immunhistochemie in den iCCA-Komponenten

; vergleichend wurden diese Marker auch vereinzelt in den klassischen iCCAs exprimiert.

Unter der cholangiozellularen Markern ist insb. CK19 zu nennen, welcher in gleichem Anteil

bei HCC eine negative (2/4) sowie positive (2/4) Immunhistochemie aufweist. Im Falle der

klassischen HCCs herrschte hierbei eine klare Diskrepanz: Nur 1/18 HCCS erwies sich positiv

fur CK19 (cf. Tabelle 13).

Tabelle 26 Ubersicht absolute Werte der immunhistochemischen Auswertung der cHCC-CCA

Marker

HepPar1

Arginase1

AFP

CD10

ABCB11

CK19*

CK7*

EMA*

Alcian PAS*

LFABP*

TROP2*

* Daten unvollstéandig

** positiv im Sinne eines fur small-duct” Typ iCCAs typischen Farbemusters

Farbverhalten

positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv

negativ

HCC-Komponente

4
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iCCA-Komponente
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Abbildungen 1-9 Schlecht differenzierte PLCs. (1) HCC in HE Farbung. (2) iCCA des ,small-
duct® Typs in HE Farbung mit glanduldr ahnelnden Strukturen (schwarze Pfeile). (3)
Kanalikulares Farbmuster von EMA (schwarze Pfeile) in HCC. (4) HE Farbung eines cHCC-CCA,
linke Bildhalfte cholangiozellulare Komponente (VergroRerung 1), rechte Bildhalfte
hepatozellulare Komponente (VergroRerung 2). (5) HepPar1 Immunhistochemie eines cHCC-
CCA, negative Reaktivitdt in cholangiozellularer Komponente (VergroRerung 1), positive

Reaktivitat in hepatozellularer Komponente (VergroRerung 2).

(6) Arginase1 Immunhistochemie eines cHCC-CCA, negative Reaktivitat in cholangiozellularer
Komponente (VergroBerung 1), positive Reaktivitdt in hepatozellularer Komponente
(Vergrofierung 2). (7) ABCB11 Immunhistochemie eines cHCC-CCA, negative Reaktivitat in
cholangiozellularer Komponente (VergroRerung 1), kanalikuldres Farbemuster in
hepatozellularer Komponente (VergréfRerung 2). (8) CK19 Immunhistochemie eines cHCC-CCA,
positive Reaktivitdt in CCC-Komponente (VergroRerung 1), negative Reaktivitdt in HCC-
Komponente (VergroRerung 2). (9) Typische apikal betonte EMA Immunhistochemie
(Vergroferung 1) in ,small-duct® Typ iCCA Komponente eines cHCC-CCA, negative Reaktivitat
in HCC-Komponente (Vergrofierung 2).
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5. Diskussion

Die PLCs umfassen eine Gruppe verschiedener primarer Karzinome der Leber mit den
folgenden Tumorentitaten: HCC, ,small-duct” Typ iCCA, ,large-duct® Typ iCCA, cHCC-CCA,
intermediares Zellkarzinom, sowie das Hepatoblastom und das undifferenzierte Karzinom.
Traditionell werden das HCC und das CCC als stark voneinander getrennte und unabhangige
Tumorentitaten betrachtet. Das Vorhandensein von Mischtypen wie dem cHCC-CCA und dem
intermediaren Zellkarzinom fuhrte zu der Erkenntnis, dass die Tumorzellen méglichweise aus
hepatischen Stammzellen hervorgehen koénnen, die sich in eine bilidre oder hepatische
Differenzierung entwickeln. Damit wird aktuell von einem Spektrum der PLCs ausgegangen,
wobei flieRende Ubergénge nicht mehr auszuschlieRen sind.?

Diese Kontinuitat macht verstandlich, dass insbesondere schlecht differenzierte PLCs
bei der klinischen als auch pathologischen Diagnostik zu Schwierigkeiten fihren. Da Prognose
und Therapie der verschiedenen primaren Lebertumore sich jedoch stark voneinander
unterscheiden, ist die Etablierung eines Prozederes zur sicheren Differenzierung
entscheidend.?

Die Pathologie reprasentiert einen wichtigen Baustein in der Diagnostik von Tumor-
Praparaten. Dabei ist die Immunhistochemie ein wesentlicher Bestandteil. Durch sie kénnen
wichtige, weiterfihrende Informationen gewonnen werden, welche wegweisend und u.a.
beweisend fiir eine Diagnose sein kénnen.?

Im Rahmen dieses Projekts wurden unterschiedliche Marker auf ihre Korrelation zu den
verschiedenen PLCs untersucht; mit dem Ziel der Etablierung eines Markerpanels, zur
Untermauerung einer gestellten Verdachtsdiagnose.

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung werden im Folgenden in Anbetracht der

Literatur diskutiert, wobei der Fokus auf die jeweils starksten Marker gelegt wird.

5.1. Interpretation der Ergebnisse fir das Hepatozellulare Karzinom

5.1.1. Interpretation der Ergebnisse zu HepPar1 und Arginase1

Als klassisch-hepatozellularer Marker zahlt HepPar1 im Rahmen immunhistologischer
Untersuchungen von Lebertumoren zum angewandten Routinepanel.”® Jedoch nennt die
Literatur die verminderte Aussagekraft von HepPar1 bei schlecht differenzierten Tumoren.'®
Deshalb wurden weitere Marker der hepatozellularen Differenzierung, wie beispielsweise

Arginase1, untersucht.’’

Arginase1 wurde hierbei nicht nur additiv, sondern auch im direkten
Vergleich zu HepPar1 analysiert, wobei kontroverse Ergebnisse diskutiert werden: In der
aktuellen WHO Kilassifikation wird Arginase1 als Uberlegener Marker gegenuber HepPar1 bei
der Identifikation schlecht differenzierter HCCs angefiihrt.” Die Untersuchungen von Atta et

al.’® offenbaren eine ebenso héhere Positivitatsrate von Arginase1 (88,7%) gegeniiber
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HepPar1 (74,19%), beziehen sich jedoch auf Daten zu HCCs im Allgemeinen. Die im
anschlielenden Textverlauf ndher beschriebenen schlecht differenzierten HCCs weisen im
Kontrar eine héhere Positivitatsrate fir HepPar1 (57,14%; fiir Arginase1 42,85%) auf.'® Timek
et al.”® dokumentieren Arginase1 als den spezifischsten Antikdrper in der Abgrenzung des
HCCs gegeniiber anderen Tumorentitdten. Wang et al.’®" beschreiben eine minimal héhere
Positivitatsrate von HepPar1 (78,72%) gegenliber Arginasel (76,60%) in ihren
Ergebnissen.'" Eine weitere Publikation berichtet von gegensétzlichen Resultaten (96,1% der
untersuchten HCC-Praparate wiesen eine positive Immunhistochemie fir Arginase1 auf,
80,7% fiir HepPar1).%

Die von uns erhobenen Daten bestatigen die hohe Sensitivitdt von Arginase1 und
HepPar1 in HCCs, wobei beide Marker zu identischen Ergebnissen fuhren: Beide Marker
wiesen bei 100% der Tumorentitit HCC zugehoérigen Praparate eine positive
Immunhistochemie auf Mit einem Kontingenzkoeffizienten von jeweils 0,707 bei p < 0,001
haben Arginase1 und HepPar1 beide eine starke Korrelation zu diesem PLC-Subtypen. Unter
allen in dieser Arbeit analysierten Markern zeigten HepPar1 und Arginase1 auf’erdem die
starkste Korrelation zur Tumorentitdt HCC und eignen sich dementsprechend, laut unseren
Ergebnissen, am ehesten zur Bestatigung dieser Verdachtsdiagnose und Abgrenzung zu

iCCAs. Dies kongruiert mit den Erkenntnissen von Wang et al.™"

5.1.2. Interpretation der Ergebnisse zur Marker-Kombination HepPar1 und
CK19

Als ebenso starke Kombination hat sich in unserem Kollektiv die Marker-Kombination
HepPar1 und CK19 in der Identifikation schlecht differenzierter HCCs gezeigt: Die
Kombination einer positiven Immunhistochemie fur HepPar1 mit einer simultan negativen
Immunhistochemie flir CK19 weist einen hohen Korrelationskoeffizienten (0,707) mit dieser
Tumorentitat auf. Da HepPar1 einen sehr hohen Kontingenzkoeffizienten zu HCCs aufweist
und CK19 einem Zytokeratin entspricht, welches von normalem Gallengangsepithel exprimiert
wird und dementsprechend zu den immunhistochemischen Markern der cholangiozellularen
Differenzierung zahlt"", ist dieses Resultat nicht tiberraschend. Jedoch sei an dieser Stelle das
Zytokeratin 19-positive HCC erwahnt, bei welchem =5% der Tumorzellen eine CK19-positive
Immunhistochemie aufweisen.®*

Die immunhistochemische Untersuchung des Zytokeratin 19-positiven HCC reprasentiert
einen interessanten Ansatz. Das CK19+ HCC stellt einen wesentlich aggressiveren Tumor als
das klassische HCC dar, welcher mit einer héheren Mortalitat, schlechteren Prognose und
friheren Rekurrenz einhergeht.® Diese besondere immunhistochemische Konstellation kann
zu Fehldiagnosen fuhren und wird auch als Hinweis auf die sogenannte Stammzelltheorie

gesehen.
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5.1.3. Interpretation der Ergebnisse zu EMA

Das Zytokeratin EMA (Syn.: MUC1) wird von unterschiedlichen Epithelzellen exprimiert, im
gesunden Lebergewebe jedoch nur von Cholangiozyten — Hepatozyten sind konsistent negativ
fir diesen Marker.?® Dementsprechend liegt der Gedanke nahe, das Vorhandensein von EMA
innerhalb eines PLCs auf einen cholangiozellularen Ursprung zurlickzuschliefen und somit
die Diagnose HCC als unwahrscheinlich zu behaupten. Jedoch listet die Literatur
unterschiedliche Ergebnisse zum Farbeverhalten des zugehdérigen Antikérpers bei HCCs auf:
Wiahrend Sasaki et al.'® das Vorkommen des MUC1 core protein in Zellen hepatozellularer
|.104

Karzinome verneinen und dagegen in iCCAs bestatigen, beschreiben Cao et a in ihrer

Arbeit die auffallig positive Immunhistochemie von EMA in HCCs, welche laut Kim et al.’®
sogar als negativ-prognostischer Faktor dient. Die von uns erhobenen Daten zeigen eine
uberwiegend negative Immunhistochemie von EMA bei gering differenzierten hepatozellularen
Karzinomen, mit Ausnahme des bei einigen Praparaten sichtbaren kanalikularen
Farbemusters. Wie bereits in Unterpunkt 3.2.2.2. erldutert, wurden diese zwei von uns
festgestellten Farbverhalten in der Variable ,fir HCC mogliche Farbemuster® kombiniert,
welche mit einem CC = 0,683 eine starke Korrelation zu dieser Tumorentitat zeigt. Somit
spricht laut unseren Ergebnissen ein negatives oder kanalikulares Farbemuster von EMA
deutlich fur das HCC und hilft somit bei dessen diagnostischer Abgrenzung gegenliber anderer
PLCs, welche in unserem Kollektiv hauptsachlich ein zytoplasmatisches oder apikales
Farbemuster aufwiesen. In direkter Gegeniiberstellung hierzu beschreiben Kim et al.'® ein
zytoplasmatisches und/oder membrandses Farbemuster von EMA in HCCs, weitere Literatur
schildert es als (berwiegend membrands.'® Zusammenfassend bietet die Literatur
unterschiedliche Aussagen zum Farbverhalten des Markers EMA in HCCs, wobei Yuan et
al.’® sogar von einer Tumorentitat-unabhangigen Expression des MUC1-Gens bei PLCs in
ihren Ergebnissen berichten; diese hange im Kontrar vom Differenzierungsgrad der Neoplasie
ab, nicht ihrer Entitat."® Da wir uns im Rahmen dieses Projektes auf schlecht-differenzierte
Tumore konzentriert und ausschlie3lich diese in unsere Auswertung eingeschlossen haben,
konnen wir zur o.g. Erkenntnis keinen Vergleich bieten. Jedoch konnten die diversen
Ergebnisse und Aussagen zum Farbverhalten von EMA in HCCs daraufhin deuten, dass die
verschiedenen Tumorentitdten als nicht streng voneinander abzugrenzende Einheiten zu
betrachten sind, sondern als Teil eines Spektrums mit sich Giberlappenden Eigenschaften und
flieRenden Ubergéngen.?

Expression und Lokalisation von EMA korrelieren nach der Literatur mit der Prognose der
PLCs'%% ynd kénnen bereits an Biopsie-Praparaten'® durchgefiihrt werden. Somit stellt die
Immunhistochemie von EMA ein in der klinischen Praxis niederschwelliges Verfahren zur
Identifikation der PLCs dar.
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5.1.4. Interpretation der Ergebnisse zu LFABP

Mit einem CC in H6he von 0,682 besitzt LFABP nach HepPar1 (bzw. Arginase1) und EMA
die dritt-hochste Korrelation fir das Hepatozellulare Karzinom unter den hier untersuchten
Antikorpern. Alle 19 (100%) HCCs exprimieren LFABP. Demnach kongruieren unsere
Ergebnisse mit bereits durchgefihrten Untersuchungen zum Farbverhalten von LFABP in
hepatozellularen Karzinomen: Im Rahmen des wissenschaftlichen Artikels FABP1 expression
in human tumors: a tissue microarray study on 17,071 tumors® haben Dum et al. 150
verschiedene Tumorarten auf ihre jeweilige immunhistochemische Expression von LFABP
(Syn.: FABP1) analysiert. Mit einer Positivitatsrate von 65,3% befand sich das HCC unter den
malignen Neoplasien mit der héchsten FABP1-Frequenz, wobei das durch Dum et al.®*
beispielweise gegenubergestellte CCC eine 3-fach geringere Positivitadtsrate von 21,6%
aufwies. Auch diese Tendenz lasst sich aus unseren Ergebnissen erschlielen: LFABP zeigt
eine mittlere Korrelation (CC = 0,540 fiur ,small-duct* Typ iCCAs und CC = 0,461 fur ,large-
duct® Typ iCCAs) flr eine negative Immunhistochemie und somit eine deutlich geringere
Positivitatsrate bei den hier analysierten iCCAs.

LFABP reprasentiert somit einen bedeutenden Marker in der Unterscheidung schlecht
differenzierter PLCs. Insbesondere die kombinierte Interpretation des Farbeverhaltens mit
anderen Markern (HepPar1 oder Arginase1) kann die Diagnose ,Hepatozellulares Karzinom*®
unterstitzen. Da LFABP nicht HCC-spezifisch ist, unterstiitzt seine Immunhistochemie zwar
die Abgrenzung der PLCs untereinander, jedoch nicht die Unterscheidung eines HCCs zu
anderen Raumforderung innerhalb des Leberparenchyms (z.B. Metastasen aus dem
Gastrointestinaltrakt): 71,1% der kolorektalen Adenokarzinome weisen eine positive

Immunhistochemie fiir LFABP auf.®*

Dieses Beispiel illustriert die Schwachen der
Immunhistochemie und zugleich die Relevanz der Kombination unterschiedlicher
diagnostischer Verfahren zur korrekten Bestimmung einer Tumorentitat.

Weiters verdeutlich es den Bedarf eines aus mehreren Antikdrpern bestehenden Panels
zur korrekten Bestimmung einer Tumorentitat. Unsere Ergebnisse zeigen beispielsweise eine
Erhéhung der Korrelationsstarke zu HCCs von CC = 0,682 bei alleiniger Auswertung von
LFABP auf CC = 0,683 bei vereinter immunhistochemischer Analyse mit dem

cholangiozellularen Marker CK19.

5.2. Interpretation der Ergebnisse fur das intrahepatische ,,small-duct”“ Typ
Cholangiokarzinom

5.2.1. Interpretation der Ergebnisse zu HepPar1 und Arginase1
In der Literatur wird die immunhistochemische Potenz und der Nutzen verschiedenster

Antikérper im Rahmen der Diagnostik von primaren Leberkarzinomen kontrovers diskutiert.
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Die klassischen hepatozelluléren Differenzierungsmarker HepPar1 und Arginase1'®" wurden
nicht in den ,small-duct® Typ iCCAs exprimiert: Mit einem jeweiligen Kontingenzkoeffizienten
in Héhe von CC = 0,612 besitzt die negative Immunoreaktivitdt von HepPar1 und Arginase1
die héchste Korrelation zur Tumorentitat ,small-duct” Typ iCCA unter den hier untersuchten
Markern. Unsere Beobachtungen sind somit konkordant mit den Resultaten von Timek et al.”,
welche in ihrem Subkollektiv ein ebenso rein negativ-immunhistochemisches Farbverhalten
fur HepPar1 und Arginasel1 beschreiben. Auch Fujiwara et al.® berichten von negativer
Immunoreaktivitat der beiden Antikdrper in allen CCC-Préparaten. Ebenso listen Krings et al.”
16/16 fur Arginase1 negative iCCAs, fuhren jedoch interessanterweise 1/16 fir HepPar1

positives iCCA an. Genauso beschreiben auch Radwan & Ahmed'”’

einen fur Arginase1 und
zwei fir HepPar1 positive Falle in ihrem aus 12 cholangiozellularen Karzinomen bestehenden
Subkollektiv. Shiran et al.'® deklarieren solch vereinzelt positiven Nachweise als nicht
Uberraschend und fuhren erklarend die Abstammung der unterschiedlichen Tumorentitaten
aus einer gemeinsamen Progenitorzelle an.”'%

Keines der untersuchten ,large-duct” Typ iCCAs wies eine positive Immunhistochemie flir
HepPar1 und Arginase1 auf. Somit besteht kein Unterschied im Farbverhalten der 2 Marker
unter den iCCA-Subtypen. Die niedrigeren Kontingenzkoeffizienten von jeweils CC = 0,377
(im Gegensatz zu 0.g. CC = 0,612 bei ,small-duct” Typ iCCAs) sind den unterschiedlich gro3en
Kollektiven (11 ,small-duct" und 4 ,large-duct® Typ iCCA) und deren rechnerischer
Gegenuberstellung zum Rest des Gesamtkollektivs (cf. Tabelle 9) geschuldet. Somit kann
nicht von einer wahren starkeren Korrelation zwischen negativer Immunhistochemie von
HepPar1 und/oder Arginase1 und ,small-duct” Typ iCCAs als zu ,large-duct® Typ iCCAs
ausgegangen werden. Die beiden Antikérper eignen sich nach unseren Ergebnissen
dementsprechend nicht zur Abgrenzung der beiden Subtypen untereinander, da ihr negatives
Farbverhalten bei 100% der Félle beider Kollektive beobachtet werden kann. Folglich sind
HepPar1 und Arginase1 in unsere Studie, sowie in diversen anderen Studien (Timek et al.”,

Wang et al.’®"), potente Marker in der Unterscheidung von HCCs und iCCAs.

5.2.2. Interpretation der Ergebnisse zu Kondition 3: ,,2 1 klassischer iCCA
Marker ist positiv und alle klassischen HCC-Marker sind negativ*

Die Tumorentitat ,small-duct Typ“ iCCA zeigte mit einem Kontingenzkoeffizienten in Hohe
von CC = 0,547 die starkste Korrelation zu Kondition 3 (im Vergleich zu Kondition 1 bei einem
CC = 0,453 und Kondition 2 bei einem CC = 0,536). Zusatzlich behauptete sich Kondition 3
unter allen in Relation zu dieser Tumorentitdt auf ihre Korrelationsstarke untersuchten
Variablen (welche alleinstehende Marker, Marker-Kombinationen und -Konditionen umfassen)
als — direkt nach o.g. HepPar1 und Arginase1 — zweitstarkste Variable zur Unterstutzung der

Diagnose ,small-duct” Typ iCCA. Jedoch sei an dieser Stelle die Korrelationshdéhe zwischen
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Kondition 3 und der Tumorentitdt HCC angemerkt, welche mit einem CC = 0,636 der zum
,small-duct Typ iCCA Uuberliegt. Eine erflllte Kondition 3 eignet sich somit laut unseren
Ergebnissen eher zum Ausschluss eines HCCs als zur Bestatigung des ,small-duct® Typ
iCCAs. Ein Vergleich zur Tumorentitat ,large-duct” Typ iCCA kann an dieser Stelle nicht
gezogen werden, da bei p > 0,05 kein statistisch signifikantes Ergebnis vorlag; hier bedarf es

weiterer Untersuchungen an gréRReren Kollektiven.

5.2.3. Interpretation der Ergebnisse zu ABCB11

ABCB11 ist hochspezifisch fir Hepatozyten, seine positive Immunoreaktivitat indiziert eine
hepatozellulare Differenzierung und reprasentiert laut Literatur einen der bedeutendsten
Marker in der Diskriminierung der unterschiedlichen PLCs.”"'"°

Im Rahmen ihrer Studie haben Lagana et al.’"® die immunhistochemischen Ergebnisse des
Markers ABCB11 von u.a. 48 HCCs und 41 intrahepatischen Cholangiokarzinomen verglichen:
Wahrend 43/48 (90%) der HCCs sich immunoreaktiv fir ABCB11 zeigten, war keines der 41
iCCAs positiv fir diesen Marker. Auch Fujikura et al.”” stellen in ihren Resultaten 49/54 (91%)
fir ABCB11 positive HCCs den 34/34 flr diesen Antikérper ausschliel3lich negativen iCCAs
gegenuber. Diese Erkenntnis spiegelt sich in unseren Ergebnissen wider: Keines der 11
untersuchten ,small-duct” Typ iCCAs weist eine positive Immunhistochemie fur diesen Marker
auf. Mit einem CC = 0,546 besitzt ABCB11 — im Sinne eines negativen Farbverhaltens — die
drittstarkste Korrelation zur Tumorentitat ,small-duct® Typ iCCA. Laut unseren Ergebnissen
schlieBt ein positives Farbverhalten von ABCB11 dementsprechend zuletzt genannte
Tumorentitat aus. Jedoch zeigten 3/19 (ca. 16%) der hier auf ABCB11 untersuchten schlecht
differenzierten HCCs eine ebenso negative Immunhistochemie auf, Lagana et al.'® und
Fujikura et al.”” beschreiben beide jeweils 5 fir ABCB11 negative hepatozelluldre Karzinome
in ihren Kollektiven, wobei dies insbesondere bei schlecht differenzierten Tumoren der Fall ist
(22% bzw. 24% der schlecht differenzierten HCCs im Vergleich zu 8% bzw. 0% der gut bis
moderat differenzierten HCCs waren negativ fir ABCB11). Die negative Immunhistochemie
von ABCB11 ist also kein Alleinstellungsmerkmal von schlecht differenzierten ,small duct® Typ
iCCAs.

Zuletzt sei die herausfordernde und flr das geschulte Auge bestimmte Unterscheidung
von kanalikularem (positive Immunhistochemie) und membranésem Farbemuster (negative

)110

Immunhistochemie)'"” erwahnt, welche eine mdgliche Limitation des Markers ABCB11 in der

Routinediagnostik darstellen kann.
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5.2.4. Interpretation der Ergebnisse zu EMA ,fiir SDT typisches
Farbemuster*

EMA gehort zu den Zytokeratinen und wird von vielen Epithelzellen exprimiert. Im
normalen Lebergewebe wird EMA nur von Cholangiozyten exprimiert, Hepatozyten sind
konsistent negativ fiir diesen Marker.?® Somit weist eine positive Immunhistochemie von EMA
auf eine cholangiozellulare Differenzierung hin, wobei sich das Farbemuster von ,large-duct®
Typ iCCAs (ganzes Zytoplasma) und ,small-duct Typ iCCAs (apikales Zytoplasma)
unterscheidet. Dies spiegelt die bereits erlauterte Heterogenitat der Cholangiozyten wider, aus
welchen die 2 verschiedenen iCCA Subtypen hervorgehen.*'

Mit einem Kontingenzkoeffizienten von CC = 0,539 weist EMA unter der Bedingung ,fur
,small-duct® Typ iICCA klassisches Farbemuster eine der starksten Korrelationen der hier
untersuchten Marker fur die Entitat ,small-duct® Typ iCCA auf. Blickt man jedoch auf die
absoluten Zahlen (cf. Tab. 14, S. 36 ), hatten lediglich 4 von 7 der auf EMA untersuchten
,small-duct® Typ iCCAs ein fur diese Tumorentitat klassisches Farbverhalten. Die 3 restlichen
Praparate erfllten dieses Kriterium nicht, da sie beispielsweise ein dem ,large-duct® Typ iCCA
ahnelndes Farbverhalten hatten (ohne diesem zu 100% zu entsprechen) oder sich das
Farbverhalten in Tumorzentrum und -periphere stark unterschied (ohne beispielsweise einem
cHCC-CCA zu entsprechen). Die Ursache dieser Differenz konnten wir nicht eruieren. Auch
Gerber et al.""", welche im Rahmen ihrer Arbeit 148 ,small-duct‘ Typ iCCAs und 84 ,large-
duct® Typ iCCAs immunhistochemisch auf unterschiedliche Marker analysiert haben,
beschreiben ein variables Farbverhalten von EMA bei ,small-duct” Typ iCCAs: 4% zeigten eine
schwache, 39% eine moderate und 56% eine starke Farbung von EMA. Im weiteren
Textverlauf wird sogar eine negative Immunhistochemie fir EMA als mdgliches Ereignis flr

I."" in ihren Resultaten an, dass

»small-duct® Typ iCCAs genannt. Ebenso flihren Gerber et a
keiner der von ihnen untersuchten Antikdrper (inkl. EMA) die Unterscheidung zwischen den 2
iCCA-Subtypen alleine ermdglichte, sondern nur in Kombination miteinander. Diese
Erkenntnis unterstreicht erneut den Bedarf eines aus mehreren Antikbrpern bestehenden
Panels zur korrekten Bestimmung der Tumorentitat. Als weitere Limitation sei die Expertise
voraussetzende Auswertung von EMA genannt, welche — analog zu ABCB11 — fir das
geschulte Auge bestimmt ist und dementsprechend einen limitierenden Faktor von EMA als

Teil der Routinediagnostik darstellen kann.

5.3. Interpretation der Ergebnisse fiir das intrahepatische ,large-duct” Typ
Cholangiokarzinom

Seit der im Jahre 2019 publizieten WHO Kilassifikation zu Tumoren des

Gastrointestinaltraktes wird das intrahepatische Cholangiokarzinom anhand morphologischer,

immunhistochemischer, anatomischer und genetischer Aspekte in 2 Subtypen unterteilt: Das
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,small-duct und ,large-duct* Typ iCCA.° Die richtige Zuordnung eines entnommenen
Tumorpraparates oder -biopsates ist essentiell, da 70% der Patient:innen sich zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung in einem bereits inoperablen Stadium befinden'? und es
dementsprechend  systemischer  Therapien bedarf.  Aufgrund unterschiedlich-
zugrundeliegender genetischer Mutationsprofile zwischen den zwei Subtypen gestaltet sich
die Therapie, u.a. anhand zielgerichteter Therapie (engl. ,targeted therapies®), unterschiedlich:
»~omall-duct” Typ iCCAs liegen beispielsweise eine FGFR2-Translokation oder eine IDH1/2-
Mutation zugrunde, wahrend ,large-duct* Typ iCCAs genetisch eher perihilaren und distaler
gelegenen Cholangiokarzinomen ahneln und somit Mutationen in KRAS-, TP53- und SMADA4-
Genen aufweisen.">'"* Zusatzlich weisen ,large-duct® Typ iCCAs haufig Resistenzen
gegeniiber gangiger Radiatio oder Chemotherapie mit Gemcitabine oder FOLFIRINOX auf.'"®

Allein die unterschiedlichen Therapieansatze der beiden Subtypen untermauern die
Relevanz der korrekten Diagnosestellung. Jedoch erméglichen gangige Verfahren wie die
einfache Auswertung von H&E Praparaten, insb. im Falle schlecht differenzierter Karzinome,
keine eindeutige Zuordnung; Li et al.”"? berichten von 31.2% nicht zuordbaren Fallen (anhand
alleiniger H&E Farbung). Dank der Hinzunahme immunhistochemischer Verfahren konnte die
Zuordnungsrate in ,small-duct” Typ iCCAs und ,large-duct” Typ iCCAs jedoch von 67.9% auf
92.6% gesteigert werden. Diese wegweisende Studie unterstreicht die Relevanz
immunhistochemischer Verfahren in der Untersuchung von iCCAs bzw. PLCs und pladiert fur
die Standardisierung von immunhistochemischen Panelanalysen als Teil der
Routinediagnostik.

Die Untersuchung immunhistochemischer Verfahren zur Unterscheidung der zwei
Subtypen war ebenso Teil dieses Projektes. Die drei hdchsten Korrelationen zur Tumorentitat
Jlarge-duct® Typ iCCA — und somit u.a. hochste Diskriminationsstarke zum ,small-duct® Typ
iCCA — hatten die Marker EMA (unter der Bedingung ,fur ,large-duct* Typ iCCA typisches
Farbemuster”), Alcian PAS und die Marker-Kombination LFABP und CK19 mit den jeweiligen
Kontingenzkoeffizienten CC von 0,707, 0,648 und 0,487.

Jedoch sei an dieser Stelle auf die geringe Anzahl an ,large-duct® Typ iCCAs
hingewiesen (n = 4), welche in unsere Untersuchungen eingeflossen ist. Diese geringe Groflke
stellt eine bedeutende Limitation unserer Studie dar, sodass unsere Auswertungen und
anschlieend errechneten Korrelationen priméar als Ansatzpunkt fir weitere, an groReren

Kollektiven durchzufiihrende Immunhistochemie dienen.

5.3.1. Interpretation der Ergebnisse zu EMA ,.fur LDT typisches
Farbemuster*
Mit einem CC = 0,707 besitzt der Antikérper EMA unter der Bedingung ,fir ,large-duct®

Typ iCCA typisches Farbemuster die starkste Korrelation zu dieser Tumorentitat. Alle ,large-
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duct® Typ iCCAs waren positiv fiir dieses Farbemuster. Auch Li et al."'? beschreiben dieses
Farbverhalten. Laut unserer Ergebnisse bestatigt somit die zytoplasmatische Anfarbung der
Tumorzellen die Diagnose des ,large-duct” Typ iCCA und schlie3t diese vice versa aus. Dies
sei den Ergebnissen zum Farbverhalten von EMA beim ,small-duct” Typ iCCA gegenlber
gestellt: Hier zeigten 4/11 Praparaten kein fir diesen Subtypen klassisches Farbemuster.
Somit ist die Diskriminierungsstarke von EMA bei ,large-duct® Typ iCCAs der ,small-duct” Typ
iCCAs Uberlegen und unterstitzt die Unterscheidung von ,large-duct® Typ iCCAs gegenuber
den restlichen PLCs.

Die unterschiedlichen Farbemuster (ganzes Zytoplasma oder nur apikales Zytoplasma)
von EMA spiegeln die Heterogenitat der Cholangiozyten wider, aus welchem die beiden
Subtypen des iCCAs entstehen: ,Small-duct® Typ iCCAs gehen aus Muzin-negativen,
kuboidalen Cholangiozyten der kleinen Gallengange aus, wahrend ,large-duct Typ iCCAs aus
Muzin-produzierenden, zylindrischen  Cholangiozyten der groflen Gallengangen

ausgehen. !

5.3.2. Interpretation der Ergebnisse zum Farbstoffprotokoll Alcian PAS

Die positive Alcian PAS Farbung zeigt die die zweithchste Korrelation zur Tumorentitat
Jarge-duct® Typ ICCA (CC = 0,648). Da dieser Subtyp durch Alcian PAS farbbare,
intrazellulare Muzin-Vakuolen enthalt, spricht ein positives Farbergebnis flr das Vorliegen
eines ,large-duct® Typ iCCAs. 3/4 der hier ausgewerteten Falle waren positiv fur Alcian PAS,
wohingegen alle anderen Tumorentitaten ein zu 100% negatives Farbverhalten aufwiesen.

Zusammenfassend bestatigt ein positives Farbverhalten von Alcian PAS laut unserer
Auswertung somit die Diagnose ,large-duct® Typ iCCA und hilft somit bei dessen
Unterscheidung zu anderen den PLCs zugehoérigen Tumorentitdten. Der Verlust des

intrazellularen Muzins kann Ausdruck der geringen Tumordifferenzierung sein.

5.3.3. Interpretation der Ergebnisse zur Marker-Kombination LFABP und

CK19

Die dritthochste Korrelation zum Subtypen ,large-duct” Typ iCCA weist die Marker-
Kombination LFABP und CK19 auf: Alle 4 Falle wiesen eine negative Immunhistochemie fur
LFABP und eine positive Immunhistochemie fiir CK19 auf. Diese Marker-Kombination hat mit
einem CC = 0,487 unter allen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Marker-Kombinationen
die héchste Korrelation zur 0.g. Tumorentitat und Gbertrifft auch seine Korrelation zum ,,small-
duct” Typ iCCA bei CC = 0,475, bei welchem 2/8 ein unerwartetes Farbverhalten aufwiesen.
Betrachtet man jedoch nun das Ensemble der PLCs, korreliert die Marker-Kombination am
starksten mit der Tumorentitdt HCC bei CC = 0,683 (in inverser Immunhistochemie d.h. negativ
fur CK19 und positiv fur LFABP).
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Zusammenfassend unterstltzt die kombinierte Immunhistochemie von LFABP und
CK19 die Diagnostik des ,large-duct‘ Typ iCCAs und korreliert stéarker mit dieser als die einzeln
betrachteten Marker (CCrrage = 0,461 und CCck1o = 0,418).

5.4. Ausblick

Die diagnostische Zuordnung eines Tumorpraparates zu einer den PLCs zugehdrigen
Entitaten kann sich aufgrund der sich haufig Gberlappenden hepato- und cholangiozellularen
Eigenschaften als herausfordernd erweisen. Dies gilt insbesondere fur schlecht differenzierte
PLCs, welche die Charakteristika ihres Ursprungsgewebes in grofden Teilen verloren haben.
Unser Projekt illustriert die Bedeutung der Immunhistochemie zur Differenzierung dieser
Entitaten, welche sich allein anhand von Bildgebung oder Standardhistologie oft nicht sicher

abgrenzen lassen.

Zur Unterscheidung der Tumorentitaten HCC, ,small-duct® Typ iCCA und ,large-duct®
Typ iCCA und konnten sich spezifische Marker sowie Marker-Kombinationen als besonders
hilfreich erweisen.

Zur Abgrenzung hepatozellularer Karzinome gegentber den restlichen PLCs haben sich
an erster Stelle die klassischen Antikorper HepPar1 und Arginase1 bewiesen, wobei sich keine
signifikante Uberlegenheit eines der beiden Antikérper feststellen lieR. Eine (berraschende
Erkenntnis lieferte der Marker EMA, dessen kanalikulares Farbemuster in diesem Projekt
konsistent mit einer hepatozellularen Differenzierung assoziiert war und dadurch eine wertvolle
Erganzung zu den klassischen hepatozellularen Markern darstellt. Auch LFABP erwies sich
als hilfreich in der Abgrenzung von HCCS gegenulber den anderen PLCs. Da LFABP jedoch
auch bei hepatischen Metastasen des Gastrointestinaltrakts eine positive Immunhistochemie
aufweisen kann, sei hier auf dessen eingeschrankte Spezifizitat hingewiesen.

Eine hohe Trennscharfe des ,small-duct® Typ iCCAs gegenuber HCCs und ,large-duct®
Typ iCCAs ermdglichten ebenso HepPar1 und Arginase1; hier galt ein negatives
immunhistochemisches Ergebnis als Indikator. Auch sind neben ABCB11 und EMA (apikal
betontes Farbemuster) die im Rahmen dieses Projekts aufgestellte Kondition 3, welche eine
kombinierte Anwendung von Markern zur Erhéhung der diagnostischen Sicherheit
reprasentiert, als immunhistochemischer Differenzierungsansatz von ,small-duct‘ Typ iCCAs
zu erwahnen.

Zur Erhartung der Diagnose ,large-duct Typ iCCA zeigten sich die Marker EMA, Alcian
PAS und die gegensatzliche Marker-Kombination LFABP und CK19 als nutzliche
diagnostische Tools. Besonders EMA zeigte dank seines distinkten zytoplasmatischen
Farbemusters beim ,large-duct® Typ iCCA eine starke Diskriminationskraft im Vergleich zu

anderen Entitaten.
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In Conclusio bestatigt unsere Analyse die Hypothese, dass keiner der untersuchten
Antikorper separat betrachtet eine verlassliche bzw. hundertprozentige Differenzierung der
verschiedenen Tumorentitaten ermdglicht., da sich diese als Teil des bereits erwdhnten
Spektrums nicht ausreichend voneinander unterscheiden lassen. Vielmehr bedarf es eines
immunhistochemischen Panels, welches beispielsweise aus den o0.g. Antikérpern
zusammengestellt werden kdnnte. Dieses Panel sollte im Rahmen von Studien an grofReren

Patientenkollektiven erprobt werden, um unsere Ergebnisse zu validieren und prazisieren.
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